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INTRODUCCION

1.1. ORIGEN E IMPORTANCIA DEL LACTOSUERO

El suero lacteo es, principalmente, el subproducto originado en la elaboracién de queso
tras la separacidn de la cuajada, aunque también se origina durante la obtencién de caseina
acida y caseinatos (Castillo y col., 1996; Foegeding y col., 2002); no obstante, el lactosuero de
este origen solo representa el 8% del total producido (De Wit, 2003). Este subproducto es un
liquido verdoso translucido con un 6% de sélidos, constituidos en su mayoria por lactosa (70%
de los sdlidos), minerales, trazas de grasa y aproximadamente 0,7% de proteinas séricas (8-10%
de los sdlidos) (Zall, 1992; Jelen, 2003).

El alto poder contaminante del suero deriva de este contenido en materia organica,
siendo sobre todo la riqueza en lactosa la principal responsable del mismo debido a su
capacidad para actuar como sustrato de la fermentacion microbiana (Castillo y col., 1996). El
suero lacteo esta catalogado como un residuo altamente contaminante, con una demanda
bioquimica de oxigeno (DBOs) entre 32 y 60 g Ox/litro (Cheryan, 1998), siendo la media de 45 g
Oollitro; asi, 100 litros de suero contaminan igual que una poblacion de 45 personas (Riera y col.,
1996b). Ademas este producto se produce en grandes cantidades, generandose como media
unos 9 litros de suero por cada kg de queso producido (Riera y col., 1996b); sin embargo esta
proporcion puede variar algo dependiendo del tipo de queso, contenido en grasa de la leche de
partida y otros factores (Jelen, 1992a). Asi, el vertido del suero conduce a un serio problema de
contaminacion del agua y del medio ambiente, poniendo en peligro la estructura fisica y quimica
del suelo, disminuyendo el rendimiento de la cosecha y reduciendo la vida acuética por consumo

del oxigeno disuelto en el agua (Castillo y col., 1996).

Hasta épocas relativamente recientes, se vertia sin tratamiento con todos los
problemas asociados que acarreaba y, aunque hoy dia la mayor parte se transforma en
productos de alto valor afiadido, existen muchas situaciones en las cuales persiste el problema
del tratamiento. Debido al caracter contaminante del suero, la industria quesera tuvo que recurrir
a procedimientos tradicionales de tratamiento de sus efluentes, lo que impuso una carga
economica sustancial, teniendo en cuenta que el suero representa entre el 80 y el 90 % de la
leche de fabricacion (Eck, 1990; Cheryan 1998).
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La produccién mundial de queso en 2001 alcanzd unas 15,5 millones de toneladas, lo
que aproximadamente supone unas 145 millones de toneladas de suero; el 60% de este suero
se industrializa, mientras que el 40% restante se destina a la alimentacidn animal, al uso como
fertilizante o, simplemente, se elimina como efluente. Se calcula que la produccién global de
queso y, por lo tanto, la de suero, se incrementa entre un 2 'y un 3% al afio (Affertsholt y Nielsen,
2003). A escala mundial, la produccion de leche de oveja es de aproximadamente 8 millones de
toneladas y tiene una importancia bastante reducida si se compara con la leche de vaca en
términos cuantitativos (2% del total). Sin embargo, tiene una gran importancia en los paises
mediterraneos y del Oriente Medio, donde las condiciones climaticas no son favorables para la
cria del ganado vacuno. En general, la leche de oveja se emplea esencialmente en la
elaboracién de quesos, aunque en algunos paises también se elaboran yogures y quesos de
suero (Ramos y Juarez, 2003). En cuanto a la produccion mundial anual de suero proveniente de

quesos de cabra se puede estimar en 10,8 millones de toneladas (Cheryan, 1998).

Teniendo en cuenta la produccion de quesos de vaca en la UE en 1999 (6.154.300 Tm.)
(Anbnimo, 2000), se puede estimar una produccion de aproximadamente 55 millones de
toneladas de suero de vaca, a las cuales se deberan afiadir unas 4,5 millones de toneladas de
sueros de quesos de oveja y cabra resultantes de la produccion de 505.000 toneladas de quesos
de estas dos especies (asumiendo que toda la leche de pequefios rumiantes producida en la UE,
se destina a la fabricacién de queso). Aunque la leche de pequefios rumiantes no se transforme
toda en queso, la produccién de otros productos o el consumo directo no debe probablemente

sobrepasar el 10% de la cantidad de leche disponible.

Respecto a la Peninsula Ibérica, la produccién de quesos en Espafia se encuentra
estabilizada en torno a las 300.000 toneladas (FIAB, 2001), por lo que se puede calcular la
produccion de lactosuero de queseria en 2.700 millones de litros anuales, volumen que plantea
problemas en cuanto a su uso y/o eliminacién. Como otros paises mediterraneos, Espafia
produce una gran variedad de quesos de oveja, cuya elaboracion esta muchas veces asociada a
denominaciones de origen o indicaciones geograficas protegidas. Asi, se obtienen unas 21.900
toneladas de queso de oveja (7,3% de la produccion total) (FIAB, 2001), lo que implica una
generacion de aproximadamente 197.000 toneladas de lactosuero. Aunque existen algunas
plantas de gran volumen de produccion, en general muchos productores trabajan a pequefia o
media escala. Esto hace que muchas de estas industrias no posean la tecnologia suficiente para

el aprovechamiento de los lactosueros de alto poder contaminante y que éstos se eliminen a
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través de la red de alcantarillado, lo que puede causar problemas importantes de contaminacion
ambiental en determinadas zonas. Finalmente, la produccién de quesos de oveja en Portugal se
estima en unas 16.200 toneladas (Gulbenkian, 1993), lo que equivaldria a unos 145.800

toneladas de suero.

En ambos paises una cierta cantidad se aprovecha para la produccion de quesos de
suero por precipitacion térmica de las proteinas presentes en el suero. En Espafia este producto
se denomina requesén y en Portugal requeijdo. Esta es la forma mas simple de reducir la
capacidad contaminante del suero, al mismo tiempo que se obtiene un producto de elevado valor
nutritivo. Sin embargo no se dispone de informacion detallada sobre la cantidad de suero
transformada en estos productos. Pintado y col. (2001) refieren que apenas el 2% de la totalidad
del suero producido anualmente en Portugal se utiliza en la elaboraciéon de requeijo, lo que
origina alrededor de 630 toneladas de este producto. La elaboracion del requeson o requeijdo
genera a su vez un subproducto, el suero desproteinizado, que contiene aproximadamente un
60% del extracto seco del suero original y, por lo tanto, cantidades todavia considerables de
proteina, nitrdgeno no proteico, minerales y lactosa. Este subproducto se denomina scotta en
Italia y sorelho en Portugal.

Inicialmente, y buscando un tratamiento sencillo y rentable, el suero se transformaba en
suero en polvo por evaporacion y deshidratacion, obteniéndose un pienso compuesto
enriquecido en proteina para alimentacion de ganado. La lactosa se producia directamente por
evaporacion y cristalizacion. Posteriormente, y teniendo en cuenta, tanto el elevado valor
nutricional y funcional (Hambraeus, 1992; Mulvihill, 1992; De Wit, 1998) como la posibilidad de
aislar los componentes proteicos del lactosuero (Bramaud y col., 1997; Pearce y col., 1991;
Smithers y col., 1996; Zydney, 1998) se extendié su utilizacién para consumo humano, aplicando

tratamientos mas sofisticados como la filtracién por membranas.

La industria lactea produce grandes cantidades de suero deshidratado y productos
derivados. De las 86 millones de toneladas de suero que se industrializan a nivel mundial, 48
millones se destinan a la produccion de suero en polvo y lactosa, 30 millones a la elaboracion de
concentrados y aislados de proteinas de suero, y los restantes 8 millones a la obtencion de
sueros desmineralizados y otros productos (Affertsholt y Nielsen, 2003).
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.2. COMPOSICION DEL LACTOSUERO

1.2.1. Tipos de lactosuero y composicion general

Existen dos tipos basicos de suero lacteo, que se diferencian en el contenido mineral, la

acidez y la composicion de la fraccion proteica (Jelen, 2003): el lactosuero dulce y el acido. El

suero dulce es el mas abundante (aproximadamente el 75% del total producido) y es el

subproducto de la coagulacidén enzimética de las caseinas durante la fabricacién de queso a un

pH > 5,6 (Zall, 1992). El suero &cido (el 25% del suero total) resulta de la fabricaciéon de quesos

de coagulacion &cida, tales como el cottage, el quarg y otros quesos frescos, y de la obtencion

industrial de caseinas. Presenta mayor contenido en acido lactico, calcio y fosforo, y menor de

lactosa, siendo su pH < 5,1 (Jelen, 2003).

Su composicion varia substancialmente dependiendo tanto de la variedad de queso

producido como de la especie productora de leche. En la tabla 1.1 se presentan las

composiciones medias de los sueros de vaca y oveja.

Tabla I.1. Composicion general del suero de vaca y oveja (g/l).

Suero acido de vaca

Suero dulce de vaca

Suero dulce de

1 1,2 i (34,5
(pH 4,(6)— 4.8) (pH 5(,5 )- 6,4) ovelat
| Lactosa | 44,0 - 46,0 | 46,0 - 52,0 | 475-598
| Proteina | 6,0-8,0 | 50-8,0 | 105-187
| Grasa | 2,3-24 | 1,5-6,0 | 65-125
| Cenizas | - | 6,0-9,0 | 43-62
| Lactatos | 6,4 | 2,0 | -
| Calcio | 12-1,6 | 04-06 | -
| Fosfatos | 20-45 | 1,0-3,0 | -
| Cloruros | 1,1 | 1,1 | -

(1) Jelen, 2003; (2) Morr y Ha, 1993; (3) Comendador y col., 1996; (4) Casper y col., 1998; (5)
Pintado y col., 2001.
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Asimismo, la composicién del suero puede cambiar a lo largo del tiempo debido a
variaciones estacionales, ocasionadas por la etapa de lactacién en que se encuentren los
animales y por modificaciones en la alimentacion. En general, en el lactosuero bovino se observa
un aumento de la concentracién de proteinas en la segunda mitad de la lactacion, debidas
principalmente a la B-lactoglobulina, y un descenso paralelo del contenido de lactosa. Estos
cambios pueden ser al menos en parte responsables de las diferencias de funcionalidad que se
observan en los productos derivados del suero de vaca (Mangino, 1992). En el lactosuero de
oveja también existen estas variaciones, aunque presentan diferencias con el de vaca; asi, el
contenido de p-lactoglobulina aumenta hasta la mitad de la lactacion, disminuyendo
posteriormente hasta alcanzar valores similares a los del inicio de la misma. La a-lactalbimina
decrece a lo largo de la lactacion, mientras que la seroalbumina y la Inmunoglobulina G

diminuyen hacia la mitad del periodo (Casper y col., 1998).

Debido a su mayor concentracion en sélidos totales y componentes nitrogenados, en
algunos paises el suero de origen ovino es sometido a un tratamiento térmico drastico (p. €j.
95°C durante 10-30 min) con o sin adicién de leche y con o sin acidificacion, con el objetivo de
producir los denominados quesos de suero. De la produccion de estos quesos resulta un suero
con un contenido inferior en solidos totales, proteina y grasa. Este suero desproteinizado
contiene todavia una cantidad importante de materia organica, incluyendo proteinas (0,8-1,1%),
lactosa (4,1-5,2%), lipidos (0,2%) y cenizas (0,5%), presentando por ello un elevado valor DBOs
(74 g/l). La proteina més abundante en él es la o-lactaloumina (Pizzichini y col., 1995;
Comendador y col., 1996). Estos productos seran abordados més detalladamente en el apartado
1.4.2.

1.2.2. Principales proteinas

La leche bovina contiene alrededor de 5,3 g de nitrdgeno por kg. De este nitrdgeno,
alrededor del 95% se encuentra en forma de proteinas (~ 32 g/kg). El 80% de las proteinas
lacteas (=~ 26 g/kg) son caseinas, un grupo de fosfoproteinas (aws1, ais2, By K) especificas de la
leche y que precipitan a pH 4,6 (Walstra y Jenness, 1987). La mayoria de las caseinas se
presentan bajo la forma de micelas. Las proteinas que se mantienen en solucién a pH 4,6 (~ 6,3

g/kg) se denominan proteinas del suero. Este grupo heterogéneo incluye la B-lactoglobulina, la
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a-lactalbumina, inmunoglobulinas, la seroalbimina y péptidos de bajo peso molecular, algunos
de ellos derivados de la proteolisis de las caseinas (sobre todo de la B caseina). Ademas,
contiene otras proteinas y varios enzimas, localizados sobre todo en la membrana del globulo
graso (Walstra y Jenness, 1987; Walstra y col., 2001; Ye y col., 2002). La tabla 1.2 recoge el

contenido y ciertas propiedades de las principales proteinas séricas.

Tabla I.2. Principales proteinas del suero bovino y algunas de sus propiedades. Adaptado de
Morry Ha (1993), Riera y col. (1996a) y Kilara y Vaghela (2004).

% de las proteinas Concentracion Peso pl
en suero (gL-) molecular
Leche Lactosuero (kDa)

B-lactoglobulina 7-12 48-50 3,0 18,3 5,1
o-lactalbiimina 2,5 13-19 0,7 14,2 4245
Seroalbiimina 0,7-1,3 6 0,3 66,0 47-49
Inmunoglobulinas 1,9-3,3 8 0,6 15,0-100,0 5,5-8,3
Proteosa peptona* 2-6 20 14 4,0-80,0

* Incluye proteosa peptona, caseina residual y proteinas menores.

La leche de oveja tiene una mayor concentracion en sélidos totales debido a su mayor
contenido en grasa (6-8,5%) y en proteinas (5-5,5%) que la leche de vaca. Respecto a las
proteinas séricas, la mas abundante es la B-lactoglobulina, siendo los contenidos aproximados
sobre el total de las proteinas més abundantes en el suero del 74% para la B-lactoglobulina,
14,8% para la o-lactalbumina, 7,3% para la inmunoglobulina G y 4,1% para la seroalbumina

(Casper y col., 1998).

La B-lactoglobulina es la proteina mas abundante en el lactosuero de los rumiantes. Es
una proteina globular constituida por 162 aminoacidos, con un peso molecular de 18.300.
Existen diversas variantes genéticas, aunque las que suelen estar presentes con mas frecuencia
son las formas A 'y B, que son las més abundantes en los preparados comerciales (Hambling y
col., 1992). Sus moléculas difieren en la sustitucion de una glicina en la variante B por acido
aspartico en la variante A. Las caracteristicas de procesado de la leche y las propiedades de los
productos derivados estan claramente asociadas con las diferentes respuestas a los tratamientos
térmicos que se observan en las distintas variantes genéticas. Ademas, la molécula posee dos

enlaces disulfuro y un grupo sulfhidrilo libre, y no contiene fésforo (Swaisgood, 1982; Creamer y
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Sawyer, 2003). Por debajo de pH 3,0 y por encima de pH 8,0, esta proteina existe en forma
monomeérica. Entre pH 3,1y 5,1 a baja temperatura y alto contenido proteico se asocia formando
octdmeros. A otros valores de pH, incluido el de la leche, la B-lactoglobulina forma dimeros.
Dada su abundancia en la leche bovina, muchas de las propiedades de productos como los
concentrados de proteinas de este origen estan directamente relacionadas con las propiedades

de esta proteina (Kilara y Vaghela, 2004).

Todavia no esta clara la funcion biol6gica de la B-lactoglobulina y parece no ser esencial
para muchas especies; asi, por ejemplo, se encuentra en la leche de los rumiantes, de los
babuinos y los macacos, mientras que esta ausente en la leche de roedores, lagomorfos y
humana. Dado que posee una zona muy hidrofébica capaz de formar un enlace muy efectivo con
el retinol, esta unién pueda tener un efecto regulador en la glandula mamaria. También esta

proteina podria tener un papel nutricional (Creamer y Sawyer, 2003; Kilara y Vaghela, 2004).

La a-lactalbumina es la segunda proteina mas abundante en el suero lacteo. Tiene un
peso molecular de 14.186, esta constituida por 123 restos aminoacidicos, incluyendo ocho
cisteinas que forman cuatro enlaces disulfuro, y no contiene grupos fosfato. Es una
metaloproteina que fija fuertemente 2 atomos de Ca?*. Cerca del 10% de la a-lactalbumina
bovina son glicoproteinas, aunque parece que esta caracteristica no estd relacionada con su
funcién, ya que el grado de glicosilacion varia mucho con la especie (Zhang y Brew, 2003).
Existen dos variantes genéticas de la a-lactalbumina, pero en las razas bovinas europeas sélo

aparece la variante B (Walstra y Jenness, 1987).

Esta proteina tiene un papel importante en la sintesis de la lactosa, modificando la
actividad de la enzima galactosil transferasa (Brew y Grobler, 1992). Presenta ademas una
secuencia aminoacidica coincidente en un 40% con la lisozima y un 20% mas de los residuos
muestran una estructura similar. Sin embargo, su actividad no afecta a los mismos sustratos y no

esta relacionadas antigénicamente (Kilara y Vaghela, 2004).

La a-lactalbumina presenta la peculiaridad de que es mas estable al calor en la
presencia de calcio que cuando éste estd ausente. En la mayoria de las proteinas el calcio
promueve la formacion de enlaces ionicos intermoleculares, que mantienen las moléculas

proteicas cerca unas de otras y aumentan la posibilidad de agregacion en el calentamiento. La
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o-lactalbumina emplea el calcio para formar enlaces idnicos intramoleculares, que tienden a
hacer a la molécula resistente al desplegamiento térmico. Bajo condiciones favorables de
concentracion de calcio y pH, esta proteina puede permanecer soluble incluso después de

someterla a temperaturas superiores a 100°C (Swaisgood, 1996).

La seroalbumina presente en la leche es idéntica a la que se encuentra en el suero
sanguineo, apareciendo en ella por transporte pasivo desde el torrente sanguineo a través de la
célula secretora de la glandula mamaria. Tiene un peso molecular de 69.000, posee 17 enlaces
disulfuro y un grupo sulfhidrilo libre; no contiene fésforo (Kilara y Vaghela, 2004). En la sangre
tiene como funciones el mantenimiento de la presién osmética coloidal y del pH, actuando
también como proteina de reserva y como transportadora de acidos grasos de cadena larga,
hormonas esteroideas, bilirrubina e iones metalicos (Haggarty, 2003). Su capacidad para unir
moléculas hidrofébicas podria también desarrollarse en la leche, aunque su papel biolégico en la
leche no esta claro y probablemente tenga poca importancia desde el punto de vista fisioldgico
(Walstra 'y Jenness, 1987; Haggarty, 2003).

Las inmunoglobulinas (Ig) estan presentes en el calostro y la leche de todos los
mamiferos. Existen cuatro clases de inmunoglobulinas en la leche: IgG+, 19G2, IgA e IgM; todas
ellas muestran una estructura basica similar, estando compuestas por cuatro cadenas
peptidicas, dos ligeras de pesos moleculares de 20.000-25.000 y dos pesadas, de 50.000-70.000
(Swaisgood, 1982). La concentracion de los distintos tipos de inmunoglobulinas varia en funcion
de la especie, raza, edad, etapa de lactacién y salud del animal; en la leche de vaca predomina
la 1gG. Su funcién bioldgica es proporcionar proteccion inmunolégica a la cria contra
microorganismos Yy toxinas, asi como proteger a la glandula mamaria de infecciones (Marnila y
Korhonen, 2003). Las inmunoglobulinas pueden afectar al procesado de la leche; asi, cuando
estan presentes en elevadas concentraciones (por ejemplo en leches mamiticas o con calostro)
inhiben o retardan la actividad de los coagulantes bacterianos y ralentizan las fermentaciones.
Estas proteinas también contribuyen al desnatado por aglutinacién de los globulos grasos,

accién que se evita mediante tratamiento térmico o agitaciéon (Marnila y Korhonen, 2003).

Las proteosas peptonas se han definido como aquellas proteinas que permanecen en
solucién después de que la leche haya sufrido un calentamiento a 95°C durante 20 minutos y se
acidifique hasta pH 4,7 con 12% de &cido tricloroacético (Swaisgood, 1982). Esta fraccidn se

puede dividir en cuatro componentes principales, aunque también hay otros minoritarios. El
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componente 3 de la proteosa peptona (también denominado lactoforina) se encuentra sélo en el
lactosuero, no estd asociado con la caseina y se ha sugerido que su origen es la membrana del
glébulo graso (Girardet y Linden, 1996). Es una fosfoglicoproteina y es en realidad una proteina
nativa, por lo que el nombre de proteosa peptona no es del todo apropiado. Su peso molecular
es de 28.000, correspondiendo 15.200-15.300 a la apolipoproteina; se ha detectado en leche de
vaca y cabra. Desde el punto de vista bioldgico, esta proteina parece tener una funcion de
defensa antimicrobiana y estimula el crecimiento de las bifidobacterias, entre otras actividades,
aunque todavia su funcién biolégica exacta se desconoce (Haggarty, 2003). Otras proteosas
peptonas, como los componentes 5 y 8, estan asociadas con la fraccién caseinica de la leche,
siendo en el caso concreto de estas dos en realidad productos de la proteolisis de la B-caseina
(Swaisgood, 1982).

Otro componente de caracter proteico presente en el suero y que proviene de la
hidrélisis de una caseina es el caseinomacropéptido o glucomacropéptido. Procede de la
escision de la k-caseina por accion de la quimosina y, por lo tanto, sélo esta presente en los
sueros dulces, los cuales proceden de quesos de cuajada total o parcialmente enzimatica. El
peso molecular del monémero varia entre 6.000 y 8.000, presentandose de esta forma a valores
de pH inferiores a 4, mientras que por encima se polimeriza hasta alcanzar pesos moleculares
de 50.000 (Riera y col., 1996a). El glucomacropeéptido es capaz de suprimir el apetito por medio
del estimulo de la liberacion de la colecistoquinina pancreatica, altera la produccidn de pigmento
por los melanocitos, actia como prebidtico y presenta acciones inmunomodulatorias, aunque su
actividad biologica depende de su glicolisacion (U.S.D.E.C., 2004a). Asimismo, inhibe la
agregacion plaquetaria y se ha empleado en alimentacién infantil y de personas que padecen

fenilcetonuria (Riera y col., 1996a).

Existen también en el suero lacteo otras proteinas minoritarias que tienen importantes
funciones y aplicaciones en la actualidad. Una de ellas es la lactoferrina o lactotransferrina, que
es una glicoproteina capaz de enlazar hierro y cuya concentracion varia mucho con la especie,
estando presente en la leche de otros mamiferos en cantidades bastante méas bajas que en la
leche humana (1,48 g/l en la leche humana frente a 0,0012 g/l en la leche de vaca). Su accion
antimicrobiana se encuentra ligada a su capacidad de secuestrar el hierro, reduciendo su
disponibilidad para las bacterias (Fox y Flynn, 1992; Jovani y col., 2001). Ademas es
antioxidante, incrementa la biodisponibilidad de hierro, estimula el sistema inmunolégico y

modula la microflora intestinal. Precisamente debido a estas actividades, esta proteina se
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emplea en alimentos infantiles, funcionales y para deportistas. En cuanto a sus propiedades
tecnoldgicas, la lactoferrina no se ve afectada por un tratamiento de pasterizacion estandar,
aunque si que pierde actividad antimicrobiana con los tratamientos UHT. Esta proteina parece
proteger a los &cidos grasos insaturados frente a la oxidacidn y puede contribuir al incremento de
la vida util de alimentos enriquecidos con hierro y alto contenido graso (Korhonen y Marnila,
2003).

Diversas proteinas minoritarias del lactosuero proceden de la membrana de los glébulos
grasos de la leche, representando alrededor del 1% de la masa del glébulo (0,3-0,4 g/l de leche)
(Keenan y Patton, 1995): la xantina oxidasa (Pm = 155.000), la butirofilina (Pm= 66.000) y la
lactoperoxidasa (Pm = 78.000). Ademas de estas proteinas, en la membrana se encuentran
muchas otras fracciones nitrogenadas con pesos moleculares comprendidos entre 13.500 y

208.000, y mas de 25 enzimas (Walstra y Jenness, 1987).

Entre estas enzimas asociadas a la membrana del globulo graso merece destacar la
lactoperoxidasa. Es una glicoproteina con un peso molecular de 77.500. Ejerce como un agente
antimicrobiano natural y esta presente en el lactosuero dulce en una concentracion de
aproximadamente 30 mg/litro. Esta proteina presenta un amplio espectro antimicrobiano
constituyendo, junto con dos cofactores (peroxido de hidrégeno y tiocianato) el sistema
lactoperoxidasa. La efectividad del sistema depende de condiciones ambientales tales como el
pH, la temperatura y la densidad celular. La presencia natural de la lactoperoxidasa puede
utilizarse como un sistema de conservacion de la leche durante un periodo corto de tiempo.
Recientemente se ha afiadido a yogures para prevenir la produccién adicional de acido durante
el almacenamiento. También se emplea en la proteccion de la flora intestinal y para prevenir
infecciones neonatales y también como antibacteriano en cosméticos (Bjorck, 1992; U.S.D.E.C.,
2004a).

1.2.3. Lipidos

El 95% de los lipidos de la leche se encuentran en forma de glébulos grasos, siendo al
menos el 95% de ellos triglicéridos. La casi totalidad del 5% restante de lipidos esté disperso en
el suero de la leche y lo componen fosfolipidos (30-45%) y triglicéridos (40-55%) (Walstra y
Jenness, 1987).
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Como aparece en la tabla I.1, el lactosuero presenta un contenido graso muy variable,
dependiente sobre todo del tipo de leche, del tipo de queso y de la eficiencia del proceso de
fabricacion. Aunque la presencia de estos lipidos, que luego aparecen residualmente en
productos derivados del lactosuero como los concentrados de proteinas, afecta de forma
importante a las propiedades funcionales de las proteinas y a su utilizacion, se conoce poco
acerca de ellos (Vaghela y Kilara, 1996b). Parece ser que una considerable proporcién de los
lipidos del suero se deriva de la presencia de glébulos grasos de pequefio tamafio, aunque
también tienen una gran importancia los fragmentos de la membrana del glébulo graso que
permanecen dispersos en una forma coloidal estable (Joseph y Mangino, 1988a,b; Hwang y
Damodaran, 1995).

La membrana que recubre los globulos grasos de la leche se forma en las células
epiteliales de la glandula mamaria. Los materiales de la membrana constituyen el 2-6% de la
masa total del gldbulo graso; esta variacion en la proporcion se debe al método empleado en su
aislamiento (McPherson y Kitchen, 1983; Keenan y Dylewski, 1995). Tal como sucede en otras
membranas bioldgicas, la membrana del globulo graso esta formada principalmente por
proteinas, lipidos y carbohidratos, en una relacion aproximada de 4:3:1 (Deeth, 1997). El material
lipidico consta de lipidos neutros, sobre todo triglicéridos, y de lipidos complejos, fosfolipidos y
glicolipidos, en una proporcién de aproximadamente 2:1. Los componentes de la membrana
estdn intimamente asociados unos a otros formando complejos, a menudo unidos
covalentemente. De este modo, algunas proteinas son glicoproteinas y parte de ellas estan
unidas fuertemente a fosfolipidos y/o lipidos neutros (Deeth, 1997), formando lipoproteinas. La
composicion proteica es muy compleja, habiéndose detectado mas de 40 polipéptidos diferentes,
de los cuales al menos 8 son glicoproteinas, existiendo ademas diversas enzimas (buterofilina,

xantin oxidasa, fosfatasas &cida y alcalina, etc.) (McPherson y Kitchen, 1983; Ye y col., 2002).

La presencia de fragmentos de membranas de glébulos grasos, junto con las
caracteristicas antes mencionadas de los lipidos que no forman parte de los glébulos grasos,
puede explicar que los fosfolipidos representen entre el 20 y el 30% de los lipidos totales (Baumy
y col., 1990; Pierre y col., 1993). Los fosfolipidos predominantes en los sueros son la
fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y la esfingomielina (Baumy y col., 1990; Vaghela y Kilara,
1996b), coincidiendo con los mas abundantes en la membrana del globulo graso (McPherson y
Kitchen, 1983).

12
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En cuanto a la composicién en &cidos grasos de los lipidos de los lactosueros dulces y
acidos, los saturados representan aproximadamente el 63-67%, los monoinsaturados entre 28 y
30%, y los polinsaturados 3,2-4,7% (Boyd y col., 1999; U.S. Department of Agriculture,
Agricultural Research Service, 2004; Danish Institute of Food and Veterinary Research, 2005).
Dentro de los &cidos grasos saturados, los mas abundantes son el palmitico y el estearico, tanto
en los lipidos totales como en la fraccion de triglicéridos. Sucede igual en la de fosfolipidos,
aunque también hay cantidades considerables de C-22:0 y C-24:0. El acido oleico es el mas
abundante de los monoinsaturados y el linoleico lo es de los poliinsaturados tanto entre los
triglicéridos como entre los fosfolipidos. No obstante, en éstos también se detecta la presencia
de otros poliinsaturados que no aparecen en los glicéridos, como son C-18:3, C-20:3 y C-20:4
(Boyd y col., 1999).

1.3. VALOR NUTRITIVO DE LOS COMPONENTES DEL LACTOSUERO

Las proteinas del suero poseen un valor bioldgico muy alto, superior al de otras
proteinas de la dieta, debido a su contenido en aminoacidos esenciales. El alto contenido en
aminoacidos azufrados (cisteina, metionina) parece relacionado con el incremento en la
inmunidad y la capacidad antioxidante a través de la modulacién del tripéptido glutation. Ademas,
el aporte elevado de algunos aminoécidos esenciales (Lys, Met, Thr, lle) hace que suplementen
de forma efectiva a las proteinas vegetales (Renner, 1992; Walzem y col., 2002). De hecho,
exceden las recomendaciones nutritivas realizadas por la FAO/OMS tanto para nifios como para
adultos (Glass y Hedrick, 1976). Las proteinas de suero poseen también la cantidad mas
elevada de aminoacidos de cadena ramificada (lle, Leu, Val) de todas las fuentes proteicas.
Estos compuestos deben estar presentes en las células musculares para promover la sintesis
proteica y ademas se pueden transformar en energia en el propio musculo, de forma que
favorecen la recuperacion tras un ejercicio intenso y retrasan la fatiga durante el mismo (Pasin y
Miller, 2000).

Por otra parte, durante la digestion, una cantidad importante de las proteinas de suero
salen del estdbmago en forma intacta, mientras que otras sélo se hidrolizan a polipéptidos, y
pasan al intestino con rapidez, donde se absorben asi, a diferencia de las caseinas que se
hidrolizan mas (Boirie y col., 1997). La absorcion de grandes moléculas en cantidades
biolbgicamente activas se considera que tiene un papel importante en las diferentes respuestas

fisiolégicas e inmunoldgicas que contribuyen a su buena tolerancia. Aunque el principal papel de
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las proteinas del suero desde el punto de vista nutritivo es proporcionar compuestos
nitrogenados a la dieta, hay varios efectos fisioldégicos que poseen alguna de las proteinas
mayoritarias y ciertos péptidos minoritarios, como son proporcionar proteccién pasiva frente a
infecciones, modular los procesos digestivos y metabdlicos y actuar como factores de
crecimiento de células, tejidos y 6rganos (Walzem, 2004). Estos aspectos se trataran con mas

detalle en el apartado 1.4.7.8.

La lactosa es otro de los componentes del suero de importancia desde el punto de vista
nutricional. Su contenido varia bastante con el derivado de suero de que se trate; asi, los sueros
liquidos de partida contienen 4,2-4,8%, el lactosuero en polvo 68-73%, y los concentrados de
proteinas oscilan entre el 46% de aquéllos que tienen un 40% de proteina, y un 5% de los que
poseen una concentracion proteica del 80% (Renner, 1992). La lenta hidrdlisis de la lactosa
durante la digestion da lugar a una generacion prolongada de energia. Ademas incrementa la
absorcion de calcio, cinc y magnesio, y forma un sustrato util para la microflora intestinal,
estimulando el crecimiento de lactobacilos que generan &cido lactico en el intestino, de tal forma
que inhiben a microorganismos menos beneficiosos; por lo tanto puede actuar como prebiotico
(Renner, 1992; Walzem y col., 2002; Walzem, 2004).

Las vitaminas hidrosolubles que estan en la leche permanecen en el lactosuero de
queseria en proporciones variables: 40-70% de la vitamina B1, 55-75% de la Bg y el &cido
pantoténico, 70-80% de la riboflavina y biotina, y proporciones mayores de tiamina, &cido
nicotinico, félico y ascérbico, aunque este ultimo se reduce mucho durante el procesado
posterior (Reif y col., 1976; Walzem, 2004). La vitamina A es la mas abundante de las
liposolubles, y tanto ella como la D, E y K se retienen durante la ultrafiltracién del suero. En
cuanto a las del grupo B, sblo se retienen en el concentrado el acido folico y la vitamina B2
(Renner, 1992).

Los sueros acidos son mas ricos en minerales, particularmente en calcio, fésforo y
magnesio, que los dulces, algo que se traslada a los productos derivados de ellos. Sin embargo,
las concentraciones pueden verse alteradas durante el procesado del lactosuero. Durante la
ultrafiltracion para fabricar concentrados (ver apartado 1.4.4), los minerales unidos a proteinas se
retienen junto a ellas, mientras que los solubles pasan al permeado, en el cual aparecen en

concentraciones elevadas sodio, potasio y citrato. Las concentraciones de minerales se reducen
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mediante electrodialisis y diafiltracion, con el fin de mejorar las propiedades funcionales de los

derivados del suero, aunque incide en el aspecto nutritivo (Renner, 1992; Walzem, 2004).

l.4. TECNOLOGIA DEL APROVECHAMIENTO DEL LACTOSUERO Y
APLICACIONES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

1.4.1. Introduccion

El lactosuero constituye, debido a su composicion y propiedades, una fuente de materias
primas de gran valor econdmico y de enorme versatilidad. Esto, unido al alto poder contaminante
que posee, ha hecho que se apliquen diversas tecnologias para aprovechar sus constituyentes.
Sin embargo, también cabe utilizar el lactosuero como tal, sin grandes modificaciones, para otros
usos. Un esquema de las principales tratamientos y los productos obtenidos a partir del

lactosuero se recoge en la figura I.1.
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Figura I.1. Diagrama de procesado del lactosuero y principales productos obtenidos.
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1.4.2. Aprovechamiento del lactosuero sin modificar

El aprovechamiento del suero lacteo de forma practicamente directa tiene un especial
interés para resolver el problema de los vertidos de las pequefias queserias, que producen
pequefias cantidades de suero y carecen de los medios y la tecnologia para un aprovechamiento

mas sofisticado (Jelen,1992a).

a) Fabricacion de quesos de suero:

Los quesos de suero se elaboran en todo el mundo, generalmente siguiendo un
procesado tradicional y en pequefia escala, efectuando una desnaturalizacion de las proteinas
del lactosuero, a las que va unida cierta cantidad de grasa residual. Sus nombres son muy
variados dependiendo del lugar de origen; asi, en Noruega se denomina al producto mysost, en
Francia serac, en Grecia manouri o anthotyros, en ltalia ricotta, en Portugal requeijjéo y en
Espafia requesén (Pintado y col., 2001). Estos productos pueden estar elaborados con sueros
bovinos, ovinos o caprinos, aunque predominan estos dos Ultimos, especialmente en los paises
mediterraneos. En algunos casos se les afiade cierta cantidad de leche durante su elaboracion
(Jelen, 1992a).

Los quesos de suero mas conocidos internacionalmente son mysost y ricotta, y son
representantes de dos tipos diferentes de elaboracion. EI mysost es originario de Noruega,
comenzo a fabricarse hacia mediados del siglo XIX y originalmente se elaboraba a partir de
lactosuero de cabra, aunque actualmente se fabrica también a partir de suero bovino y puede
afadirsele ciertas cantidades de leche y nata. Este producto se obtiene evaporando el suero,
seguido de un enfriamiento rapido en un intercambiador de superficie rascada para controlar la
cristalizacion de la lactosa, y envasado de la pasta viscosa que se consigue en bolsas o tarrinas
de plastico, en las cuales solidifica al cabo de unas horas. El mysost puede tener diversas
consistencias, desde sélida hasta untable, y posee un color marron muy caracteristico, producto

de la evaporacion (Jelen, 1992a,b; Pintado y col., 2001).

El ricotta es el queso de suero mas conocido y extendido, y su historia se remonta al
tiempo de los romanos; su elaboracion, como la de muchos otros quesos de suero, se basa en el

calentamiento del mismo hasta que se logra desnaturalizar las proteinas pero sin efectuar una

17



INTRODUCCION

evaporacion. Se obtiene a partir de sueros dulces de oveja (en Italia) o de vaca (por ejemplo en
E.E.U.U.). En la fabricacién industrial mas comun, el suero se mezcla con 5-10% de leche, se le
afiade sal y se calienta a 80-85°C. En esta fase se le afiade un agente acidificante, como una
disolucién de acido citrico o acético, y se agita. El calentamiento y la agitacién se detienen
cuando los coagulos suben a la superficie, y se deja reposar durante 5 minutos. Después se
separan los coagulos y se introducen en moldes perforados, dejandolos desuerar durante 4-6

horas a baja temperatura (Mathur y Shahani, 1981; Pintado y col., 2001).

Otros quesos de suero se elaboran también por calentamiento del suero, pero sin
realizar la acidificacion del ricotta. Entre este Ultimo tipo se encuentran los productos griegos
myzithra 'y manouri (Philippopoulos y Papadakis, 2001), el requeijo portugués y el requesoén
espafol. El requeijdo se elabora a partir de lactosuero ovino o bovino, afiadiéndosele también
una cierta cantidad de leche de oveja, cabra o vaca, con el fin de mejorar la apariencia del
producto y ralentizar su desecacion. El proceso genérico de fabricacidn comienza cuando la
mezcla de suero y leche se calienta a temperaturas entre 90 y 100°C durante unos 15-30
minutos y en agitacion. Cerca de los 85°C, cuando empieza la coagulacion, en ocasiones se
afiade una pequefia cantidad de agua fria para incrementar la formacion de los coagulos. La
cuajada sube espontaneamente a la superficie y se saca con una cuchara o utensilio similar,
introduciéndola en un molde de madera o plastico, donde se deja desuerar y enfriar durante unas
pocas horas. Los parametros de elaboracion mas adecuados para la produccion de requeijgo
son el calentamiento a 90°C durante 48 minutos con adicion de 8,2% de leche de cabra (Pintado
y col., 1996, 2001). De la produccidén de requeijdo resulta un lactosuero desproteinizado, el
sorelho, que todavia contiene lactosa, materia nitrogenada no precipitada térmicamente, grasa y

sales, y para el cual no se han buscado hasta ahora aplicaciones de interés.

Este queso de suero se conserva a 0-6°C y presenta una vida util de 5-7 dias (Rodrigues
y col., 2000). El rendimiento medio se situa en torno a los 6%, pero puede variar de manera
considerable. La tasa de recuperacion de proteinas, en el curso de la produccion de este tipo de
quesos, se situa en 95,5 % para las caseinas y 61,2 % para las proteinas del suero (~ el 73 %
para las proteinas totales), en el caso en que la materia prima se componga de 90% de suero y
10 % de leche de cabra/oveja, como suele ser comun en Portugal (Pintado y col., 2001). Segun
Pintado y Malcata (1999), el requeijdo presenta 59,5 % de humedad, 8,5 % de proteina, 29,5 %

de grasa y 3,5% de lactosa. Debido a su pH relativamente elevado, el producto es muy
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susceptible a la contaminacion, por lo que la higiene de la produccidn, la adiciéon de sal y el

mantenimiento en frio son cruciales para garantizar la calidad del producto.

Pintado y col. (1996) caracterizaron el producto tradicional y han realizado estudios de
optimizacién del proceso de produccion variando la temperatura, el tiempo de calentamiento y
los niveles de adicion de leche ovina/ caprina. Han observado un maximo para el contenido en
humedad usando una temperatura de 93°C, un tiempo de calentamiento de 30 minutos y una
tasa de adicién de 17% de leche de oveja. Constataron que la temperatura de calentamiento
afectaba significativamente los contenidos en humedad, proteina y grasa, mientras que el tiempo
de calentamiento apenas afecta al contenido en grasa. Han comprobado también que los

productos modificados presentaban mejor calidad sensorial que el producto tradicional.

Teniendo en cuenta que la produccion de requeijdo se situa en aproximadamente 630
toneladas al afio y que el rendimiento en producto se sitia en torno a los 6%, es posible
constatar que unas 11.000 toneladas de suero se utilizan en su produccion, lo que representa
menos del 20% de las estimaciones para la produccion de suero de oveja en Portugal. Gran
parte de las industrias elaboradores de quesos tradicionales no poseen sistemas efectivos de

tratamiento del suero o del sorelho (Gomes, 2000).

b) Bebidas de suero:

La utilizacion del lactosuero como bebida es la aplicacion mas obvia que se le puede
dar, y de hecho ya Hipdcrates recomendaba su consumo con diferentes usos terapéuticos en el
afio 460 antes de Cristo. El interés por la tecnologia de las bebidas de suero se incremento
considerablemente en Europa en los inicios de la década de los 80, comercializandose productos
con suero crudo o procesado. Sin embargo, el suero crudo presenta un sabor desagradable por
razones no bien conocidas, que limita bastante su aceptacion. Actualmente, las nuevas bebidas
de suero estan basadas en mezclas de zumos de frutas con suero procesado 0 no, 0 con
subproductos del aprovechamiento de algunos componentes del mismo, como los permeados de
ultrafiltracion (Jelen, 1992b, 2003). La mezcla de suero poco modificado con zumos puede
producir la aparicion de sedimentos, generalmente causados por las proteinas termolabiles y sus
interacciones con algunos componentes de los zumos, como las pectinas, incluso a valores de

pH de aproximadamente 3,8, donde suelen ser méas termoestables (Jelen, 1992b). Dado que las
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bebidas con suero modificado son las mas abundantes, se tratara esta aplicacién mas adelante
(1.4.7.5).

c) Fertilizante:

El suero puede utilizarse para corregir suelos con bajo contenido de nutrientes. Es una
fuente de fdésforo y potasio y la mayoria de los nutrientes que contiene son inorganicos o0 son
compuestos organicos simples. Su relacion carbono:nitrdgeno es generalmente de 20:1, lo que
permite utilizarlo como fertilizante nitrogenado de liberacion lenta. El lactosuero también
incrementa los indices de estabilidad de los agregados del suero y de infiltraciéon en suelos
acidos, con contenido elevado en carbonato calcico y con contenidos salinos capaces de
interferir con el crecimiento de las plantas (Jones y col., 1993, Lehrsch y col., 1994; Landmark,
1999). Las cantidades de suero que puede soportar un suelo sin que se vea afectado
negativamente son de hasta 64 toneladas/acre a la semana en el caso del cultivo de alfalfa.
Estas cantidades deben determinarse cuidadosamente para minimizar problemas de salinidad y
acidez excesivas que puede causar un uso indiscriminado (Radford y col., 1986). El lactosuero
también se ha aplicado para mejorar la germinacidn de semillas de maiz, judias y trigo mediante

un remojado previo de las mismas (Prasad y col., 2000; Haroun e lbrahim, 2003).

d) Alimentacién animal:

El lactosuero liquido se puede emplear con facilidad en la alimentacién del ganado
vacuno Yy porcino, aunque las granjas deben estar cerca de la industria productora del mismo,
dado que un transporte demasiado largo del suero sin tratar conduce a crecimiento microbiano
indeseable. Ademas la variacion en su contenido de sélidos puede plantear problemas. Se
puede emplear para sustituir parcialmente a la leche desnatada o a la cebada en la alimentacion
de los cerdos. Si el suero se utiliza como unica fuente de proteinas, la ingestion de tanta
cantidad de liquido puede causar problemas digestivos, por lo que es conveniente mezclar el
suero con leche desnatada. Los cerdos con pesos iguales o mayores de 50 kg pueden ingerir
hasta 15 kg de suero por dia. En el caso de las cerdas reproductoras es bastante util emplearlo,
dado que necesitan ingerir gran cantidad de liquidos (15-25 kg/dia) y presentan elevadas
necesidades de vitaminas del grupo B, de las que el lactosuero contiene grandes cantidades,
sobre todo de riboflavina y de acido pantoténico (Andnimo, 2005a). Los rumiantes puede utilizar

mayores cantidades de suero o derivados (ultrafiltrados) que otras especies, en cantidades de
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12-15 litros/100 kg de peso vivo, sustituyendo total o parcialmente al agua de bebida. Sin
embargo, necesitan un periodo de adaptacion de la microbiota del rumen de al menos una
semana, ya que en caso contrario pueden aparecer diarreas o timpanismo (Thivend, 1978). En
muchos casos y para cualquier especie, resulta mas util deshidratar el suero en atomizadores
para conservarlo mas tiempo y conseguir concentraciones de sélidos mas constantes sin

variaciones estacionales.

e) Sustrato de fermentaciones:

Debido a su elevado contenido en lactosa, fermentable por algunos microorganismos, el
lactosuero ha sido un sustrato tradicional para las fermentaciones industriales, obteniéndose
tanto productos para alimentacion humana como productos no comestibles. Asi, se obtiene
alcohol de grado industrial o alimentario, e incluso bebidas alcohdlicas como el licor crema
Bailey’s irlandés o algunos licores neozelandeses. También se producen antibidticos, &cidos
lactico y acético, bacteriocinas (nisina) o también biomasa, empleada en alimentacion animal
(Castillo y col., 1996; Jelen, 2003). Por ultimo, se obtienen gomas formadas por exopolisacéridos
que son Utiles tanto en la elaboracion de alimentos (son espesantes y estabilizantes) como en la
industria no alimentaria (como adhesivos, en el tratamiento de aguas residuales, en la industria

farmacéutica, etc.) (Malcata, 1999).

1.4.3. Obtencion y aplicaciones de productos derivados del lactosuero

El suero que drena de las cuajadas durante la elaboracion de queso contiene particulas
o finos, lipidos, &cido lactico, minerales y otros componentes de la leche que no han sido
retenidos en la cuajada. Como primer paso en el tratamiento del suero se suele realizar una
centrifigacion con el fin de separar los finos y la mayor parte de la grasa. Dado que en la mayoria
de las cuajadas colaboran microorganismos, éstos también estan presentes en el suero. Con el
fin de que no se produzcan fermentaciones indeseables por transformacion de la lactosa en
acido lactico, los sueros de queseria suelen pasterizarse inmediatamente o bien se refrigeran
rapidamente hasta una temperatura inferior a 7°C y después se pasterizan. El tratamiento
térmico minimo suele ser de 72°C durante 15 segundos. Después el suero se somete a otros
tratamientos con el fin de obtener productos muy diversos. El derivado del lactosuero mas comun
y simple de obtener es el suero completo en polvo. Sin embargo, se comercializan también

productos formados por uno o varios de los componentes originales del suero, separados o
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fraccionados por diferentes técnicas: cristalizacién, cromatografia, intercambio idnico, procesos
de membrana y electrodidlisis, absorcidn, etc. (Smith, 2004). Tras estos procesos se obtienen
productos en polvo desmineralizados, hidrolizados, concentrados de proteinas o proteinas

aisladas, o bien permeados deshidratados (Pisecky, 2004).

La tecnologia mas simple para la transformacién del suero en productos industriales es
la deshidratacién para conseguir lactosuero en polvo. El procesado tradicional consiste en la
evaporacion del suero en evaporadores de efectos multiples a vacio, seguido de deshidratacion
por atomizaciéon. La temperatura alcanzada en el evaporador oscila entre 60-70°C y la
concentracion final oscila entre el 40 y 60% de solidos. Antes de realizar la deshidratacion suele
realizarse un paso de precristalizacién de la lactosa, con el fin de que la lactosa amorfa se
transforme en cristales de a-lactosa y se eviten problemas de higroscopicidad del producto final.
Posteriormente el concentrado se deshidrata en un secador por atomizacién, aplicando aire a
una temperatura de unos 180°C, pasando a continuacion el polvo por un secador de lecho
fluidizado para finalizar el proceso de deshidratacion (Pisecky, 2004; Andnimo, 2005a). Deben
cuidarse especialmente los tratamientos térmicos aplicados con el fin de evitar una excesiva

desnaturalizacion de las proteinas séricas (Jelen, 2003).

A partir del suero (o de alguna de sus fracciones, como el permeado de ultrafiltracion al
que luego nos referiremos) se puede obtener lactosa. Se obtiene concentrando el suero para
lograr la sobresaturacién de la misma, produciendo a continuacién su cristalizacion y después
separando los cristales en un decantador centrifugo. De esta forma se obtiene suero
delactosado, producto que se puede deshidratar posteriormente, y los cristales de lactosa, que
se secan y someten a molienda y tamizado, para lograr diferentes tipos de producto en funcion
del tamafio de particula. La lactosa se emplea en la elaboraciéon de numerosos alimentos, como
productos de panaderia y bolleria, dulces, aperitivos, alimentos infantiles, mermeladas,
edulcorantes, productos carnicos, sopas y salsas (Harper, 1992; U.S.D.E.C., 2004b). También se
puede obtener del suero o los permeados lactosa hidrolizada por métodos enzimaticos, Util para
productos dirigidos a personas intolerantes y para incrementar su poder edulcorante (Zadow,
1992).

Si se quiere obtener suero en polvo Util para diversos alimentos, especialmente para
formulas infantiles, es necesario reducir su contenido mineral. En esta ultima aplicacién, es

necesario efectuar una reduccion de hasta un 90-95%, siendo especialmente importante
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disminuir la cantidad de Na, K, Cl y P. Si se pretende aplicar el suero a la elaboracién de
helados, es necesario reducir en un 50-70% los minerales para evitar la aparicion de sabores
salados. Las principales tecnologias empleadas para obtener este producto son la electrodialisis
y el intercambio idnico. La nanofiltracion se suele utilizar como paso previo a este Ultimo método
(Burling, 2003) y se tratara, al ser una técnica de separacion por membranas y junto con la
electrodialisis, en el apartado 1.4.5.2. El intercambio iénico es un tipo de cromatografia que
consiste en hacer pasar el liquido a tratar (en este caso el lactosuero) a través de una columna
que contiene resinas cargadas de iones que intercambian con los iones del liquido. Después de
que la capacidad de intercambio ionico ha sido agotada, los iones adsorbidos deben eliminarse
mediante una solucion de regeneracién apropiada. Las resinas modernas son materiales
poliméricos porosos en forma de pequefias perlas de unos 0,3-1,2 mm de didmetro.
Quimicamente actian con &cidos o bases insolubles que cuando se convierten en sales
permanecen en este mismo estado. Mediante esta técnica se puede conseguir una
desmineralizacion del suero de 90-98%, permaneciendo en el mismo sin ser retenidas tanto la

lactosa como las proteinas, las cuales no sufren desnaturalizacion (Burling, 2003; Smith, 2004).

1.4.4. Obtencion de concentrados de proteinas de suero

Dentro de los productos derivados del suero destacan aquéllos en los que, aplicando
diferentes tecnologias que eliminan lipidos, minerales y lactosa, se ha conseguido incrementar el
contenido proteico o bien separar los diferentes tipos de proteinas séricas. Las proteinas del
suero poseen un alto valor nutritivo y se emplean como emulsionantes, gelificantes o
espumantes en numerosos alimentos; ademas, actualmente se aplican también como

nutracéuticos. Los aspectos de funcionalidad de estas proteinas se abordaran en el apartado 1.5.

Los principales productos con alto contenido en proteinas séricas son los concentrados
de proteinas de suero (CPS o “whey protein concentrates”, WPC), con 25-80% de proteina, y
aislados de proteinas de suero (APS o “whey protein isolates”, WPI), con contenidos iguales o
superiores al 90% (Foegeding y col., 2002). Los productos comerciales se obtienen a partir de
lactosuero bovino. En la actualidad se pueden emplear para su obtencién diferentes técnicas de
filtracion por membranas, tales como la microfiltracién, la ultrafiltracién, la nanofiltracion y la
dsmosis inversa, asi como la electrodialisis. Ademas, para la fabricacién de aislados se utilizan

técnicas de adsorcion como el intercambio idnico (Foegeding y Luck, 2003).
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La figura 1.2 recoge los pasos generales de la obtencion comercial de CPS procedentes
de sueros dulces, los mas abundantes. Los pasos iniciales son semejantes a los seguidos en la
obtencién de lactosueros en polvo (apartado 1.4.3). Tras la recepcidn del suero, y antes de
someterlo al proceso de ultrafiltracion (UF), es necesario eliminar los finos de caseina que pueda
contener, asi como grasa y cierta cantidad de microorganismos. Para ello se utilizan filtros
rotatorios y separadoras centrifugas. Después el suero se pasteriza, con tratamientos de 72°C
durante 15 segundos o similar, y tras esto puede almacenarse en refrigeracion hasta que se
efectle el procesado posterior, de forma que se minimice el deterioro bioquimico vy
microbioldgico de las proteinas. El lactosuero acido no suele pasterizarse, ya que el tratamiento
térmico aplicado al pH de este suero (aproximadamente 4,6) puede producir una gran
desnaturalizacion proteica. En ocasiones el suero acido se almacena a temperaturas superiores
a 52°C, resultando suficientemente inhibitorio para los microorganismos y menos perjudicial para

las proteinas (Hobman, 1992).

Después el suero suele someterse a diversos pretratamientos alternativos antes de la
ultrafiltracion, tales como desmineralizacion, modificaciones enzimaticas o eliminacion de grasa
no eliminada por centrifugacion. Estos restos de grasa estan formados en gran parte por
fosfolipoproteinas, capaces de colmatar las membranas de UF con rapidez, y su eliminacién
implica realizar ajustes de pH y/o temperatura, adicion de calcio o agentes acomplejantes del
mismo, y centrifugacion o microfiltracion, de manera que se eviten problemas durante los
tratamientos posteriores y se logren CPS de elevadas propiedades funcionales (Hobman, 1992;
Andénimo, 2005b). Tanto la colmatacion como las técnicas de filtracion por membranas se

trataran con mayor amplitud en el apartado 1.4.5.

A continuacion el suero se somete a ultrafiltracion con el fin de incrementar su contenido
en solidos, particularmente de proteinas. Cuando se desea producir CPS hasta un 70% de
proteinas sélo se necesita ultrafiltrar, mientras que si se quiere un producto con un 80% es
necesario efectuar una diafiltracion del retenido, eliminando mayor cantidad de lactosa y
minerales (Anénimo, 2005b). El retenido de ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) se somete mas
tarde a un nuevo tratamiento de pasterizacion, pasando después a la etapa de evaporacion.
Suelen utilizarse evaporadores tubulares a vacio de pelicula descendente y varios efectos, y las
condiciones se seleccionan para minimizar el dafio térmico de las proteinas del suero,
empleando temperaturas de alrededor de 50°C (Smith, 2004). Actualmente la etapa de

evaporacion puede eliminarse si se disefian adecuadamente los equipos de UF, obteniendo
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concentrados con un nivel de solidos apropiado para pasar a la etapa de deshidratacion
directamente (Hobman, 1992; Anonimo, 2005b).

LACTOSUERO

Eliminacion de finos
Desnatado

{

Pasterizacion
72°C, 15 s

I

Pretratamientos

{

Ajuste de temperatura
a50°C

o ) [ormn

\ Permeado o
Retemdo ﬁltrado

Enfriamiento a 4°C

{

Pasterizacion
65-72°C, 15 s

Evaporacién _
hasta 25-50% solidos totales I

Enfriamiento a 50°C

L

Deshidratacion por
atomizacioén

{

Envasado

Figura 1.2. Diagrama de elaboracion de concentrados de proteinas de suero lacteo
(adaptado de Hobman, 1992).
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La deshidratacion del retenido se suele realizar en secadores por atomizacion,
empleando aire caliente con una temperatura de entrada de 160-180°C y de salida inferior a
80°C. A veces se emplea después un secador de lecho fluidizado para finalizar la deshidratacién.
Debido a que el polvo obtenido es fino y poco denso, y puede perderse en gran cantidad en el
aire de salida, ademas de dos separadores ciclonicos suele ser necesario colocar un filtro textil
después del primero de ellos (Hobman, 1992; Anénimo, 2005a). La tendencia actual es producir
CPS aglomerado y lecitinado de disolucion instantanea (Anénimo, 2005a). Finalmente el CPS se
envasa en sacos constituidos por varias capas de papel y polietileno, de unos 20-25 kg,

directamente desde el ultimo ciclén o bien desde silos de almacenamiento (Hobman, 1992).

Los aislados de proteinas de suero contienen como minimo un 90% de proteinas, un
4,0-5,5% de agua y el resto principalmente minerales. El método mas utilizado en la obtencion
de APS es la cromatografia de intercambio idnico, que proporciona un nivel adicional de
selectividad sobre el uso de membranas. El producto obtenido presenta mejores propiedades
funcionales que los CPS, aunque también su precio es mas elevado (Foegeding y Luck, 2003).

La tabla 1.3 muestra la composicion de CPS y APS comerciales. Las variaciones en la
composicion y, por lo tanto, en sus propiedades funcionales, se deben a varios factores, tales
como la composicion de la leche y las condiciones de elaboracién de los quesos. Estas
condiciones son principalmente la pasterizacion de la leche, la adicién de cloruro calcico, el tipo
de cultivo iniciador empleado, el agente coagulante y su concentracién, el trabajo aplicado a la
cuajada (corte, coccidn y desuerado), el pH y la temperatura (Schmidt y col., 1984). También se
ha sefialado la influencia del procesado de los concentrados proteicos en la composicion y
propiedades, como los pretratamientos aplicados, el tratamiento térmico, la deshidratacién o los
procesos de membrana (Morr y Ha, 1993). Sin embargo, parece que los principales
responsables de las variaciones en las proteinas (el componente responsable de la funcionalidad
de estos productos) son los factores relacionados con la obtencién del queso en los sueros
dulces, o de la caseina acida en los sueros acidos, mas que el propio procesado de los CPS y
APS (De la Fuente y col., 2002).
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Tabla 1.3. Composicion de concentrados y aislados de proteinas de suero comerciales (%
extracto seco). @ Morr y Foegeding (1990); ® Foegeding y Luck (2003); ¢ U.S.D.E.C. (2004a).

CPSa CPS 35%bc | CPS 80% bc APSa APSbe
Composicion general
Humedad 4,1-6,0 3,0-4,5 3,0-4,5 2,4-5,6 4,0-5,5
Proteina 72,0-76,6 34,0-36,0 80,0-82,0 88,6-92,7 | 90,0-96,0
Nitrégeno no proteico 0,93-4,6 - - 0,29-0,34 -
Lactosa 2,1-5,8 48,0-54,5 4,0-8,0 0,42-0,46 | 0,5-2,0
Lipidos totales 3,3-7,4 3,0-5,0 4,0-8,0 0,39-0,67 | 0,4-1,0
Fosfolipidos 0,80-1,5 - - 0,11-0,31 -
Cenizas 2,5-6,0 3,1-8,0 3,0-4,0 1,4-2,2 2,0-3,4
Sodio 0,15-1,7 - - 0,36-0,42 -
Calcio 0,23-1,1 - - 0,20-0,24 -
Composicion proteica
[-lactoglobulina 40,4-76,9 - - 67,6-74,8 -
a-lactalbumina 14,5-24.8 - - 8,3-17,5 -
Inmunoglobulinas 3,8-15,4 - - 59-7,5 -
Seroalbumina 5,8-19,6 - - 7,2-10,9 -

En cuanto a otros productos de proteinas de suero, la lactalbimina es el mas antiguo.
Este producto contiene un minimo del 80% de proteina y se obtiene por calentamiento del suero
hasta desnaturalizar, coagular y precipitar las proteinas. Después se separa el precipitado por
decantacion o centrifugacion, se lava para eliminar el exceso de sales y lactosa, y finalmente se
deshidrata. Debido al fuerte calentamiento, las propiedades funcionales de las proteinas se ven
muy afectadas, por lo que este producto se emplea en alimentos en los que se desea
incrementar su contenido proteico y donde no importa la funcionalidad, por ejemplo en galletas y

productos horneados (Pearce, 1992).

La aplicacion de diversas técnicas, tales como la cromatografia de intercambio ionico, la

electroforesis, la ultrafiltracion, la cristalizacién y la precipitacién, permiten aislar proteinas
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individuales, no sélo las mayoritarias (a-lactaloimina y B-lactoglobulina), sino también otras
minoritarias, como la lactoperoxidasa, la lactotransferrina, las inmunoglobulinas, y otros
productos como los péptidos biologicamente activos, obtenidos por modificacion enzimatica o
quimica de las proteinas, con aplicaciones alimentarias o farmacéuticas (Castillo y col., 1996).
Asi, de forma habitual, tanto la a-lactalbimina como la B-lactoglobulina se concentran mediante
cromatografia de permeacion en gel, procesado por membranas, intercambio ionico y
precipitacién selectiva (Idolo-Imafidon y col., 1997; Huffman y Harper, 1999). Los productos
enriquecidos en inmunoglobulinas se obtienen mediante precipitacion con sulfato aménico,
intercambio idnico y procesado por membranas, mientras que la lactoferrina y la lactoperoxidasa

se producen con un alto grado de pureza mediante intercambio idnico (Huffman y Harper, 1999).

1.4.5. Procesos de separacion por membranas aplicados en la

obtencion de concentrados de proteinas de suero

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, muchos de los procesos de
transformacion del suero necesitan que los componentes proteicos del suero sean previamente
aislados y purificados. Para el proceso de separacion y purificacion de las proteinas séricas, la
centrifugacion y, sobre todo, las tecnologias de membrana son las més utilizadas (Bramaud y
col., 1997; Timmer y Van der Horst, 1998; Kiesner y col., 2000).

1.4.5.1. ASPECTOS GENERALES

Los procesos de membrana se emplean para concentrar o fraccionar un liquido,
haciéndolo pasar a través de una membrana semipermeable, consiguiendo dos corrientes de
diferente composicidn: la porcién del mismo que contiene moléculas que no son capaces de
atravesar dicha membrana, denominado retenido o concentrado, y otra porcion liquida que
contiene los compuestos que si son capaces de atravesarla, el permeado o filtrado. Por lo tanto,
el proceso de separacion se basa en la permeabilidad selectiva hacia los diferentes
componentes del liquido inicial. La permeacion selectiva es el resultado ademéas de una fuerza
conductora, la aplicacion de presion hidrostatica; en funcion del tipo de separacion que se realice
se aplicara una presidn mas o menos elevada. Los mecanismos que gobiernan el transporte de
masa en los diferentes procesos de membrana varian en funcién del tipo de membrana, las

condiciones de proceso y la configuracién del equipo. Habitualmente los distintos tipos de
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membrana se describen haciendo referencia a su tamafio de poro 0 a su punto de corte respecto
a la masa molecular (Rosenberg, 1995; Singh y Heldman, 2001; Smith, 2004).

Durante un proceso de filtracion clésica, la suspensién a tratar se conduce
perpendicularmente al medio filtrante. En estas condiciones, se produce una acumulacién de
materiales, formando una capa que disminuye la porosidad y, en consecuencia, el caudal de
filtracion (Cuperus y Nijhuis, 1993). La evolucion del proceso no permite un trabajo de duracién
aceptable para las necesidades industriales. Los procesos de filtracién frontal se mejoran
mediante la introduccién de un tercer componente, en forma de gradiente de velocidad paralelo a
la superficie de la membrana. Este nuevo vector del proceso actua a nivel del lado del fluido a
concentrar. Asi, la filtracién tangencial es un proceso de membrana bajo la accion de un
gradiente de presion, en el cual la membrana es barrida tangencialmente por el liquido que
contiene las sustancias que se van separar. Este liquido ha de ser impulsado por una bomba,
que crea el gradiente de presion suficiente para que el filtrado o permeado atraviese la
membrana (Cohen-Maurel, 1990). El concentrado o retenido corresponde a la parte del liquido
de alimentacion que no atraviesa la membrana y en el que uno o varios de sus componentes
aumentan su concentracion respecto a la del liquido de alimentacidn. El flujo de filtracion
corresponde al caudal de permeado que pasa a través de una determinada superficie de

membrana y normalmente se expresa en litros/hora m2.

En los dltimos treinta afios, la evolucién de los procesos de filtracion y su expansion
generalizada han estado condicionadas a la evolucion de las membranas. Desde las primeras
membranas fabricadas en acetato de celulosa, hasta la tercera generacion de membranas
minerales se han observado importantes avances. Los principales cambios de las membranas,
que han permitido la expansion de las tecnologias de filtracion fueron: la mejora de su
permeabilidad selectiva y de la resistencia a temperaturas elevadas y a valores de pH extremos,
la mayor resistencia mecanica, la disminucién del volumen muerto, la facilidad de sustitucién y la
reduccion del coste por m? (Lewis, 1996; Cheryan, 1998; Saboya y Maubois, 2000). Las
membranas existentes en el mercado, pueden ser clasificadas segun diferentes criterios, tales
como selectividad, naturaleza quimica, estructura, modo de funcionamiento y configuracion

geométrica.
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1.4.5.2. SELECTIVIDAD DE LAS MEMBRANAS Y TIPOS DE PROCESOS

Segun su selectividad se pueden distinguir los siguientes tipos de membranas y procesos
que se aplican al procesado del suero y a la obtencion de CPS: microfiltracién, ultrafiltracién,

nanofiltracién, dsmosis inversa y electrodialisis.

La microfiltracion (MF) es un proceso que utiliza membranas con diametros internos de
poro de 0,1-20 um y que separa particulas con pesos moleculares mayores de 200 kDa
(Rosenberg, 1995). En funcién del tamafio del poro se pueden separar componentes del suero
como restos de caseinas, fosfolipoproteinas o componentes de la leche desnatada tales como,
células somaticas, bacterias y esporas (Fauquant y col., 1988; Trouvé y col., 1991; Maubois,

1997). Las presiones de trabajo utilizadas son inferiores a 0,2 MPa (Glover, 1985).

La ultrafiltraciéon (UF) es un proceso de membrana que separa componentes basandose
en un filtrado molecular (Kelly, 2003). Las membranas poseen un tamafio de poro entre 0,015y
0,10 um, permitiendo separar moléculas con una masa molecular entre 1y 200 kDa (Mistry y
Maubois, 1993). En el caso de la UF del suero de queseria, la lactosa, el nitrégeno no proteico,
las vitaminas hidrosolubles y las sales pasan a través de la membrana, mientras que se retienen
las proteinas y la grasa. La eleccion del didmetro de los poros dependera de la masa molecular y
de la conformacion de las moléculas que se pretenden separar (mas concretamente de su radio

de Stokes). Las presiones de trabajo utilizadas son menores de 1 MPa (Glover, 1985).

La diafiltracién (DF) se emplea para incrementar la recuperacién de solutos permeables
a través de la membrana durante procesos de UF o MF. El proceso de diafiltracion consiste en
diluir el concentrado, usualmente con agua, y después continuar la separacion hasta lograr un
grado satisfactorio de eliminacion del soluto (Rosenberg, 1995). Permite, por ejemplo, lograr

CPS con menor contenido en lactosa y minerales y mayor concentracion proteica.

La nandfiltracion (NF) es un proceso de separaciéon por membranas a presion elevada
que es capaz (al igual que la 6smosis inversa) de invertir los efectos osméticos de los liquidos.
La NF esta gobernada por fendémenos de transferencia de masa, consistentes en la difusion y
flujo a través de los poros; se pueden emplear también membranas cargadas eléctricamente, de

manera que se puedan seleccionar ain mas los iones que pueden atravesarlas (Rosenberg,
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1995). Ademas de servir para concentrar, las membranas de NF son parcialmente permeables a
iones minerales y otros componentes de bajo peso molecular (dejan pasar compuestos con una
masa molecular de entre 30 y 1000 Da), empledndose para desmineralizar (Kelly, 2003). Los
iones monovalentes normalmente pasan al permeado mientras que los divalentes se concentran
en el retenido (Bird, 1996). Los diametros de poro se situan entre 0,001 y 0,015 um. Las
presiones de trabajo utilizadas se situan en el rango 0,7-3,5 MPa (Glover, 1985). Este proceso
empieza a ser aplicado en la industria lactea con el objetivo de obtener retenidos con bajas
concentraciones en sales, aunque en algunos casos también se reduce algo el contenido en
lactosa (Kelly, 2003).

La dsmosis inversa (Ol) es un proceso en el que la membrana separa el solvente (en
general agua) y solutos con pesos moleculares inferiores a 150 Da, de los restantes
componentes de la solucion. Esta separacion se consigue aplicando presiones externas
superiores a la presion osmética, de forma que se logra un flujo de agua a través de la
membrana contrario al que se produciria de forma natural (Singh y Heldman, 2001). Se puede
considerar un caso puro de concentracion de todos los solutos presentes. Los didmetros de poro
son inferiores a 0,001um. Las presiones de trabajo utilizadas se situan entre 4-8 MPa (Glover,
1985). Una de sus aplicaciones es la concentracion del lactosuero mediante la eliminacion de

agua y minerales ionizados (Rosenberg, 1995).

La electrodialisis (ED) es un proceso de separacion electroquimico por el cual se
transportan ciertos iones a través de una o varias membranas selectivas permeables bajo la
influencia de una corriente eléctrica continua, separandose asi de compuestos no cargados
eléctricamente (Batchelder, 1999; Bazinet, 2005). Por lo tanto es un método basado en el
movimiento selectivo de iones en solucion, de forma que las membranas de ED pueden ser
permeables a aniones o a cationes, y no permiten en cambio el paso de agua a través de ellas
(Singh y Heldman, 2001). Asi, el proceso permite la separacion de electrolitos de no-electrolitos,
la concentracién o la reduccién de electrélitos en soluciones y el intercambio de iones entre
soluciones. La principal aplicacién de esta técnica en los sueros es la desmineralizacion, con el
objetivo de producir CPS con un 25-90% menos de cenizas; las mayores reducciones se aplican
en sueros destinados a la elaboraciéon de alimentos infantiles (Grandison y Lewis, 1996;
Batchelder, 1999).
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Las figuras 1.3 y 1.4 muestran el espectro de separacion de los componentes de la leche
que poseen los distintos procesos de membrana segun el tamafio de las moléculas y el diametro
de poro de las membranas empleadas en ellos.

Particle size, pm 0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0 10 100
Molecular weight, D 100 1000 10 000 100 000 500 000
Particle characteristic  lonic Malecular Macromolecular Cellular + microparticulate
lons Whey proteins | | Fat globules | Yeast, moulds

Milk system L Salts | Casein micelles | Bacteria
components |

| Lactose/derivate | | Vitamins | i Whey protein aggregates, Cheese fines .
Separation e .
process I NF

Figura I.3. Espectro de aplicacion de los procesos de separacién por membranas en la industria lactea
(Alfa Laval/Tetra Pak, 1995).

Membrane
pore size um

Pressure Bar

Reverse Osmosis (RO) 30-60

Nano Filtration (NF) 20-40
Ultra Filtration (UF) 1-10
Micro Filtration (MF) <1
i
Retentate
L @ Bacteria, fat ’ (concentrate)
o - 2
Wais B, @ Proteins
LS o ® Lactose
‘ + Minerals (salts)
* Water

Permeate
(filtrate)

Figura 1.4. Utilizacion de los sistemas de membrana para la separacion de componentes de la leche,

en funcién del tamafio de poro y de la presién de trabajo aplicada (Alfa Laval/Tetra Pak,
1995).
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1.4.5.3. MATERIALES DE MEMBRANA

Las membranas semipermeables se pueden fabricar con materiales diversos, aunque se

pueden clasificar en dos tipos, organicos e inorganicos.

a) Membranas organicas:

El acetato de celulosa fue el primer material utilizado en las aplicaciones industriales,
constituyendo las membranas de primera generacion. El material base es la celulosa a la cual se
reemplazan uno o varios grupos hidroxilo por grupos acetilo. Este tipo de polimero ya esta en
desuso puesto que los inconvenientes superan las ventajas. Este material permite obtener una
elevada permeabilidad, es de facil fabricacion y barato, ademas de presentar una baja tendencia
al colmatado. Sin embargo es sensible a la hidrélisis quimica, no soporta temperaturas
superiores a 50°C y el intervalo de pH es muy limitado, entre 3 y 7. Presenta también reducida
tolerancia al cloro y sensibilidad a la compactacién por efecto de la presion aplicada, lo cual
disminuye su permeabilidad y selectividad (Cheryan, 1998). Estas desventajas imposibilitan su
utilizacion practica en las industrias lacteas (Renner y Abd El-Salam, 1991).

Las membranas de polimeros organicos, o de segunda generacion, se fabrican con
polimeros sintéticos, como polisulfonas, polisulfonas modificadas, poliacrilonitrilo y poliamidas
aromaticas. Sus caracteristicas de resistencia térmica y quimica dependen del polimero utilizado.
Las primeras membranas de polisulfonas aparecieron a mediados de los afios setenta y se
caracterizan por tener un grupo SO. relativamente estable. Son las mas resistentes y se utilizan
corrientemente en UF, MF, NF y Ol. Toleran rangos de pH entre 1y 13 y temperaturas de 75-80°
C (Cheryan, 1998). Ademas tienen buena resistencia a concentraciones de cloro relativamente
elevadas (5-200 ppm) (Pal, 1993; Cheryan, 1998). Como inconvenientes presentan cierta
sensibilidad al compactado, no soportan altas presiones internas y muestran problemas de
adsorcion, en particular de proteinas, que producen ensuciamiento (Cheryan, 1986; Van der
Horst, 1995).

b) Membranas minerales o inorganicas:

Son conocidas como membranas de tercera generacion por ser las mas avanzadas del

mercado. Las empleadas en la industria lactea son membranas ceramicas formadas en su
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mayoria por deposicion de dxido de aluminio (alimina) o de circonio (circonia) sobre un soporte
microporoso del mismo material (Mulder, 1991; Pal, 1993). Las ventajas que presentan son que
toleran todo el rango de valores de pH, soportan temperaturas de hasta 400°C y presiones de
hasta 2 MPa sin compactarse. Se aplican en MF, UF y NF. En el mercado se encuentran
fundamentalmente bajo la geometria tubular y de monolito 0 multicanal (Anénimo, 2005c¢). Esta
ultima consiste en un bloque ceramico atravesado en toda su longitud por varios canales (Figura
3). En la figura 4 se presenta una microfotografia de la seccidn transversal de una membrana
mineral. Todavia su precio es muy elevado, y, como sblo se comercializan en configuracion

tubular, presentan un volumen muerto superior (Pal, 1993).

|.4.5.4. CONFIGURACION DE LAS MEMBRANAS

Para sus aplicaciones industriales las membranas deben montarse sobre determinados

soportes denominados modulos. Actualmente existen diferentes geometrias o configuraciones:

a) Configuracion tubular:

Los mddulos tubulares estan constituidos por una red de tubos porosos (2-3 cm de
didmetro interno) que soportan las membranas. El didmetro del tubo resulta de un compromiso
entre el consumo de energia (el cual aumenta con el didmetro) y el coste de fabricacion (que
disminuye con el didmetro). El liquido a tratar circula en el interior de los tubos y el filtrado
atraviesa por los poros y se recoge en un segundo tubo concéntrico (Singh y Heldman, 2001).
Estos mddulos tienen la ventaja de poder tratar fluidos relativamente cargados de particulas, con
alta tendencia a producir ensuciamiento y son faciles de limpiar (Mulder, 1991). Ademas, la
tecnologia de instalaciéon de las membranas es simple. Presentan la desventaja de originar un
volumen muerto importante. Los costes energéticos de su funcionamiento son elevados ya que
el régimen del flujo tiene que ser turbulento para evitar riesgos de colmatado. Esto se refleja en
la energia de impulsion demandada por las bombas de alimentacion (0,6-1,0 kW/m2) (Mistry y
Maubois, 1993). Ademas poseen baja compacidad, ya que la relacion superficie de
intercambio/unidad de volumen es la mas reducida de todas las configuraciones existentes (10-
300 m2/m3). Por ofro lado presentan una elevada caida de presion (Pal, 1993). Esta es la
configuracion menos usada en la actualidad (2%) (Bird, 1996), aunque sea la configuracion
comun de las membranas minerales. En la figura 1.5 se muestra una fotografia de varios mddulos

de configuracién tubular.

34



INTRODUCCION

b) Configuracion en placa y bastidor:

Los médulos planos estan constituidos por un apilamiento de placas porta-membranas
hechas en cloruro de polivinilo y de placas separadoras. Cada porta-membranas tiene en las dos
caras una rejilla de drenaje y una hoja porosa que sostiene la hoja plana de membrana. Los
modulos planos pueden ser modificados de manera relativamente facil por el industrial y
representan el 20% de los equipos instalados (Bird, 1996). En el caso de un defecto en una
membrana es facil aislar un elemento del mddulo sin afectar la marcha del equipo. Ademas,
existe la posibilidad de visualizar el permeado de cada membrana, lo cual permite detectar
facilmente su deterioro. Uno de los parametros importantes es la distancia entre membranas. Si
es reducida, el volumen muerto es mas pequefio, pero hay necesidades de prefiltracion del
producto a tratar, mayor dificultad de limpieza y baja adaptabilidad a productos viscosos. Si la
distancia es elevada, el volumen muerto es superior y el consumo de energia para el bombeo
mas elevado. El consumo energético es moderado si se compara con el disefio tubular y se sitta
en torno a 0,5-0,7 kW/m2 (Mistry y Maubois, 1993). La inversion inicial es relativamente elevada
y la limpieza de la membrana es relativamente dificil (Pal, 1993). En la figura .6 se muestra una

fotografia de un mddulo de configuracién en placa y bastidor.

c) Configuracién en fibra hueca:

Las membranas de fibra hueca estan constituidas por tubos huecos que tienen un
diametro exterior comprendido entre 50 y 1000 um y un didmetro interior entre 25y 800 um. Se
obtienen mediante procesos de hilado similares a los utilizados en la industria textil. Su
estructura es generalmente asimétrica. En este caso, las fibras huecas juegan a la vez el papel
de soporte y de membrana. Estos tubos se encuentran cerrados en cartuchos cilindricos. Se
pueden encontrar desde 50 a 3000 fibras en cada cartucho. El producto circula en los microtubos
y el permeado se recoge en el cartucho. Estos médulos permiten obtener grandes superficies de
membrana en poco espacio ya que poseen la relacion superficie de intercambio/unidad de
volumen mas elevada de todas las geometrias (1.000-10.000 m2/m3) y su volumen muerto es
pequefo. Su consumo energético es reducido (0,2 kW/m2) y existe la posibilidad de limpieza en
contracorriente (Mistry y Maubois, 1993; Pal, 1993). Estan bien adaptadas al tratamiento de
productos poco viscosos, en particular para el tratamiento de agua (Mulder, 1991). Sin embargo,
presentan gran sensibilidad al colmatado y un elevado coste de reposicidn, debido a que la

35



INTRODUCCION

ruptura de una fibra obliga al cambio del mddulo entero; ademas sélo pueden operar en un
intervalo muy estrecho de presion (170-270 kPa) (Pal, 1993). Por estas razones, este tipo de
configuracion no tiene gran implantacion en la industria lactea, representando el 8% de los
equipos instalados (Bird, 1996). En la figura .7 se muestra una fotografia de un mddulo de

configuracion en fibra hueca y un esquema de su funcionamiento.

d) Configuracién en espiral:

Los modulos en espiral estan constituidos por membranas planas que se enrollan
alrededor de un tubo perforado y hueco, destinado a conducir el permeado. Entre las
membranas se instala una rejilla plastica de espesor variable que tiene la funcion de crear una
turbulencia en el seno del fluido. Los extremos de las ldminas enrolladas estan sellados con el fin
de impedir la mezcla de retenido y filtrado estando todo el conjunto encerrado en una carcasa
metalica tubular (Singh y Heldman, 2001). Presentan una compacidad elevada (300-1000
m2/m3), el mas bajo coste de inversion y un consumo energético reducido. La naturaleza del
soporte de la membrana y el disefio general permiten operar con elevadas presiones
transmembranarias sin afectar a la membrana (Mistry y Maubois, 1993). Tienen las desventajas
de presentar baja adaptabilidad a los productos viscosos, flujos reducidos, pérdida de carga
elevada y facilidad de colmatado (Pal, 1993). Este tipo de configuracion se utiliza en el 70% de
los equipos (Bird, 1996). En la figura 1.8 se muestra una fotografia de un médulo de configuracion

en espiral y un esquema de su funcionamiento.

Figura I.5. Mddulos de membranas de configuracion tubular
Origen: http:/lwww.geafiltration.com/html/technoloay/ftechsys.htm
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Figura 1.6. Modulo de membranas de configuracién en placa y bastidor
Origen: http:/lwww.geafiltration.com/html/technology/ftechsys.htm

Permeate Flow

Hollow
Fiber Membranes

Figura I.7. Mddulo de membranas de configuracién en fibra hueca y esquema de su
funcionamiento
Origen: http:/lwww.geafiltration.com/html/technology/ftechsys.htm
http://www.kochmembrane.com/ prod_hf.html

Figura 1.8. Mddulo de membranas de configuracién en espiral y esquema de su
funcionamiento
Origen: http:/lwww.geafiltration.com/html/technology/ftechsys.htm
http://aquaoptimal.tripod.com/ id3.html
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1.4.6. El problema de la colmatacion de las membranas en el

tratamiento del lactosuero

El fendmeno de ensuciamiento o colmatacion de las membranas ocurre cuando las
sustancias a filtrar se acumulan con el consiguiente descenso del caudal. Este fendmeno, que es
mas acusado en los sistemas de filtracién frontal, se produce también en los sistemas de
filtracion tangencial, aunque de una forma més lenta y progresiva. Se pueden distinguir dos fases
basicas en la disminucion del flujo a través de la membrana: el fenémeno de polarizacién de la
concentracion y el ensuciamiento propiamente dicho. Aunque no estan causados por el mismo

fendmeno, es habitual que el primero preceda al segundo durante la filtracidn.

1.4.6.1. POLARIZACION DE LA CONCENTRACION

Es un fendmeno de consecuencias negativas sobre la separacién y se presenta en la
practica totalidad de los procesos de membrana, siendo especialmente perjudicial en el caso de
la microfiltracion, la ultrafiltracion y la dsmosis inversa (Rodriguez y col., 2002). Es el
responsable de la rapida caida de flujo en los primeros minutos de filtracion (Marshall y Daufin,
1995).

Durante el proceso de filtracion, la disolucion se conduce a la superficie de la membrana
por transporte hidraulico. Debido a la naturaleza semipermeable de dicha membrana, una
porcion del disolvente, con o sin solutos, pasa a través de ella. Esto ocasiona una mayor
concentracion de solutos en la superficie de la membrana que en el seno de la disolucion, de
forma que algunos de estos compuestos retornan a ella. El desarrollo de un gradiente de
concentracion de los componentes retenidos cerca de la membrana es lo que se denomina
polarizacion por concentracion. Este fendmeno aumenta rapidamente y es funcién de las
condiciones hidrodinamicas del sistema de membranas. La pérdida de flujo es reversible; si se
limpia con agua la membrana, puede recuperarse el flujo si el proceso no ha avanzado (Pal,
1993; Marshall y Daufin, 1995).

Generalmente, los solutos rechazados por la membrana se suelen depositar en su

superficie en forma de una capa viscosa y gelatinosa. Esta capa de gel es la que se considera
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principal responsable del descenso del flujo de filtracion, debido a la resistencia hidrodindmica.
Cuando la concentracién de solutos de la capa de gel alcanza el punto de sobresaturacion, el
ensuciamiento o colmatacién de la membrana se inicia (Pal, 1993). También se atribuyen los
efectos de la polarizacién de la concentracion al incremento en la presion osmética. Sin
embargo, se considera que el efecto de la presion osmoética debe aplicarse a solutos de
pequefos tamafios (< 100 kDa), mientras que la limitacion ocasionada por la capa de gel es méas
probable con solutos de gran tamario (Kelly, 2003). La polarizacién de la concentracion se suele
minimizar favoreciendo la turbulencia de la disolucién (por aumento de la velocidad de
desplazamiento 0 mediante un disefio adecuado del modulo de filtracion), aunque también

disminuye bajando la concentracién de la alimentacion (Pal, 1993; Rodriguez y col., 2002).

1.4.6.2. ENSUCIAMIENTO O COLMATADO POR OBTURACION DE LOS POROS

El ensuciamiento de las membranas es un factor limitante muy importante en los
procesos por membranas, especialmente en UF y MF. Este fendmeno es irreversible,
ocasionado por la deposicion de particulas sélidas, macromoléculas, sales, etc., sobre la
superficie o el interior de la membrana. Esto ocasiona un descenso del flujo de filtrado,
generalmente rapido en las etapas iniciales y mas lento posteriormente (Mulder, 1991). El
ensuciamiento se atribuye a (Pal, 1993):

- la acumulacién o adsorcion de macromoléculas o particulas coloidales, como proteinas,
lipidos, microorganismos y/o sales inorganicas, sobre la superficie de la membrana;
- la precipitacién de solutos permeables, tales como azucares y sales, en los poros de la

membrana.

El fendmeno del ensuciamiento es muy complejo y depende de muchos factores fisicos
y quimicos: concentracion, temperatura, pH, fuerza inica e interacciones especificas (enlaces
de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo) (Mulder, 1991). El ensuciamiento no solo reduce el
flujo, sino que también hace que las operaciones de limpieza sean mas dificiles y caras.

a) Ensuciamiento por deposicion de proteinas

En general se considera que la deposicion de proteinas sobre la membrana juega un
papel muy importante en el ensuciamiento. En la UF de sueros se ha observado que la f3-

lactoglobulina y la seroalbumina forman hojas de proteina sobre la superficie de la membrana,
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sobre todo cerca de la entrada a los poros, uniéndose ademés componentes de gran tamario,
como microorganismos, y-globulinas, polimeros y complejos proteicos para formar una estructura
de reja, en cuyos huecos quedan atrapadas proteinas méas pequefas (Lee y Merson, 1975,
1976). Las proteinas también se depositan en los poros de las membranas, aunque en mayor
cantidad en las de MF, dado su mayor tamafio, que en las de UF; de cualquier forma, es mayor
la deposicion en la superficie, y ésta es la que domina el comportamiento de la membrana. Las
proteinas adsorbidas estan fuertemente unidas a la superficie y sdlo pueden elimnarse mediante
limpieza. Sobre ellas se sitian muchas capas de proteina, mas débilmente unidas. Cambios en
la hidrofobicidad de la membrana y la diferencia de carga entre la membrana y la proteina
pueden reducir la cantidad de proteina adsorbida; sin embargo, lo que mas afecta al flujo de
filtrado es la cantidad de proteina depositada y la porosidad de la multicapa proteica. Estos
parametros se pueden controlar modificando las propiedades de la corriente de alimentacién,
como el pH, la fuerza iénica, el contenido en calcio y el grado de agregacion proteica (Marshall y
Daufin, 1995).

b) Ensuciamiento por minerales:

La precipitacion de calcio y fosfatos sobre la membrana produce un ensuciamiento
importante. En el caso del tratamiento del lactosuero, cuando calcio y fosfato estan presentes y
las condiciones de operacion son favorables (pH y temperatura elevados, concentracion de
calcio y fosfato, etc.) se produce la precipitacion y este tipo de ensuciamiento prevalece, aunque
con la participacién de las proteinas siendo la capa formada densa y poco permeable. Si el
contenido en iones de calcio y fosfato disminuye por efecto de un pretratamiento adecuado (por
ejemplo, la agregacion termocalcica, que elimina también fosfolipoproteinas), las proteinas son el
principal constituyente de la capa de colmatacion y ésta es mas permeable (Daufin y col., 1992,
1993).

c) Ensuciamiento por lipidos:

Aunque no hay evidencias directas de que los lipidos del suero produzcan
ensuciamiento, se han propuesto diversos pretratamientos del mismo con el fin de reducir su
contenido lipidico que han mejorado los flujos de permeado (Muller y Harper, 1979; Fauquant y
col., 1985; Maubois y col., 1987; Rinn y col., 1990). Sin embargo, no es posible determinar si
estas mejoras se deben a la reduccion lipidica 0 a cambios en el estado fisico-quimico de las
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proteinas y minerales debido a los pretratamientos. Es posible que la baja concentracion de
lipidos que suelen poseer los lactosueros corrientes haga destacar la influencia de los otros
componentes en el ensuciamiento, ya que cuando los lactosueros poseen alto contenido lipidico
se produce un colmatado muy severo y hace necesario reducirlo lo mas posible con un

pretratamiento (Marshall y Daufin, 1995).

Los fosfolipidos presentes en el suero (0,2-0,4 g/l para la leche de vaca) (Christie y col.,
1987) no se pueden separar mediante centrifugacién debido a su intima asociacién con
materiales proteicos (58% de ellos entran en la composicidn de la membrana del glébulo graso y
el restante 48% esta asociado a proteinas como son la butirofilina o la xantinoxidasa) (Patton y
Keenan, 1971). Su presencia origina problemas en el procesado posterior del suero y en los
productos deshidratados obtenidos. Los fosfolipidos, que proceden de las membranas de los
glébulos grasos, se concentran durante las etapas del proceso de produccion de deshidratados.

Se ha sefialado que la presencia de fosfolipidos en los CPS y en el suero antes de su
concentracion es negativa por varias razones. En primer lugar porque algunas de las
propiedades funcionales y organolépticas de los CPS se ven alteradas (especialmente las
propiedades espumantes) (Maubois, 1984; Maubois y col., 1987; Pearce y col., 1991); y, en
segundo lugar y como ya se ha dicho respecto a los lipidos en general, porque afectan
negativamente a los flujos de permeado durante la UF, por lo que el coste de produccién de CPS
se incrementa de forma significativa (Hiddink y col., 1981; Maubois, 1984; Muller y Harper, 1979).
Este Ultimo efecto se debe a que, practicamente de forma independiente al tipo de membranas
que se utilicen en la concentracion, las caracteristicas anfifilicas de las fosfolipoproteinas hacen
que éstas se absorban facilmente sobre la superficie de las membranas (Lee y Merson, 1976;
Maubois y col., 1987; Marshall, 1982).

Debido a la complejidad del fenémeno de ensuciamiento o colmatacion, los métodos

para reducir este fendmeno son diversos (Mulder, 1991):

1) Pretratamiento del fluido a filtrar:

El ensuciamiento de las membranas debido a los componentes de la leche y del
lactosuero es extremadamente dependiente de las propiedades fisicas y quimicas del fluido
tratado. El objetivo general de los pretratamientos es eliminar o inactivar los componentes

quimicos implicados en el ensuciamiento (Pouliot y Jelen, 1995). Los pretratamientos generales
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aplicados al fluido a tratar por membranas incluyen tratamientos térmicos, ajuste del pH, adicién
de agentes complejantes (EDTA, etc.), clarificacién quimica, pre-microfiltracion y pre-
ultrafiltracion (Mulder, 1991). Actualmente se estan proponiendo otros métodos de mejora del
funcionamiento de las membranas en el tratamiento de fluidos lacteos, como altas velocidades
de flujo cruzado, flujos cruzados pulsantes, inversién de la presion transmembranaria,
promotores de turbulencia, ultrasonidos, modulos vibratorios 0 campos eléctricos (Brans y col.,
2004). Por supuesto, los tratamientos aplicables dependeran fundamentalmente del tipo de fluido
que se desee tratar. A la hora de elegir un pretratamiento, en concreto de un fluido lacteo, la
seleccion de uno o varios procedimientos se basa en el conocimiento de sus factores de
composicion, analizando éstos de forma secuencial. La figura 1.9 recoge un esquema de decision

basico.

En el caso concreto de la obtencion industrial de CPS, se suelen emplear uno 0 mas
procesos de UF; su desarrollo depende de forma muy importante de las propiedades fisicas y
quimicas de la alimentacion. Los pretratamientos disponibles para el suero suelen ser efectivos
solo para uno de los agentes responsables del ensuciamiento, y ademas deben adecuarse al
disefio del sistema de membranas usado. Las proteinas séricas en forma nativa poseen una
fuerte tendencia a adsorberse en los materiales poliméricos, como polisulfonas o poliamidas.
Aunque no se conocen exactamente los mecanismos de la adsorcién, se ha visto que en este
tipo de membranas los tratamientos térmicos suaves disminuyen la colmatacion. Para eliminar
los fosfatos es necesario, bien precipitar o eliminarlos mediante EDTA o desmineralizacion, o
bien disminuir el pH para asegurar su solubilidad. Sin embargo, este tratamiento puede no ser
compatible con CPS con buena funcionalidad. En cuanto a los lipidos residuales, la Unica opcién

es eliminarlos (Pouliot y Jelen, 1995).

Por lo tanto, siempre es recomendable algun tipo de pretratamiento del suero, sobre
todo para aumentar el flujo de permeado en la UF, ya que el suero contiene muchos compuestos
que ensucian de forma importante las membranas. Gran parte de los pretratamientos tenian
como objetivo reducir el ensuciamiento de las membranas por la disminucidn del contenido en
sales célcicas mediante tratamientos térmicos (asociacion de CaZ* y proteinas) (Lee y Merson,
1976; de Boer y Hiddink, 1980; Merin y Cheryan, 1980), adicion de complejantes y
secuestrantes, eliminacion de grasa y eliminacion de caseina por filtracion o decantacion
(Marshall, 1982). También se ha estudiado la utilidad de emplear quitosano en la eliminacion de

los lipidos residuales (Hawng y Damodaran, 1995).
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Figura 1.9. Diagrama de decision para la seleccion de pretratamientos que minimicen el

ensuciamiento a largo plazo (Adaptado de Pouliot y Jelen, 1995).

Los pretratamientos propuestos para la eliminacién de los fosfolipidos han sido variados
aunque algunos de ellos resultan muy costosos o bien inadecuados para la naturaleza
alimentaria del producto final (Aragoza y col., 1996). Otros métodos conducen a la obtencion de
CPS de pH muy bajo, lo que limita su posterior utilizacion (de Wit y de Boer, 1975; Melachouris,
1977).
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Entre todos los pretratamientos, el método de precipitacidén termocalcica propuesto por
Fauquant y col. (1985) ha sido el de mayor éxito. Se basa en la posibilidad de formacion de
compuestos fosfocalcicos bastante insolubles, del tipo CaHPO4.2H20, CagHa(PO4)s.5H20 y
CasOH(POs)3 (hidroxiapatita), a temperaturas moderadas y pH proximo a la neutralidad. El
método se basa en la modificacién de una patente registrada en EEUU por Atterbery en 1971. La
técnica consiste en ajustar la concentracion de calcio a 1,2 g/l, el pH a 7,3-7,5 y calentar a 50°C
por 8 minutos. Con estas condiciones los fosfolipidos se agregan y precipitan con las proteinas
que llevan asociadas (Baumy y col., 1990). La agregacién producida permite que las sales
fosfocalcicas queden retenidas en el concentrado cuando son sometidas a un proceso de
microfiltracién previo a la UF o puedan ser separadas por centrifugacién como propusieron
Wasen y Lehman (1989).

Las reducciones de calcio y fosforo después del tratamiento son de alrededor del 60-
70%, mientras que se disminuye el contenido en nitrégeno en un 10%. Existe una extensa lista
de trabajos en que la técnica basada en la precipitacion termocalcica seguida de microfiltracion o
de centrifugacion ha sido utilizada con el objetivo de optimizar la separacion de los fosfolipidos y
de mejorar las condiciones de procesado del suero y las caracteristicas funcionales de los
deshidratados obtenidos (Baumy y col., 1990; Rinn y col., 1990; Daufin y col., 1993; Gésan y
col., 1993, 1995; Pierre y col., 1994; Karleskind y col., 1995a; Aragoza y col., 1996). Por otro
lado, algunos autores han destacado las potenciales propiedades funcionales de las
lipoproteinas extraidas (Joseph y Mangino, 1998a,b; Maubois, 1984; Maubois y Ollivier 1991).
Asi, la precipitacion termocélcica seguida de MF se presenta como una técnica que permite
mejorar mucho el rendimiento de la UF. Maubois y col. (1987) refieren mejoras en los flujos de

ultrafiltracién del orden de 1,8 veces, utilizando membranas de MF de 0,25 pum.

Mas recientemente, Martinez-Hermosilla y col. (2000) han estudiado un pretratamiento
que combina agregacion termocalcica, adicion de EDTA y microfiltracién de flujo cruzado de dos
fases gas-liquido, tras lo cual efectuaban una ultrafiltracion. Este pretratamiento mejora los flujos
de UF, aunque se retiene una cantidad considerable de proteinas en el retenido de MF,
disminuyendo su contenido en el concentrado de proteinas final. No obstante, concluyen que en
caso de que este retenido de MF pueda ser aprovechado en otros productos o fines (contiene
altos niveles de seroalbumina e inmunoglobulinas), el pretratamiento podria tener aplicacion

practica.
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2) Propiedades de la membrana:

Un cambio en las propiedades de la membrana puede reducir el ensuciamiento. Las
membranas mas susceptibles a un ensuciamiento méas severo son las porosas (MF, UF),
mientras que lo son menos las densas (Ol). Asi, un tamafio de poro estrecho puede reducir el
fendmeno. Por otro lado, el uso de membranas hidrofilicas en vez de hidrofébicas también puede

disminuirlo, ya que las proteinas tienen mas afinidad por estas Ultimas (Mulder, 1991).

3) Condiciones del mddulo y del procesado:

El fendomeno del ensuciamiento disminuye cuando se reduce la polarizaciéon por

concentracion. Por ello es efectivo el incremento de la turbulencia para prevenirlo (Mulder, 1991).

4) Limpieza:

Aunque se emplee alguno de los métodos ya mencionados, siempre es necesario
realizar una limpieza frecuente de las membranas. Hay tres métodos de limpieza, y la eleccion
del mas adecuado depende de la configuracion del modulo, la resistencia de la membrana vy el
tipo de agente colmatante (Mulder, 1991):

- Limpieza hidraulica: incluye la inversién del flujo, alternancia de compresion-
descompresion y cambios de la direccion del flujo.

- Limpieza mecanica: sélo posible en sistemas tubulares utilizando bolas de esponja de
gran tamaio.

- Limpieza quimica: es el método méas importante y se emplean diferentes compuestos
quimicos por separado o combinados. Los mas importantes son los acidos (perclérico,
citrico), alcalis (hidréxido sddico), detergentes (alcalinos, no idnicos), enzimas, agentes

complejantes (EDTA) y desinfectantes (peroxido de hidrégeno).
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1.4.7. Aplicaciones de los concentrados de proteinas de suero en la

industria alimentaria

Los concentrados y aislados de proteinas de suero presentan muchas aplicaciones en la
industria alimentaria debido a sus excelentes propiedades nutritivas y funcionales: poseen un
alto contenido en aminoacidos esenciales, son solubles en un amplio rango de pH, presentan
propiedades emulsionantes, espumantes y gelificantes, entre otras; ademés su coste es
relativamente bajo (Kilara y Vaghela, 2004). Por lo tanto se utilizan en la elaboracion de
productos lacteos, carnicos, salsas, productos de panaderia y confiteria, bebidas y alimentos

para deportistas, entre otros. A continuacion se describen sus efectos en estos y otros productos.

1.4.7.1. PRODUCTOS LACTEOS

Las proteinas séricas pueden incorporarse a los quesos elaborados de manera
tradicional, tanto en forma nativa como desnaturalizada, por diferentes métodos (Lawrence,
1993). Desde hace bastante tiempo se estan afiadiendo a la leche de queseria concentrados de
suero liquidos obtenidos por UF con las proteinas desnaturalizadas por el calor, con el fin de
incrementar el rendimiento y el valor nutritivo, aunque en ocasiones pueden aparecer sabores y
texturas poco agradables (Jameson y Lelievre, 1996). Mas recientemente se han desarrollado
estudios sobre la adicién de CPS a diversos tipos de quesos (Lucey y Gorry, 1994; Santoro y
Faccia, 1996), asi como de CPS y APS con proteinas particuladas, sometiendo estos productos
a calentamiento y agitacién simultaneos, obteniendo quesos con sabores normales o0 algo acidos
y con texturas mas blandas lo que puede permitir desarrollar nuevas variedades de estos
productos lacteos (Hinrichs, 2001). Los CPS también se afiaden a quesos procesados y quesos
cremosos para extender, incrementando la unién de agua y grasa sin afectar al sabor (de Wit,
1989). Se ha visto ademas que mejoran la textura, siendo mas cremosa y con mas cuerpo,
mejoran el color y apariencia e incrementan el valor nutritivo al aumentar el contenido proteico y
de calcio. Las cantidades empleadas varian con el tipo de producto de lactosuero: 4-8% de suero
dulce en polvo, 1-5% de CPS 6 0,5-1% de APS (Young, 1999a).

Los efectos del uso de CPS como sustituto parcial de la leche en polvo desnatada en la
fortificacion de la leche durante la elaboracion de yogur son bastante variables sobre todo en la
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textura, ya que algunos autores afirman que no tiene apenas efecto en la firmeza (Jelen y col.,
1987; Morris y col., 1995), mientras que otros han observado una disminucion de la misma y
mayor suavidad (Modler y Kalab, 1983; Guzman-Gonzélez y col., 1999; Remeuf y col., 2003);
incluso en otros casos se ha sefialado un incremento de la firmeza de los yogures (Lucey y col.,
1999; Puvanenthiran y col., 2002). Estos diferentes resultados se pueden deber a los diferentes
instrumentos y tests utilizados para medir la fuerza del gel o bien a las variaciones en la
preparacion de los CPS utilizados (Puvanenthiran y col., 2002). Por otro lado, parece que el uso
de CPS reduce la sinéresis del yogur (de Wit, 1989; Hugunin, 1999; Puvanenthiran y col., 2002).
Los concentrados de proteinas de suero convencionales solos 0 mezclados con proteinas de
suero microparticuladas, cuando se emplean como reemplazantes de la grasa en yogures bajos
en calorias, proporcionan una textura similar a la de los yogures enteros (Sandoval-Castilla y
col., 2004).

La industria elaboradora de helados ha buscado productos que puedan reemplazar parte
de los solidos provenientes de la leche desnatada empleada normalmente con el fin de ajustar
los costes de elaboracion (de Wit, 1989). Habitualmente se afiaden a las formulas para fabricar
helados un 10% de solidos lacteos no grasos; cuando se afiaden derivados del lactosuero se
recomienda afiadir 1,5-3% de CPS con 34% de proteina ¢ 0,5-2% de CPS con el 80%, e incluso
cantidades menores para los APS, y aproximadamente el 7% de sélidos lacteos no grasos. Se
pueden ademés obtener productos bajos en grasa. Proporcionan mayor estabilidad a la
descongelacion, sirven de sustitutos de otros emulsionantes e incrementan la incorporacién de
aire (Young, 1999b).

Los productos con proteinas de suero, tanto concentrados como los permeados de UF
obtenidos durante su elaboracién, pueden utilizarse también para estandarizar el contenido
proteico de la leche de partida para fabricar productos lacteos (Jelen, 1998; Tong, 2004).
Ademas, en funcién del producto elegido, se podra incrementar en mayor 0 menor medida el
contenido en lactosa, aspecto que en algunos productos lacteos puede ser interesante (por
ejemplo si se desea modificar el punto de congelacion o el sabor dulce). En cualquier caso, esta
estandarizacion no deberia modificar apenas la relacion natural caseinas:proteinas del suero y
también es preciso controlar los posibles cambios en el contenido de nitrdgeno no proteico, dada
su influencia en el valor nutritivo y las propiedades funcionales (Tong, 2004).
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|.4.7.2. PRODUCTOS CARNICOS Y PESQUEROS

El uso de ingredientes lacteos para reemplazar o suplementar la funcionalidad de las
proteinas cérnicas es muy comun. En los productos carnicos, las proteinas han de poseer dos
propiedades funcionales principales: la capacidad de retener agua y la capacidad de formar y
estabilizar emulsiones. Ademéas en algunos productos, como los tratados por el calor, es
importante la facultad de formar geles por calentamiento (de Wit, 1989, 2003; Keaton, 1999). Los
CPS, en concentraciones del 0,25%, incrementan tanto la capacidad emulsionante como la
estabilidad de las emulsiones carnicas, como se ha comprobado en carnes de diferentes
especies (Kurt y Zorba, 2005). Ademas mejoran las caracteristicas de loncheado, reducen las
pérdidas por cocinado y los costes de fabricacion, permitiendo sustituir en parte a las proteinas
carnicas y a otros componentes, como proteinas de soja y ciertos estabilizantes (almidén,
alginatos, etc.) (Keaton, 1999). Asi mismo, son Utiles en la elaboracion de jamones cocidos,

siendo incluidos en la salmuera de inyeccion (de Wit, 2003).

También se emplean en la fabricacion de camnes reestructuradas, donde actuan en la
unién de los trozos de carne especialmente durante el calentamiento al que se puedan someter
durante su elaboracion o previo a su consumo, debido a la capacidad de formar geles por calor
(Keeton, 2004). Ademas actuan como “mimetizadores” de grasa, permitiendo fabricar productos
carnicos como hamburguesas o salchichas tipo Frankfurt con contenido graso reducido,
afadiéndoles 3-4% de CPS (a veces combinado con carragenatos), con buenas caracteristicas
sensoriales y menores pérdidas por cocinado (Johnson, 2000b; Keeton, 2004). Mediante la
adicién de CPS se puede reducir el contenido graso de los productos por debajo del 10%
(Mangino, 1999). También se ha utilizado un reemplazante de la grasa sélido, constituido por gel
de proteinas de suero (enriquecido en B-lactoglobulina) particulado junto con hidrocoloides y
cierta cantidad de grasa emulsionada, obteniéndose productos muy similares a los
convencionales. Ademas se incluye en las lineas de fabricacién sin problema y s6lo es un poco
mas caro que la grasa (Pearce y col., 1998). También pueden resultar Utiles en la fabricacién de
productos con contenido de sal reducido, empleando APS precalentados, presentando
capacidades de retencion de agua mas altas, menores pérdidas por calentamiento y mejoras de

textura sobre todo con un contenido en sal menor del 1,5% (Hongsprabhas y Barbut, 1999).

La utilizaciéon de CPS en los productos pesqueros, en concreto los derivados del surimi,
es basicamente como modificador de la textura, debido a su capacidad gelificante, y como

48



INTRODUCCION

incrementador de la retencion de agua. Ademas los concentrados son inhibidores de las
proteinasas autoliticas, causantes de la hidrélisis de las proteinas miofibrilares, que son las
responsables de las propiedades de estos productos; se ha visto que la adicién de un 3% de
CPS con 80% de contenido proteico inhibe de forma muy efectiva esta actividad enzimatica (de
Wit, 2003; Keeton, 2004). Los CPS son ademéas economicamente competitivos con otros
ingredientes comunes del surimi, como el almidon de patata y la proteina de plasma bovino (Hsu
y Kolbe, 1996).

1.4.7.3. SALSAS, CREMAS Y SOPAS

Los CPS son también ingredientes importantes en productos como salsas y cremas
comercializadas como tales o bien aquéllas incorporadas a diversos productos precocinados.
Asi, constituyen una fuente barata de sdlidos, proporcionan viscosidad, aromas y sabores
agradables, y actuan como emulsionantes (Mangino, 2003). Las proteinas del suero contribuyen
a la formacion de la salsa disminuyendo la tension interfacial y estabilizando el film formado en la
interfase (Christiansen y col., 2004). Ademas pueden utilizarse sin problemas en productos con
pH reducido dada su alta solubilidad en medios acidos y compiten con ventaja en cuanto a costo
con la yema de huevo, muy utilizada en algunas salsas (de Wit, 1989). También son utiles en la
elaboracion de salsas con contenido graso reducido, en las que, ademas de actuar como
emulsionante, ayudan a dar mayor opacidad y dan una apariencia semejante a salsas con gran
cantidad de grasa, reteniendo ademas el agua que es necesario afiadir en mayor cantidad en las

formulaciones (Johnson, 2000b).

|.4.7.4. PRODUCTOS DE PANADERIA, PASTELERIA, CONFITERIA Y APERITIVOS

Los CPS son ingredientes muy comunes en la industria panadera y pastelera debido en
buena parte al sabor lacteo y a la mayor blandura que imparten a los productos, ademas de
mejorar el valor nutritivo, el color y la apariencia de los mismos, sirviendo también para
reemplazar total o parcialmente a los huevos en la elaboracion. Ademas de ligar gran cantidad
de agua a temperatura ambiente, algunos CPS muestran un amplio rango de temperaturas de
desnaturalizacion, lo cual tiene interés porque la desnaturalizacion se ve afectada por el efecto
estabilizador de los azucares afadidos y la mayor localizacidn de las proteinas en las peliculas
interfaciales que en solucion. Cuando se afiaden CPS a estos productos es posible disminuir la
cantidad de gasificante afiadido (Burrington, 1999; de Wit, 2003; Strouts, 2004).
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En algunos productos de confiteria, las proteinas de suero contribuyen a su textura,
como ocurre en el “nougat’, en algunos caramelos blandos o en coberturas de chocolate. Incluso
cuando la cantidad de proteinas no sea muy alta en algunos de ellos, la textura se relaciona con
el tipo de la misma, el nivel de inclusion y las condiciones de procesado. En aquellos productos
en los que exista una espuma, como los merengues, también las proteinas tienen importancia
(Boutin, 2004). En ellos pueden incluso sustituir a la clara de huevo (de Wit, 2003). Los CPS se
emplean como fuente de solidos lacteos en la formulacién de envolturas con aroma a chocolate
con leche para helados o barritas dulces. La presencia de lactosa en mayor o menor proporcion
en los CPS, conjuntamente con la presencia de las proteinas y otros azlcares reductores
afiadidos, permiten el desarrollo de la reaccion de Maillard de forma adecuada para el color y el

sabor durante la elaboracion de caramelos, toffes y chocolate con leche (Bouzas, 1999).

En la fabricacion de aperitivos o snacks, los CPS son buenos portadores de sabores y
aromas, ejerciendo también un efecto de intensificacion de los mismos, aspecto también en el
que esta implicada la lactosa; aunque su contenido puede variar en funcién del producto de
suero utilizado, generalmente se suelen aplicar CPS de bajo contenido proteico (35%
aproximadamente), en los que este disacarido es mas abundante. Ademas, modifican la textura
mediante la formacion de geles térmicos irreversibles y, cuando se incluyen en los saborizantes,
dan lugar a sensaciones méas suaves en la boca. Finalmente, incrementan el valor nutritivo de

estos productos (Johnson, 2000a).

1.4.7.5. BEBIDAS

La buena solubilidad y el sabor suave de las proteinas de suero nativas en un intervalo
de pH muy amplio son atributos especialmente importantes para emplear los CPS en bebidas
refrescantes. La adicion de estos productos hasta concentraciones del 1% de proteina permite
obtener bebidas con mayor calidad nutricional sin modificaciones de sabor y apariencia, aunque
el precio del producto se incrementa. Ademas el sabor y la solubilidad permanecen tras la
pasterizacion del producto envasado (de Wit, 2003). Las proteinas de suero presentan un buen
comportamiento cuando se afiaden junto con hidrocoloides de celulosa y carragenatos en
productos con pH menos &cidos. Por otro lado, las pectinas estabilizan a estas proteinas en
productos de pH reducido (Burrington, 2004a). En bebidas lacteas, las proteinas del suero
proporcionan mayor cuerpo y suavidad, mejoran el sabor (especialmente en productos bajos en

grasa), reducen costes de fabricacion, presentan capacidad tampdn (afecta a la supervivencia en
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el estbmago de las bacterias prebidticas), sustituyen a otros estabilizantes y aumentan el
contenido proteico y de calcio (Lagrange y Pasin, 2004). El uso de productos de suero en

bebidas funcionales se trataré en el apartado 1.4.7.8.

.4.7.6. OBTENCION DE PELICULAS COMESTIBLES

Las peliculas comestibles son polimeros naturales obtenidos de proteinas vegetales y
animales, que actualmente presentan un gran interés no sélo porque mejoren la apariencia y
conservacion de los alimentos, sino también porque son respetuosas con el medio ambiente,
biodegradables y reducen el uso de otros envases. Los efectos de la desnaturalizacién por el
calor en las proteinas del suero, sobre todo de la B-lactoglobulina, permiten formar peliculas
insolubles en agua utiles para recubrir alimentos. Las peliculas comestibles fabricadas con CPS
o APS presentan muchas aplicaciones potenciales en la industria alimentaria. Se estan
estudiando peliculas que actien como barreras frente al oxigeno para productos con nueces,
cubiertas modificadoras de la atmosfera para frutas y verduras, o mantenedoras de la integridad
de productos fragiles como alimentos liofilizados. También se estudia la formacién de estas
peliculas mediante extrusion para obtener bolsas que contengan leche, sopas o bebidas en
polvo (Khwaldia y col., 2004; Krochta y Foegeding, 2004). El uso de peliculas formadas por CPS
polimerizados ayuda a la carne a retener el agua durante el calentamiento sin afectar su textura.
Si ademas se integran con agentes antimicrobianos, inhiben de forma efectiva el crecimiento de

microorganismos alterantes y patégenos, incluyendo a Listeria monocytogenes (Keeton, 2004).

1.4.7.7. ALIMENTOS PARA GRUPOS CON NECESIDADES NUTRITIVAS ESPECIALES

Los alimentos para lactantes se basan generalmente en leche de vaca, empleando la
leche humana como el modelo ideal que se intenta imitar. Una de las principales diferencias
entre ambas es la relacidn proteinas séricas:caseina, que en la leche humana es de 60:40 y en
la de vaca de 18:82; otra es que la leche humana no contiene -lactoglobulina y la proporcion de
a-lactalbumina es bastante superior (30% en humana frente al 19% en vaca). Por lo tanto, suele
aumentarse la proporcion de proteinas del suero mediante la adicion de concentrados. El
incremento de concentracién mediante adicién de fracciones, como de o-lactalbumina, es
especialmente interesante, aunque en ocasiones resulta demasiado caro para la mayoria de los

productos comerciales (Lloyd, 2004). No obstante, no sélo es importante la relacion entre tipos
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de proteinas, sino también la concentracion en el plasma sanguineo de los nifios de aminoacidos
esenciales. Se ha visto que, para lograr una concentracion plasmatica similar a la conseguida
con la lactancia natural, la proporcidn de proteinas de suero:caseinas debe ser 48:52 (O’Connor
y col., 1997), dada la diferencia en la composicion aminoacidica de las proteinas humanas y las
bovinas. Por otro lado, es necesario minimizar la destruccion de componentes de la leche
(particularmente los del suero) durante el procesado, optimizando los tratamientos térmicos
clasicos o bien investigando nuevas técnicas de conservacion en condiciones suaves, como la
pasterizacion a alta presion o la microfiltracion (de Wit, 1998). El uso de hidrolizados de
proteinas de suero parece tener bastante efectividad en la alimentacion de nifios con alergia a
las proteinas de la leche de vaca, eliminando la aparicién de los sintomas y con ventajas en
cuanto a coste, sabor y olor respecto a los hidrolizados de caseinas utilizados tradicionalmente
(Halken y col., 1993; Odelram y col., 1996). Las férmulas para nifios de mayor edad (de 1 a 3

afios) también comienzan a suplementarse con proteinas de suero (Lloyd, 2002).

Los CPS, APS y los hidrolizados de proteinas de suero se utilizan frecuentemente en la
elaboracion de alimentos dietéticos y para deportistas, ya que presentan un aprovechamiento
muy eficiente, una alta digestibilidad y son una fuente excelente de aminoacidos esenciales. Se
suelen comercializar como suplementos dietéticos, bebidas y barritas proteicas, galletas e

incluso en forma de tabletas (Pasin y Miller, 2000; Lee, 2004).

La incorporacién de productos con alto contenido en proteinas de suero a alimentos
especialmente destinados a personas de edad avanzada es muy interesante por diversas
razones: son una fuente de excelentes proteinas con alto contenido en aminoacidos ramificados
(leucina, isoleucina, valina) y de amino&cidos esenciales, y ademas contienen proteinas y
péptidos bioactivos. Su incorporacion a la dieta de este grupo de personas ayuda a incrementar
la sintesis de proteinas musculares, la absorcion de calcio en el intestino (por accién de las
proteinas y por el contenido en calcio de los productos de suero), mejoran la digestién e incluso
algunas proteinas parecen poseer actividades antimicrobianas, antihipertensivas e

inmunoreguladoras (Walzemy col., 2002; Kreider y Lloyd, 2004).

1.4.7.8. APLICACIONES EN ALIMENTOS FUNCIONALES

Los nutracéuticos o alimentos funcionales son alimentos o ingredientes de los mismos

que proporcionan beneficios médicos o sobre la salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento
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de enfermedades. Ejemplos de estos alimentos son las proteinas bioactivas, los probiéticos y los
prebioticos (de Wit, 2003). El cada vez mayor interés en la investigacion sobre las propiedades
terapéuticas de las proteinas lacteas en general y de las séricas en particular (0 de sus

derivados) sugiere un futuro prometedor para este tipo de aplicaciones.

Se han descrito en los ultimos afios numerosas actividades biol6gicas, tanto de las
proteinas de lactosuero mayoritarias como de componentes nitrogenados que se encuentran en
menor proporcidn; en muchos casos no se conoce todavia el factor especifico responsable de
estos efectos o si éste aparece tras sufrir el ataque de las enzimas digestivas. También es
importante sefialar que muy a menudo se trata de resultados de pruebas in vitro o sobre
animales y que no se han realizado todavia ensayos clinicos (Harper, 2004). Asi, se han
observado actividades biologicas en los siguientes productos de suero o en componentes de
ellos:

a) En los concentrados de proteinas de suero, 0 en las proteinas de suero totales, se ha
observado que proporcionan actividades antivirales y anticancerigenas, controlan la
microflora intestinal, tienen actividad inmunoestimuladora y disminuyen el contenido de
colesterol sanguineo (Mclntosh y col., 1998). En algunos casos, los CPS y los APS
contienen suficiente concentracion de componentes para proporcionar funcionalidad
fisioldgica, pero en otros casos es necesario aislar el componente concreto (Harper,
2004).

b) La PB-lactoglobulina no tiene un papel biologico especifico conocido, de hecho esta
ausente de la leche de algunas especies como la humana. Sin embargo, une minerales,
vitaminas liposolubles y lipidos, y contiene elevada cantidad de aminoacidos ramificados
(Walzem y col., 2002; Kreider y Lloyd, 2004). Ademas parece que incrementa la
proteccidn frente al cancer de colon (Mcintosh y col., 1998).

c) La a-lactalbumina parece tener efectos anticancerigenos y antimicrobianos, incrementa
la inmunidad, la produccion de serotonina, disminuye los niveles de cortisol, reduce el
estrés y tiene efectos opiaceos (Harper, 2004; Kreider y Lloyd, 2004)

d) La seroalbumina tiene propiedades antioxidantes y antimutdgenas (Bosselaers y col.,
1994; Tong y col., 2000).

e) Las inmunoglobulinas proporcionan inmunidad pasiva. Aunque este efecto era bien
conocido en nifios, actualmente se esta estudiando en la dieta de adultos (Kreider y
Lloyd, 2004).
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f)

La lactoferrina posee propiedades antioxidantes, antivirales y antibacterianas,
previniendo el crecimiento de microorganismos patdgenos en el intestino, estimula el
sistema inmunoldgico, regula el metabolismo del hierro, controla los dafios celulares y
tisulares (anticancerigena) y es antioxidante y antiinflamatoria (Caccavo y col., 2002;
Tsuda y col., 2002). Se utiliza ya en aplicaciones comerciales como alimentos infantiles,
para deportistas y alimentos funcionales (Lloyd, 2002).

La lactoperoxidasa tiene actividad antibacteriana, antioxidante e incrementadora de la
inmunidad (Wong y col., 1997).

El glucomacropéptido parece tener actividades antivirales, anticancerigenos, contra la
agregacion plaquetaria, antihipertensiva e inmunomoduladora y ademas disminuye el
apetito (Brody, 2000). Por otro lado, al carecer de fenilalanina, se emplea en la
formulacion de alimentos para pacientes con fenilcetonuria. Es un factor de crecimiento
de las bifidobacterias y controla la microflora intestinal, aplicaciones ya comercializadas
(Harper, 2004).

Péptidos bioactivos: la bioactividad de algunas proteinas séricas puede estar ausente o
ser incompleta en la molécula nativa y s6lo aparece cuando se rompen en péptidos por
proteolisis; esto suele ocurrir durante el procesado de los alimentos, por hidrdlisis
inducida (algunos alimentos infantiles), por enzimas endégenas del alimento o por la
actividad microbiana en alimentos fermentados, o incluso también por accion de las
enzimas digestivas. Una vez liberados, los péptidos pueden actuar como compuestos
reguladores con una actividad similar a la de las hormonas. Dicha actividad se basa en
la composicién aminoacidica y la secuencia, y generalmente contienen entre 3 y 20
restos aminoacidicos por molécula (Pihlanto-Leppala, 2001). Algunos péptidos derivados
de las proteinas séricas son las o y B lactorfinas (derivadas respectivamente de la o-
lactalbumina y de la B-lactoglobulina), las lactoferroxinas (derivadas de la lactoferrina),
que actuan como antagonistas de opiaceos; las lactoforinas (derivadas de la de la o-
lactalbumina y de la B-lactoglobulina) y la seroforina (de la seroalbimina) que tienen
actividad opiécea; la lactoferricina (también derivada de la lactoferrina), con propiedades
antimicrobianas, y las casoplatelinas (procedentes del glucomacropéptido), con
propiedades antitrombdticas (Fox y Flynn, 1992; Meisel, 1998; Schanbacher y col.,
1998; Tomé y Debabbi, 1998; Gerdes y col., 2001).
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Existen ademés compuestos no nitrogenados en el suero y sus derivados que son
bioactivos. La lactosa es un prebiético que promueve el crecimiento de bacterias beneficiosas y
es precursor de otros compuestos bioactivos, como la lactulosa o el acido lactobidnico (Walzem
y col., 2002). Aunque la concentracion de lipidos suele ser baja en el suero, las bioactividades de
la esfingomielina y el &cido linoleico conjugado son de potencial interés sobre la salud. Los
esfingolipidos complejos y sus productos de digestion, las ceramidas y esfingosinas, son
compuestos con efectos en la regulacion celular (Vesper y col., 1999). El impacto del &cido
linoleico conjugado, dado su papel en la modulacién del metabolismo de macronutrientes, se
centra en aspectos como la prevencion del cancer, la obesidad, la diabetes y las enfermedades

cardiovasculares (Belury, 2002).

1.4.7.9. APLICACIONES DE PRODUCTOS DE PROTEINAS DE SUERO MODIFICADAS

En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones relacionadas con
productos derivados de las proteinas del lactosuero bovino modificadas, aunque en algunos
casos ya existen productos comerciales. Uno de estos productos se elabora a partir de proteinas
séricas sometidas en disolucion a un tratamiento térmico de 70-90°C durante 5-60 min, de
manera que se sufran una desnaturalizacion pero sin que aparezca una agregacion inmediata.
Esta se consigue posteriormente en frio mediante la adicion de sales. Los productos obtenidos
son utiles como reemplazantes de otros gelificantes y espesantes habitualmente empleados en
la elaboracion de productos carnicos, postres o salsas (Bryant y McClements, 1998; Johnson,
2000b). También se esta trabajando en el campo de la hidrdlisis enzimatica de las proteinas del
lactosuero bajo condiciones controladas, que parece mejorar sus propiedades espumantes y
emulsionantes, permitir la formacion de geles sin aplicacion de calor, e incrementar la estabilidad
frente a los tratamientos térmicos; incluso se mejora la absorcién intestinal en relacién a la
proteina intacta y puede reducir los fenémenos alérgicos (Doucet y col., 2001). Por otra parte, ya
se encuentran en el mercado productos de proteinas del suero modificados, como los CPS
extruidos, con un contenido proteico del 50%, que se aplican, con el fin de mejorar su textura y
propiedades nutritivas, en barritas proteicas, cereales y en productos carnicos (Foegeding y
Luck, 2003).
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5. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS DEL
LACTOSUERO Y DE LOS CONCENTRADOS DE PROTEINAS DE SUERO

Las proteinas juegan un papel vital en la expresion de los atributos sensoriales de
muchos alimentos debido a las propiedades fisico-quimicas Unicas que poseen y que suelen
denominarse propiedades funcionales. Existen numerosas definiciones de propiedades
funcionales. Las propiedades funcionales de las proteinas se pueden definir como aquellos
atributos fisico-quimicos que hacen que sean utiles en los alimentos, o bien como aquellas
propiedades fisicas y quimicas que afectan al comportamiento de las proteinas en sistemas
alimentarios durante el procesado, almacenamiento, preparacién y consumo (Damodaran, 1996).
Sin embargo, hay otros aspectos a tener en cuenta, ademas de estas propiedades
fundamentales, para que un ingrediente proteico pueda ser utilizado: debe estar libre de
componentes tdxicos y factores antinutritivos, de sabores, aromas y colores extrafios, y ser
compatible con otros ingredientes de la formulacion, asi como con los procesos a los que pueda

ser sometido durante la elaboracion del alimento (Morr, 1979; Kilara y Vaghela, 2004).

Las propiedades funcionales de las proteinas se relacionan con sus propiedades fisicas,
quimicas y estructurales intrinsecas. Estas incluyen el tamafio, forma, composicion y secuencia
aminoacidica, carga neta y distribucion de la carga, y relacion hidrofobia/hidrofilia. Las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria, los enlaces inter- e intrapeptidicos (enlaces
disulfuro), la rigidez o flexibilidad molecular en respuesta a los cambios ambientales, y la
naturaleza y extension de las interacciones con otros componentes son también importantes
(Damodaran, 1996). Cuando se aplican en la elaboracion de alimentos, las propiedades
funcionales de los CPS se ven ademas influidas por su propia composicién, la composicion del
alimento al que se afiaden, y por las condiciones requeridas para la fabricacion de éste. Por
ejemplo, su funcionalidad est& afectada por el pH y la composicion i6nica, la concentracién de
azucares, estabilizantes, emulsionantes y lipidos en el alimento, ademas de por los tratamientos
que sufre el mismo: tratamientos térmicos, congelacion, concentracién, deshidratacion, etc. (Morr
y Ha, 1993). Ademas las propiedades intrinsecas de las proteinas de suero estan influidas por la
fuente de suero, el pretratamiento y las condiciones de procesado; sin embargo, parece que las
diferencias en funcionalidad en los CPS estan mas relacionadas con la modificacion proteica
durante la fabricacion de queso o caseina acida que el propio proceso de elaboracion de los
concentrados (De la Fuente y col., 2002).
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Existen diversas propiedades funcionales de las proteinas de interés: interacciones
proteina-agua (incluye solubilidad, viscosidad, capacidad de unir agua), propiedades
espumantes y emulsionantes, capacidad de formar geles, etc. La mayoria de los alimentos
procesados son geles, emulsiones 0 espumas, y la capacidad de las proteinas de desarrollar
estas estructuras esta muy relacionada con su solubilidad (Damodaran, 1996; Zayas, 1997). A
continuacién describiremos las principales propiedades funcionales de las proteinas del suero en

relacion a sus aplicaciones en la industria alimentaria.

1.5.1. Solubilidad

La solubilidad es a menudo considerada como un prerrequisito para el desarrollo de
otras funcionalidades y para que se pueda aplicar en la elaboracion de numerosos alimentos
(Kinsella, 1976). Las proteinas del suero nativas son altamente solubles, especialmente si se las
compara con los caseinatos o la proteina de soja, en un amplio intervalo de concentraciones,
valores de pH, temperatura, actividad de agua y condiciones idnicas (Morr, 1989). La solubilidad
proteica tiene muchas definiciones, ya que las proteinas, en un medio acuoso, pueden formar
soluciones verdaderas o coloidales, o suspensiones de particulas insolubles (Borderias y
Montero, 1988). Desde el punto de vista termodinamico, la solubilidad de una proteina es la
concentracion de dicha proteina en el disolvente en un sistema con una o dos fases (solucion

proteica en fases liquido-liquido o liquido-sélido) en el estado de equilibrio (Vojdani, 1996).

La solubilidad de las proteinas séricas esta influida, ademas de por factores intrinsecos
de las moléculas, por el pH de disolucion, la fuerza idnica del medio y el efecto del
calentamiento. La solubilidad de las proteinas del suero es pH-dependiente, de forma que la
solubilidad disminuye a medida que desciende el pH hacia su punto isoeléctrico que se sitla
alrededor de 4-5 (Morr y Ha, 1993), aunque aun en este caso siempre es superior al 68% (Hung
y Zayas, 1992). De hecho, la B-lactoglobulina es casi soluble al 90% a su pl en solucién acuosa
(1mg/ml en agua, pH 5,1) y la a-lactalbimina en un 68% a pH 5,0 a la misma concentracion
(Vojdani, 1996). Esto hace que puedan ser empleadas en alimentos con pH &cido sin problemas,
aunque la solubilidad de las proteinas del suero en CPS comerciales puede ser relativamente
baja incluso a pH neutro y presenta una gran variabilidad; se han citado valores que oscilan entre
el 35y el 91% (de Wity col., 1986; Liao y Mangino, 1987). Esta variacion se ha atribuido a los
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tratamientos aplicados durante la obtencion de CPS y APS, que pueden a veces producir cierto
grado de desnaturalizacion, tendiendo a disminuir la solubilidad. Esta no suele verse alterada por
la ultrafiltracion o la deshidratacion por atomizacion, aunque si por los tratamientos térmicos que
puede sufrir el suero (Singh, 2003). El pH y la temperatura presentan una gran interaccién entre

ambos a la hora de influir en la solubilidad proteica (Pelegrine y Gasparetto, 2005).

La temperatura es el factor mas importante que afecta a la solubilidad de las proteinas
de suero y sus derivados. En general la solubilidad aumenta al incrementarse la temperatura
entre 0 y 40-50°C. El incremento de la temperatura desordena progresivamente las moléculas de
proteina y disolvente mediante la rotura de enlaces iénicos y de hidrogeno, que desestabiliza la
estructura proteica y causa desplegamiento, reversible o irreversible. Cuando se produce el
desplegamiento, los grupos hidrofébicos (como los enlaces sulfhidrilo) inicialmente ocultos en el
interior, interaccionan y reducen la union con el agua. Si es irreversible, las interacciones
proteina-proteina se intensifican y se produce agregacion y precipitacion (Robin y col., 1993;
Vojdani, 1996). La B-lactoglobulina es muy sensible a la desnaturalizacion por el calor, aunque el
grado de desnaturalizacion de ésta y otras proteinas del suero depende de otros factores, siendo
mayor alrededor de su pl y disminuye con la concentracion proteica (de Wit y Klarenbeek, 1984).

El efecto de los tratamientos térmicos que puede sufrir el suero durante la fabricacion de
los CPS es fuente de contradiccion entre diversos autores. La pasterizacion del suero puede
causar hasta un 20% de desnaturalizacion con la consecuente pérdida de solubilidad segun
algunos (Singh, 2003), mientras que otros afirman que afecta muchisimo mas el calentamiento
del retenido de UF (Morr, 1987a); asi, la solubilidad de los CPS no disminuye con un tratamiento
a 65°C 30 minutos (Schmidt y col., 1986), pero la pasterizacion del retenido a 72°C 15 segundos
la disminuye (Mangino y col., 1987). También una desnaturalizacién parcial, bien durante la
obtencion de los CPS o bien en el procesado de los alimentos a los que se afiade, hace a la
solubilidad de las proteinas mucho mas sensible a los efectos del pH y de las sales (de Wit,
1984).

En cuanto al efecto de la presencia de sales y la fuerza idnica, la solubilidad de las
proteinas globulares se incrementa cuando lo hace la concentracion de las sales neutras
(salting-in) hasta alcanzar un maximo, a partir del cual si aumenta ain mas la concentracion
disminuye la solubilidad (salting-out). En este punto hay una competencia entre la proteina y los
iones de la sal por unirse al agua (Vojdani, 1996). Los CPS con alto contenido en cenizas suelen
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mostrar una baja solubilidad; en el otro extremo se encuentran los APS, obtenidos por
intercambio idnico, que poseen un 95% de contenido proteico con valores cercanos al 100% de
solubilidad (Morr, 1987b). En concreto, el contenido en calcio esta correlacionado negativamente
con la solubilidad. La solubilidad mejora si se sustituyen por iones sodio antes de la UF y la
deshidratacion, sobre todo a valores de pH entre 4,5 y 5,5 (Zayas, 1997). La solubilidad de los
CPS se ve poco afectada por la adicién de NaCl (Renner y Abd El-Dalam, 1991).

La disolucién de la proteina de los CPS implica una serie de fenémenos: a) dispersion de
las particulas de polvo en el disolvente para permitir la hidratacion; b) disociacién de los solutos
de pequefio tamafio y los complejos moleculares de proteinas mediante el debilitamiento de los
enlaces inter- e intramoleculares; y c¢) reorganizacion de las estructuras de las moléculas
proteicas mediante la rotura de enlaces electrostaticos y puentes de hidrégeno, para permitir que
los residuos hidrofilicos se proyecten dentro de la solucidn, pero manteniendo los enlaces
hidrofobicos de forma que los residuos hidrofébicos estén protegidos del ambiente acuoso (Morr
y Ha, 1993).

En la mayoria de los alimentos procesados, la elaboracion se simplifica y la consistencia
del producto mejora cuando se emplean ingredientes solubles y féciles de dispersar. La
solubilidad elevada es especialmente importante en bebidas y en sopas y salsas, de manera que
no se formen precipitados o sedimentos. En otros productos, como productos carnicos picados,
aderezos de ensaladas, productos lacteos y de panaderia, son mas importantes otras
propiedades funcionales, pero igualmente éstas se ven afectadas por la solubilidad proteica
(Burrington, 2004b)

1.5.2. Propiedades emulsionantes

Un grupo muy importante de propiedades funcionales son las de superficie, que incluyen
las propiedades emulsionantes y espumantes. Se deben a la habilidad de las proteinas para
reducir la tensidn interfacial entre componentes hidrofébicos e hidrofilicos en los alimentos, y
estan estrechamente relacionadas con la solubilidad de la proteina (Bech, 1981). No obstante,
las proteinas no solo disminuyen dicha tension, sino que también inhiben activamente la
coalescencia mediante la alteracién de las propiedades viscoelasticas de la interfase. El material
adsorbido puede también prevenir la aproximacion de las gotas de aceite (en las emulsiones

aceite en agua) haciendo que las superficies tengan suficiente carga para repelerse o creando
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una capa superficial extendida, que también dificulta el acercamiento. Cuando las proteinas se
adsorben en una interfase aceite-agua, las regiones hidrofobicas de su molécula se sitian, o
posiblemente se disuelven de forma parcial, en la fase de aceite, mientras que las regiones
hidrofilicas se disponen hacia la fase acuosa (Dalgleish, 2004). Una vez adsorbidas, algunas
proteinas son capaces de interactuar quimicamente formando enlaces disulfuro intermoleculares,
como ocurre con la B-lactoglobulina o la a-lactalbumina, (Dickinson y Matsumura, 1991;
Damodaran y Anand, 1997) aunque esta reaccion no ocurre en solucién a menos que las
proteinas estén desnaturalizadas por el calor (Foegeding, 1989). La desnaturalizacion superficial
de las proteinas adsorbidas es parcialmente reversible en la a-lactalbumina, pero causa cambios

irreversibles en la B-lactoglobulina (Dalgleish, 2004).

Cuando se habla de las propiedades emulsionantes, se emplean a menudo dos
expresiones: capacidad emulsionante y estabilidad de la emulsion. La capacidad emulsionante
es la cantidad de aceite que puede ser emulsionada por cierta cantidad de proteina antes de que
se produzca una inversion de fase o que la emulsién se colapse. La estabilidad de la emulsion es
la habilidad de una proteina para formar una emulsién y que ésta permanezca sin cambios por
un cierto periodo de tiempo y bajo determinadas condiciones (Hill, 1996). Ademéas se suele
manejar otro concepto, el de actividad emulsionante, que se refiere a maxima area interfacial por
unidad de proteina de una emulsién estabilizada en sistemas bien definidos (de Wit y col., 1988).
En general, la capacidad emulsionante de los CPS es baja en relacion a su actividad

emulsionante y a la estabilidad de las emulsiones que forma (Renner y Abd El-Salam, 1991).

La concentracion de proteina, el tipo de la proteina, el pH y la concentracion en sales
afectan la capacidad emulsionante de una solucion proteica (Klemaszewski y col., 1992; Cayot y
Lorient, 1998). Otros factores que afectan la capacidad emulsionante son la competencia entre
proteinas (Dalgleish y col., 1991) o entre proteinas y otras moléculas (p.ej. fosfolipidos)

(Dickinson y Tanai, 1992) para la adsorcion en la interfase.

Se ha observado que la capacidad emulsionante de la B-lactoglobulina es superior a la
de la a-lactalbumina y la seroalbimina (Klemaszewski y col., 1992; Zayas, 1997); esto se explica
por el hecho de que las dos ultimas poseen una integridad estructural (debida a la presencia de
puentes disulfuro) que les impide una répida dispersion en la interfase, lo que origina una

pelicula mas débil. La B-lactoglobulina es mas flexible y produce goticulas mas pequenfas,
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peliculas mas fuertes y, por consecuencia, emulsiones més estables. La disminucién de la fuerza
ibnica hace aumentar la cantidad de aceite emulsionado para todas estas proteinas, lo que
indica la importancia de las interacciones electrostaticas en la reduccién de la coalescencia. En
cuanto a la concentracion de proteina, se ha observado que cuando ésta aumenta, el tamafio de
las gotas de grasa disminuye (Pearce y Kinsella, 1978) y que la estabilidad de la emulsién se ve

incrementada al facilitar que exista mayor cantidad de proteina adsorbida (Zayas, 1997).

Cerca del pl de las proteinas del suero (entre pH 4 y 5) se observa una disminucion de
sus propiedades emulsionantes debido al descenso de su solubilidad. Sin embargo, existen otros
factores por los que en el pl la capacidad emulsionante pueda aumentar, como es el aumento de
enlaces hidrofébicos entre lipidos y proteinas (Borderias y Montero, 1988). En el caso de las
proteinas del suero, Klemaszewski y col. (1992) comprobaron que con excepcion de la -
lactoglobulina, el comportamiento emulsionante es independiente del pH. Lorient y col. (1991)
refieren que las proteinas del suero presentan buenas propiedades emulsionantes excepto a
valores de pH entre 4 y 5 si se presentan desnaturalizadas por accion térmica. También estos
autores han observado que a valores de pH entre 3 y 5 la a-lactalbumina predomina sobre la -
lactoglobulina en la superficie de las goticulas de grasa de las emulsiones, mientras que, con
valores de pH entre 7 y 9 la B-lactoglobulina predomina sobre todas las otras proteinas séricas.
Por su parte, Walstra y col. (2001) refieren que las proteinas séricas desnaturalizadas por el
calor son poco eficaces en estabilizar emulsiones, pero también afirman que la desnaturalizacién
con valores de pH elevados no es tan perjudicial. EI comportamiento frente al pH es algo
diferente en las proteinas de suero individuales en relacion a los CPS, ya que éstos presentan
buenas propiedades emulsionantes en aderezos para ensaladas con un valor de pH de 4,0 y en
emulsiones carnicas (de Wit, 1984).

El incremento en la fuerza iénica disminuye las interacciones entre proteinas basadas en
la carga y consecuentemente produce el mismo efecto que los cambios de pH hacia el pl (Robin
y col., 1993).

La pasterizacion de la leche para la fabricacion de queso o el suero que se produce
durante la misma no parece afectar negativamente a las propiedades emulsionantes, aunque si
que disminuye la capacidad emulsionante de una manera clara si se pasteriza el retenido de UF

(Mangino y col., 1987), al igual que sucede con la solubilidad. A diferencia de lo que sucede con
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otras proteinas, el calentamiento de la B-lactoglobulina produce un descenso de la hidrofobicidad
superficial comparado con la que presenta la proteina nativa, lo que da lugar a un
empeoramiento de las propiedades emulsionantes (Damodaran, 1996).

Los efectos desestabilizantes de las moléculas de lipidos sobre la capacidad
emulsionante de las proteinas fueron demostrados sobre todo para fosfolipidos y monoglicéridos.
Este hecho se debe a su capacidad de reducir la cantidad de proteina adsorbida en la interfase
con las goticulas de grasa (Yamanchi, 1980). Cayot y Lorient (1998) afirman que, con la adicién
de mono y diglicéridos a una emulsion estabilizada por proteinas séricas no desnaturalizadas
térmicamente, se observa una disminucion de la cantidad de proteina adsorbida sin que se
modifique el tamafio de las goticulas de grasa. Asi, sugieren que en estas condiciones, la
separacion no se ve afectada por las modificaciones en la reologia del medio dispersante. Los
lipidos y surfactantes de baja masa molecular también afectan la formacién de espumas porque
compiten con la proteina en los locales de adsorcién en las interfases (Vaghela y Kilara, 1996a).
Karleskind y col. (1996) observaron que el contenido en fosfolipidos de los CPS se
correlacionaba positivamente con el tamafio de las goticulas de la emulsion y con la intensidad
de separacion de la grasa, y que CPS con bajos contenidos en lipidos presentan emulsiones
mas estables. El contenido en cenizas de CPS se correlaciona positivamente con sus
propiedades emulsionantes. Blecker y col. (1997) observaron mejoras en las propiedades
emulsionantes y espumantes de CPS a pH 7 y 4, después de hidrolisis enzimatica de la grasa
residual. Patel y Kilara (1990) refieren que la grasa libre y ligada se correlacionan negativamente
con las propiedades emulsionantes y espumantes de CPS mientras que las cenizas, el calcio y la
entalpia de desnaturalizaciéon de las proteinas se correlacionan positivamente con aquellas
propiedades. La informacién recogida por estos autores confirma el interés en utilizar técnicas de

eliminacién de la grasa residual en el proceso de produccién de CPS.

1.5.3. Propiedades espumantes

Una espuma es un sistema coloidal que contiene burbujas de aire dispersas en una fase
acuosa continua; estas burbujas pueden ser esféricas o poliédricas (Damodaran, 2005). La
formacion de una espuma puede describirse como la creacion y estabilizacion de burbujas de
gas en un liquido. Un factor esencial para la formacion de espumas a partir de soluciones

proteicas es la difusion rapida de las proteinas a la interfase aire-agua para reducir la tension
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superficial, seguida del desplegamiento parcial de la proteina, orientandose los grupos
hidrofilicos e hidrofébicos hacia la fase acuosa y no acuosa, respectivamente. Esto da lugar al
encapsulamiento de las burbujas y a la asociacién de las moléculas proteicas, a veces con una
desnaturalizacion parcial y coagulacién, dando lugar a un film cohesivo intermolecular con un
cierto grado de elasticidad (de Wit y col., 1988; Zayas, 1997). Usualmente se distingue entre
capacidad espumante, que es el volumen de espuma formado por volumen de dispersion
proteica; y estabilidad de la espuma, que es la habilidad de la espuma para mantener su
volumen maximo durante cierto periodo de tiempo (Renner y Abd El-Salam, 1991); usualmente
para determinarla se expresa como el volumen de liquido drenado de la espuma o el descenso
de volumen de la misma por unidad de tiempo (Robin y col., 1993). Las espumas mas estables
se forman con proteinas solubles que pueden interaccionar y formar peliculas viscosas gruesas.
Existe una clara correlacion entre la solubilidad de las proteinas y sus propiedades espumantes
(Zayas, 1997). La capacidad espumante tiene una correlacion positiva con la hidrofobicidad
media de las proteinas (Damodaran, 2005).

Las proteinas del suero poseen excelentes propiedades espumantes porque son
molecularmente solubles y estabilizan las espumas mediante el incremento de la viscosidad. En
estado nativo, la B-lactoglobulina, la a-lactalbdmina y la seroalbimina muestran una adsorcion

similar en la interfase gas/agua (Zayas, 1997).

Numerosos factores influyen en las propiedades espumantes: concentracion de proteina,
nivel de desnaturalizacion, fuerza idnica, tratamiento térmico previo y presencia de lipidos
(Singh, 2003). Generalmente, la capacidad espumante se incrementa con la concentracion de
proteina hasta un valor maximo, a partir del cual decrece; para las espumas obtenidas con CPS

el maximo se observa con concentraciones de 8-12% de proteina.

La estabilidad de las espumas puede incrementarse mediante la apertura de las
estructuras globulares de la a-lactalbimina y la B-lactoglobulina, y la exposicion de grupos —SH,
aunque no mejora la capacidad espumante (Zayas, 1997). Asi, la desnaturalizacion parcial por
calor de las proteinas incrementa las propiedades espumantes de los CPS, con mayor efecto en
la estabilidad de la espuma que en la capacidad espumante. Sin embargo, una excesiva
desnaturalizacion y agregacién de las proteinas tiene un efecto negativo sobre las espumas
(Singh, 2003; Damodaran, 2005). La desnaturalizacion parcial de la B-lactoglobulina durante la

homogeneizacién puede mejorar sus propiedades espumantes (Zayas, 1997).
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Los lipidos en general y, en particular, la presencia de fosfolipidos y acidos grasos
insaturados, puede romper las espumas, como resultado de su mayor actividad superficial y el
efecto adelgazante de la pelicula proteica que ejercen (Singh, 2003). La hidrofobicidad superficial
de las proteinas se relaciona negativamente con el contenido de lipidos porque éstos compiten
por los lugares de union de las proteinas. Si los grupos hidrofébicos estan ocupados por los
lipidos, estan bloqueados y no participan en otras interacciones hidrofébicas (Zayas, 1997). La
eliminacion de lipidos residuales de los sueros incrementa de forma importante las propiedades

espumantes de los CPS (Pearce y col., 1991; Karleskind y col., 1995c).

El pH de la solucién afecta significativamente a las propiedades de las espumas
influyendo en la carga neta de la proteina y a la formacion de la pelicula y sus propiedades. El
desarrollo de presion superficial, las interacciones proteina-proteina, el espesor de la pelicula y
las propiedades viscoelasticas se ven afectadas por la carga neta (Phillips y col., 1994). La
maxima capacidad espumante y estabilizacion de la espuma se ha observado a valores de pH
de 4-6 (Phillips y col., 1990; Singh, 2003). Esto se atribuye a la formacion de una pelicula
proteica mas cohesiva en la interfase aire-agua, debido a la reduccién de las repulsiones
electrostaticas, que alcanzan el maximo en el pl de las proteinas, de forma que se adsorben mas

proteinas en la interfase (Zayas, 1997; Singh, 2003).

No estd claro el efecto que ejercen los iones y el contenido en cenizas sobre las
propiedades espumantes. Mientras que algunos autores han observado correlaciones positivas
entre la capacidad espumante y el contenido en calcio, cloruro sédico y cenizas (Halling, 1981;
Patel y Kilara, 1990), otros detectan peores propiedades cuando existe una elevada cantidad de
NaCl (Phillips y col., 1991). Zhu y Damodaran (1994) han sefialado que los cationes divalentes
Caz* y Mg?* influyen significativamente en las propiedades espumantes de los APS. Parece que
la agregacion lenta que inducen los cationes produce una pelicula viscoelastica mejor que

retarda el drenaje del liquido mediante la prevencién del adelgazamiento del film.

La hidrdlisis parcial de las proteinas del suero mediante proteasas incrementa el
volumen de espuma pero reduce su estabilidad (Zayas, 1997). Sin embargo, la hidrolisis limitada
de los CPS combinada con un calentamiento a 55-70°C proporciona unas excelentes capacidad
espumante y estabilidad, siempre que el pH se encuentre entre 7 y 8 antes de la formacion de la
espuma (Singh, 2003).
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1.5.4. Formacion de geles

Bajo circunstancias adecuadas, el balance entre interacciones polimero-polimero y
polimero-agua dan lugar a la formacién de redes o estructuras denominadas geles. Los geles
son capaces de retener grandes cantidades de agua y otros compuestos en la red, lo cual los
diferencia de los coagulos. Hay dos pasos en el proceso de formacion del gel: el primero implica
la desnaturalizacion de la proteina, y el segundo es una reorganizacion de las moléculas
desnaturalizadas produciéndose una agregacion y la formacion de la red (Kilara y Vaghela,
2004).

El espesamiento de las soluciones o formacion de geles depende de la capacidad de las
proteinas para formar agregados. Muchos de los aminoécidos reactivos (no polares y residuos
cisteina) se localizan en el interior de las proteinas globulares y suele ser necesario provocar
cierto grado de desplegamiento antes de que se produzca la agregacion. La principal fuerza
responsable del mantenimiento del estado plegado en las proteinas del suero en solucion es el
efecto hidrofébico, mientras que la fuerza que mas favorece el desplegamiento es la entropia
configuracional (Bryant y McClements, 1998). A temperaturas relativamente bajas (< 65°C), el
efecto hidrofébico predomina y se favorece la estructura plegada, aunque se ha comprobado que
el desplegamiento de las proteinas del suero empieza a 40°C y progresa lentamente hasta
alcanzar un 10% de desnaturalizacion a 62°C; después se observa una vuelta a casi el estado
inicial hacia los 65°C. A temperaturas mas altas la entropia configuracional es mas importante y
se favorece el desplegamiento, observandose un incremento del porcentaje de desnaturalizacion
en relacion lineal con el aumento de la temperatura, llegando al 95% a 85°C (Parris y Baginski,
1991; Hvidt y Westh, 1992). Sin embargo, algunos autores afirman que, a las temperaturas
normalmente usadas para la preparacion de los ingredientes de proteinas de suero (<100°C), las
proteinas globulares solo se hallan parcialmente desplegadas en un “estado globular fundido” de
la molécula de proteina de suero que retiene mucha de la estructura secundaria del estado
nativo de la molécula, aunque el desplegamiento ocasiona la formacién de zonas hidrofébicas en

la superficie de las proteinas (McSwiney y col., 1994; Qi 'y col., 1997).

Los mecanismos moleculares responsables de la formacion de los agregados durante y
después del desplegamiento de las proteinas todavia no estan muy claros. Se considera que la

agregacion se produce como una secuencia de reacciones de desplegamiento monomoleculares
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y de pasos de agregacion bimoleculares para dar lugar a estructuras poliméricas de orden mas
alto. Se asume que las fuerzas implicadas en la agregacion son interacciones no especificas
entre regiones hidrofébicas de las cadenas polipeptidicas desplegadas, aunque los enlaces de

hidrégeno y las interacciones idnicas pueden participar también (Aguilera, 1995).

Los geles formados por las proteinas del suero varian desde aquéllos que son elasticos
y translicidos a los que son méas quebradizos, con estructuras similares a cuajadas. Los geles
translicidos y elasticos se forma calentando dispersiones de CPS con baja concentracién de
proteina (3-5%) a bajas temperaturas, o dispersiones que han sido dializadas. Geles més rigidos
y opacos se forman a altas concentraciones de proteinas, elevadas temperaturas o en la
presencia de iones (Schmidt y Morris, 1984). Existen diferencias estructurales entre ambos tipos
de geles. En soluciones de proteinas con un nivel bajo de sales, la mayoria de la superficie de
las moléculas proteicas es incapaz de formar enlaces con otras moléculas debido a la repulsion
electrostatica residual que existe entre ellas. Sin embargo, pueden formarse enlaces entre zonas
no polares y otra proteina, o entre dos zonas no polares debido a interacciones hidrofébicas. Las
moléculas en este caso se agregan en una cadena ordenada de “cuentas” o estructura
filamentosa. A concentraciones de sales relativamente altas, la repulsion electrostatica entre
moléculas esta completamente anulada u oculta y, consecuentemente, se pueden formar
enlaces en cualquier punto de su superficie. Esto da lugar a la formacion de agregados esféricos
de gran tamafio. Con niveles intermedios de sales, se forma una mezcla de los dos tipos de
estructuras (Doi, 1991; Kitabake y Doi, 1993).

La capacidad de gelificar y la fuerza del gel de las soluciones de CPS se incrementan
con la concentracion proteica, mientras que la presencia de lipidos y lactosa puede impedir la
gelificacion (Mulvihill y Kinsella, 1987). La concentracién minima de proteina de los CPS para
formar geles oscila entre el 6,5-7,5% (Steventon y col., 1991; Britten y Pouliot, 1996), aunque
esta concentracién varia con diversos factores, entre ellos el pH de la disolucion: 4% a pH 4,5, 6-
8% a pH 6y 8-12% a pH 7,5 (Morr y Foegeding, 1990). Las proporciones de las distintas
proteinas de suero en los CPS afectan a su gelificacion. Se forman geles translucidos por
calentamiento de concentrados con baja concentracion de B-lactoglobulina, mientras que los que
poseen cantidades elevadas dan lugar a geles opacos. La fuerza de los geles se relaciona
directamente con la concentracion de esta proteina (Langley y Green, 1989). Aunque la B-
lactoglobulina es la principal proteina que forma los geles térmicos formados por los CPS, la

seroalbimina también tiene esta capacidad. Paulsson y col. (1986) observaron que se formaban
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geles en soluciones del 2% de seroalbumina, del 5% de B-lactoglobulina, mientras que la o-

lactalbumina no forma geles por calentamiento hasta concentraciones del 20%.

Sin embargo la gelificacion de estas proteinas no se produce independientemente en las
mezclas y se ha observado que la presencia de a-lactalbimina, seroalbumina o incluso de
caseino-macropéptido mejoran la capacidad gelificante de la P-lactoglobulina. Se ha
comprobado que en mezclas de B-lactoglobulina y de a-lactalbumina, la primera gobierna el
mecanismo de agregacion (Schokker y col., 2000), pero que en geles obtenidos a 75-80°C se
forman agregados hidrofobicos que incluyen ambas proteinas, entre las que se establecen
puentes disulfuro (Gezimati y col., 1997). Durante las fases inciales del calentamiento de
soluciones mixtas de estas dos proteinas junto con seroalbumina, las moléculas de esta proteina
se despliegan y agregan entre si y con la a-lactaloimina. En etapas més avanzadas, las
moléculas de B-lactoglobulina se despliegan a su vez y forman polimeros de distintos tamafios
entre ellas y con la a-lactalbumina. A concentraciones proteicas suficientemente elevadas, estas
interacciones, constituidas basicamente por puentes disulfuro, dan paso a la formacion del gel.
Esta estructura consistira en cadenas de copolimeros de [3-lactoglobulina y a-lactalbumina con
agregados de seroalbumina embebidos en los espacios que dejan entre ellas. Este mismo
fendmeno, en el que se forman homo- y heteropolimeros de las proteinas antes de la

gelificacion, se produce también en los CPS (Havea y col., 2001).

Los geles de proteinas séricas mas fuertes se obtienen a valores de pH de 5-6,
disminuyendo a pHs inferiores o superiores; sin embargo, la fuerza aumenta a pH alcalino
(Renner y Abd El-Salam, 1991). Vreeker y col. (1992) refieren que a valores de pH bajos o
elevados, en los que las repulsiones electroestaticas son elevadas, las moléculas de proteina
tienen tendencia a presentar una agregacion lineal con pocas ramificaciones. Los geles
formados en estas condiciones tienen una matriz estructural uniforme y son transparentes. Con
valores de pH intermedios (4-6), las repulsiones electroestaticas son bajas y se observa una
agregacion aleatoria. Los geles formados en estas condiciones son opacos y se asemejan a

agregados de particulas coloidales.
Las variaciones en la concentracion de sales, junto con las modificaciones en el pH,

afectan al desarrollo de los geles porque alteran el balance entre las fuerzas atractivas y

repulsivas que regulan las interacciones proteina-proteina; ademas sus efectos son interactivos
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(Tang y col., 1995); de hecho, y como se comentd anteriomente, dan lugar a geles con diferentes
estructuras y aspectos. Los iones como el calcio, sodio y magnesio afectan a la gelificacion de
las proteinas del suero. Los cationes divalentes (como el calcio) disminuyen la temperatura de
desnaturalizacion de las proteinas, mientras que el cloruro sodico la incrementa. La sensibilidad
al calor de la B-lactoglobulina se incrementa por la presencia de iones calcio (Varunsatian y col.,
1983). La méxima fuerza del gel se produce a 10 mM de cloruro calcico, mientras que si se
afiade cloruro sodico, esto ocurre cuando alcanza una concentracion de 200 mM, lo que refleja la
mayor efectividad de los iones calcio comparados con los de sodio en el incremento de los
parametros reoldgicos relacionados con la fuerza del gel. Sin embargo, cuando se supera un
nivel critico en ambos tipos de sales, la matriz proteica se colapsa en agregados grandes,
densos y discontinuos rodeados de medio acuoso, los que contribuye a un descenso de la fuerza
del gel y refleja una formacion de enlaces excesiva entre cadenas polipeptidicas (Mulvihill y
Kinsella, 1987, 1988; Lupano y col., 1992). La adicién de niveles bajos de NaCl o CaCl, reducen
el tiempo de gelificacion y, en concreto, la adicion de NaCl da lugar a un descenso en la
concentracién minima de proteina necesaria para que se produzca la gelificacién (Morr y
Foegeding, 1990).

El efecto de la presencia de lipidos no estad muy claro, parece que existe una correlacion
negativa entre la concentracion de lipidos y la fuerza de los geles (Karleskind y col., 1995b), pero
que las lipoproteinas residuales no son el factor primario en la desestabilizacién de las

propiedades gelificantes de las proteinas del suero (Pearce y col., 1991).

1.6. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

Los paises del sur de Europa son tradicionalmente productores de leche y quesos de
oveja con caracteristicas unicas y con elevado potencial de desarrollo de mercado. Espafia y
Portugal son de los paises mas interesados en el desarrollo de la produccion agropecuaria
basada en los pequefios rumiantes por diversas razones, de las cuales destacan las condiciones
geoclimaticas que favorecen su competitividad, la potencialidad de produccion de quesos
acogidos a Denominaciones de Origen Protegidas y, como consecuencia, de mayor valor

afiadido, el ordenamiento forestal y la fijacion de poblaciones en regiones poco favorables.
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La obtencion de quesos origina una gran cantidad de suero que puede generar
consecuencias muy perjudiciales para el medio ambiente. En el caso de los sueros procedentes
de quesos de vaca, la investigacion y su aprovechamiento son muy intensos. Sin embargo, en
los quesos de oveja se desaprovecha en su mayoria y no son raros los casos en los que se
desecha directamente. Los sueros bovinos se transforman sobre todo en concentrados de
proteinas séricas (CPS) y aislados de proteinas séricas (APS) de alto valor en el mercado debido
a las propiedades nutricionales (Hambraeus, 1992) y funcionales (Mulvihill, 1992) de sus
proteinas. No obstante, tal y como se ha mencionado en el apartado 1.4.6.2., la presencia de
lipidos residuales no separados por centrifugacion, principalmente fosfolipoproteinas, y
procedentes de la membrana del glébulo graso, causan diversos problemas en el procesado del
lactosuero bovino, como son la rapida colmatacion de las membranas de UF y empeoramiento
de las propiedades funcionales de los CPS y APS, especialmente su capacidad espumante (Lee
y Merson, 1976; Muller y Harper, 1979; Hiddink y col., 1981; Marshall, 1982; De Wit, 1984;
Maubois, 1984; Fauquant y col., 1985; Christie y col., 1987; Maubois y col., 1987; Baumy y col.,
1990; Rinn y col., 1990; Pearce y col., 1991; Daufin y col., 1992, 1993; Gesan y col., 1993, 1995;
Pierre y col., 1994; Karleskind y col., 1995a; Aragoza y col., 1996).

De los tratamientos para separar dichas fosfolipoproteinas, el método de precipitacion
termocalcica propuesta por Fauquant y col. (1985) ha sido el de mayor éxito. Basicamente, el
método consiste en la formacidn de agregados de sales fosfocalcicas con las fosfolipoproteinas
a moderadas temperaturas y pH neutro (véase apartado 1.4.6.2.). Posteriormente, con un
proceso de MF, estos compuestos quedan en el retenido. Algunos investigadores han sefialado
el posible aprovechamiento de estos subproductos de la clarificacion, los retenidos de MF, ricos
en fosfolipoproteinas y, por eso, potencialmente utilizables porque pueden tener interesantes
propiedades funcionales, sobre todo las emulsionantes (Maubois, 1984; Maubois y col., 1987;
Joseph y Mangino, 1988a; Maubois y Ollivier, 1991). Sin embargo, no hay trabajos sobre las
propiedades funcionales de estos retenidos de microfiltracion ni sobre su utilizaciéon en la

elaboracion de alimentos.

La investigacion sobre el aprovechamiento de los sueros de queso de oveja es escasa.
Como se ha sefialado en un apartado anterior (1.4.2.), la utilizacidn clasica es la elaboracion de
quesos de suero, denominados en ltalia ricotta, en Portugal requeijdo y en Espafia requeson
(Pintado y col., 2001). De esta manera, se aprovechan una gran parte de las proteinas del suero

ovino. Sin embargo, se genera un subproducto, el suero “desproteinizado”, denominado en ltalia
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scotta y en Portugal sorelho, que aun contiene un 60% de la materia seca del suero, donde se
incluye no sélo lactosa y minerales, también grasa residual y proteinas. El tratamiento de este
subproducto apenas ha sido realizado, sélo Pizzichini y col. (1995) sefialaron que con la
aplicacion de la UF se podria reducir un 40% del efecto contaminante del suero desproteinizado

scofta.

No obstante, la utilizacién de suero de oveja con la elaboracién de requeson es bastante
reducida y la obtencion de CPS a partir de suero deberia ser una manera mas importante de
aprovechamiento de este subproducto. Sin embargo, los estudios que se han realizado sobre las
propiedades funcionales de CPS de suero ovino son escasos (Chianese y col., 1996;
Comendador y col., 1996; Casper y col., 1999; Pintado y col., 1999). Se ha observado que los
CPS de oveja poseen mejores capacidad espumante, estabilidad de la espuma y propiedades
gelificantes que los CPS bovino y caprino, lo cual se atribuye a su mayor contenido en -
lactoglobulina (Casper y col., 1999; Pintado y col., 1999), ya que estas propiedades presentan

una correlacién positiva con el contenido en esta proteina (Kim y col., 1987).

En cuanto a los posibles pretratamientos del suero ovino, Comendador y col. (1996)
sefialaron que las propiedades funcionales de los CPS obtenidos de suero desproteinizado
podrian mejorarse con un proceso de clarificacion antes de la UF. Solo Casper y col. (1999)
estudiaron algunas propiedades de CPS ovino en los cuales se eliminaron lipidos usando
quitosano. No obstante, no hay informacién sobre la obtencién de CPS ovino tanto de suero de
queso de oveja como de suero desproteinizado empleando como método de clarificacién la
precipitacidn termocalcica seguida de MF, ni tampoco de las propiedades funcionales de estos
CPS ni por supuesto de los correspondientes retenidos de MF. La utilizacién de los CPS y los
correspondientes retenidos de MF en la elaboracién de alimentos, sobre todo en los lacteos
obtenidos con leche de oveja (queso y requeson), podria ser muy interesante ya que, aunque
son abundantes los trabajos con CPS de origen vacuno, no hay ninguna investigacién sobre el
empleo de CPS ovino en la elaboracién de alimentos. Asi, por ejemplo, su adicién en quesos de
suero seria una manera facil de incorporar estas proteinas en un alimento, siendo posible
aumentar el rendimiento de fabricacién, como sucede en quesos con CPS bovinos (Jameson y
Lelievre, 1996). Sin embargo, este posible incremento del rendimiento podria afectar a ciertos

parametros de calidad del producto como su textura y color.
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Teniendo en cuenta estas premisas, el principal fin de esta Tesis Doctoral ha sido la
obtenciéon y estudio de concentrados de proteinas séricas de oveja elaborados mediante
precipitacidn termocélcica y microfiltracidn seguida de ultrafiltracién/diafiltracién a partir del suero
de queso y suero desproteinizado obtenido en la fabricacion de queso de suero (requeijéo), con
lo cual se aprovecharian estos dos subproductos. Este fin se ha desarrollado en los siguientes

objetivos parciales:

1. Estudiar la viabilidad de la precipitacién termocalcica y microfiltracién utilizando dos
membranas de tamafio de poro diferentes (0,65 y 0,20 um) y su efecto en los correspondientes
flujos de ultrafiltracion, comparandolos con los medidos en el proceso realizado en sueros sin

clarificar.

2. Determinar la composicion quimica general y la composicion nitrogenada de los
concentrados obtenidos por clarificacion o sin ella, con el fin de determinar la membrana de
microfiltracién mas adecuada para obtener productos de alta concentracién proteica, y de

establecer la posible relacion con sus propiedades funcionales.

3. Estudiar las principales propiedades funcionales (solubilidad, propiedades
emulsionantes y espumantes, capacidad gelificante) de los deshidratados de retenidos de

ultrafiltracion/diafiltracion y compararlos con los retenidos de ultrafiltracion convencionales.

4. Efectuar las mismas determinaciones en los retenidos de microfiltracién (subproductos
de la clarificaciéon) para evaluar su posible utilidad en la elaboraciéon de alimentos, lo que

aumentaria el interés de aplicar el tratamiento de clarificacion.

5. Realizar un primer aprovechamiento de proteinas séricas de oveja en la elaboracién
de alimentos; en este caso, utilizando tanto los deshidratados de retenidos convencionales de
ultrafiltracion como los de microfiltracién en la elaboracidén de un queso de suero (requeijéo), y
estudiar si aumentan el rendimiento de fabricacién y si afectan a ciertas caracteristicas del

producto como la textura, la microestructura y el color del producto.
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I.1. MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO Y REACTIVOS DE USO
GENERAL

I1.1.1. MATERIAL

Las pesadas se realizaron en balanzas analiticas de las marcas Mettler, modelo AE-200,
Haereus, modelo ADP 360, y AND, modelo HR-120.

Se utilizaron bafios termostatados de las marcas Grant, Kottermann'y Selecta.

Se utilizaron agitadores magnéticos y bafios de calentamiento de las marca Bibby,
modelo HC-502 y SBS.

Para las determinaciones del pH se utilizaron un pHmetro de mesa Crison modelo GLP
21, y otro portatil Metrohm, modelo 704 pHmetrom, ambos dotados de sondas termométricas.

En las determinaciones de extracto seco se emplearon estufas de las marcas Indelab y

Memmert y en las de cenizas un horno mufla Naber.

La destilacién del agua necesaria para realizar las extracciones y para la preparacion de

las disoluciones acuosas se realiz6 en un aparato “Millipore” mod. Rios 5.

I1.1.2. REACTIVOS

Todos los productos quimicos utilizados en este trabajo fueron de calidad analitica,

suministrados por las firmas Merck, Panreac, Riedel de Haen y Sigma.
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I.2. ORIGEN DE LAS MUESTRAS

Los sueros de queso y sorelhos procedian de la elaboracién de queso Serra da Estrela'y

de requeifao.

El queso Serra da Estrela es el mas conocido de los quesos tradicionales portugueses y
fue el primero en beneficiarse del estatuto de queso con Denominacion de Origen Protegida. Su
nombre se relaciona con la region de Serra da Estrela, la montafia mas alta de Portugal. Se
produce en 18 ayuntamientos siendo los de mayor produccion: Celorico da Beira, Gouveia,
Guarda, Manteigas, Oliveira do Hospital y Seia. El queso se obtiene por coagulacion de la leche
cruda de oveja con un extracto de la flor de cardo (Cynara cardunculus L.). De acuerdo con el
estandar legal (NP-1922, 1985 y Decreto 42/85), el producto tiene la forma de un cilindro bajo,
sin bordes salientes. Tiene un didmetro de 15-20 cm y una altura de 4-6 cm y pesa entre 1y 1,7
Kg. Las caras laterales son convexas. La corteza es fina, uniforme y de color amarillo-paja. La
masa es de color marfil, con pocos agujeros y de textura blanda, que se deforma répidamente y
de forma esponténea al corte. Su aroma es fuerte y ligeramente &cido. El contenido de humedad
en el queso libre de materia grasa se debera situar entre 61y 69% y el contenido de grasa en el
extracto seco debera estar comprendido entre 45 y 60%. Su fabricaciéon es artesanal. La
produccion anual es de aproximadamente 2.000 Tm y su valor comercial se situa en torno a los
15-20 €/kg.

Como ya se menciond en la Introduccién (apartado 1.4.2), el requeijdo es un queso de
suero ovino tradicionalmente, al que se le afiade cierta cantidad de leche de oveja y que se
obtiene por calentamiento y sin acidificacion. Se obtiene ademas un subproducto, el sorelho, que
contiene menos proteinas que el lactosuero. En la figura I1.1 se presenta un diagrama de flujo del
proceso de elaboracion habitual del queso Serra da Estrela junto con el proceso de produccion

de requeijéo.
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Recepcion de la leche

y
Filtracion de la leche

A 4

Calentamiento a la temperatura
de coagulacion
(28-30°C)

>

y

Coagulacién (45-60 min)

y

Corte de la cuajada
(horizontal y vertical,
en cubos de 2 cm de lado)

y

Trabajo de la cuajada
(agitacion lenta)

y

Adicion de la solucion coagulante:
Cardo (Cynara cardunculus L.), 0,2-0,3 g/l leche

Adicion de NaCl (7-20 g/l leche) en caso de
salado en leche o mixto

Desuerado y moldeo

y
Prensado (facultativo)

y
Salado externo (facultativo)

y

Maduracién
12 fase (15 dias): 6-10°C, 90-95% H.R.
22 fase (30 dias): 10-14°C, 80-90% H.R.

QUESO SERRA DA ESTRELA

Leche de oveja,

cabra o vaca

(=10% VIv)
»  SUERO
¥
Calentamiento y agitacion
(90-95°C, 10-30 min)
v » SORELHO

Recuperacion de
agregados y envasado

y

Enfriamiento (6-8°C)

REQUEIJAO

Figura I1.1. Diagrama de los procesos de fabricacion del queso Serra da Estrela'y de Requeijéo.
Adaptado de Rodrigues y col. (2000).
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II.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

11.3.1. RECEPCION DE LOS SUEROS DE QUESO Y DE SUERO DESPROTEINIZADO
(SORELHO)

El lactosuero ovino y el suero desproteinizado o sorelho fueron suministrados por la
Asociacion de Criadores de Ovejas “Serra da Estrela” (ANCOSE, Portugal). La preparacion de
las muestras fue similar en ambos productos. El suero y el sorelho se refrigeraron
inmediatamente después de la produccién de queso o de requejjdo y fueron transportados
rapidamente en recipientes metalicos a temperatura ambiente a la planta piloto, donde se
mantuvieron en refrigeracidén hasta su uso. Entre la recogida y el inicio del procesado en planta

piloto no transcurrieron mas que 3 horas.

Inmediatamente después de la recepcion en planta piloto, los productos se desnataron
en una centrifuga Westfalia tipo ADB. Se utilizaron aproximadamente 100 litros de producto en
cada prueba, los cuales se dividieron en dos porciones de 50 litros, una para ser usada en la
ultrafiltracion convencional, y otra para ser sometida a precipitacién termocélcica (PT) y

microfiltracién (MF), seguido de ultrafiltracion (UF) y diafiltracion (DF).
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. La figura I1.2 muestra el esquema de

los pasos seguidos en el tratamiento de suero y sorelho y de obtencion de las muestras liquidas

y en polvo analizadas en la presente Tesis Doctoral.
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SUERO / SORELHO @
Desnatado
SUERO / SORELHO @
DESNATADO
100 litros

Agregacion termocalcica:

-pH=17,3-7,5

-CaCl, 1,2 g/l

-50°C, 8 min
Microfiltracién

(0,20 6 0,65 pm)
FCV=5

Ultrafiltracion
FCv=10

[ Retfnido ] [ Filtr.ado ] Retenido
5 litros 45 litros @ 10 litros
i l
40 litros

Liofilizacion

Liofilizacién l

ﬂ Ultrafiltracién ﬂ

FCV=10 Retenidos de microfiltracion

[ CPS de suero / Sorelho ] de suero / Sorelho
sin prefratar / l (0,20 6 0,65 pm)
Filtrado Retenido

Agua
36 litros

Diafiltracién

Retenido Filtrado
[ 4 litros ] [ 36 litros ]

Liofilizacion

U

[ CPS de suero / Sorelho ]

pretratado

DFRP / SDFRP

Figura I1.2. Diagrama de obtencion de las muestras de suero y sorelho ovinos. En color azul se
sefalan las abreviaturas correspondientes a los productos liquidos y en color rojo las
de los productos deshidratados.
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1.3.2. CLARIFICACION DE LOS SUEROS: PRECIPITACION TERMOCALCICA -
MICROFILTRACION

Tras la determinacion del contenido en calcio inicial de suero y sorelho por el método
que se describe en el apartado 11.4.1.4., la precipitacién termocalcica se llevé a cabo siguiendo el
método descrito por Fauquant y col. (1985): el contenido en calcio se ajusto a 1,2 g/l con una
solucion de CaCl, 10N. A continuacion el pH se llevo a valores de 7,3-7,5 con NaOH 10N y se
calent6 rapidamente a 50°C, manteniendo esta temperatura durante 8 minutos. Finalmente se

refrigeré a 4-6°C y asi se mantuvo hasta el dia siguiente.

La microfiltracion del producto sometido a la precipitaciéon termocalcica se realizé de
forma discontinua en una planta piloto equipada con membranas de fibra hueca con poros de
0,20 um (didmetro interno de Tmmy 0,8 m2 de superficie, modelo CFP-2-E-35 A) y de 0,65 um
(diametro interno de 0,75 mm y 1,0 m2 de superficie, modelo CFP-6-D-35 A), suministradas por
A/G Technology Corporation. El proceso se llevo a cabo a una presién transmembranaria de 1,6-
1,8 bares y con un flujo de recirculacion de producto de 2000 I/h. El volumen final de retenido fue
del 20% del volumen inicial de la alimentacion, es decir, se aplico un factor de concentracion

volumétrica de 5 (FCV=5). La temperatura inicial de la alimentacion fue de 8-10°C.

La figura I1.3 presenta la unidad piloto utilizada en los procesos de separacion por
membranas, tanto los de microfiltracion como los de ultrafiltracion de los sueros, efectuando
cuando fue necesario el cambio de las membranas. En la figura 11.4 se muestra un detalle de la
planta piloto con una membrana de microfiltracion instalada. En la figura 11.5 se pueden observar

las caracteristicas de las membranas de MF utilizadas.
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Figura II.3. Unidad piloto para efectuar las separaciones por membranas.

(1) Tanque de alimentacion de 50 litros.

(2) Bomba centrifuga de alimentacién.

(3) Bomba centrifuga de recirculacion.

(4) Panel de control.

(5) Mandmetro para determinacion de presion a la entrada del modulo.

(6) Manémetro para determinacion de presion a la salida del médulo.

(7) Caudalimetro para medicién de caudal de alimentacion.

(8) Caudalimetro para medicion de caudal de permeado.

(9) Permutador tubular para control de la temperatura de alimentacion;

(10) Mddulo de placas de UF (Pleiade UFP 10 BIO); opcionalmente, los
maodulos de membranas de fibras huecas para MF de 0,65 umy 0,20
um (A/G Technology Corporation).
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Figura Il.4. Membrana de microfiltracién instalada en la unidad piloto.

Figura II.5. Detalle de una de las membranas de microfiltracion empleadas.

11.3.3. ULTRAFILTRACION DE LOS SUEROS

La ultrafiltracién del suero y sorelho desnatados no clarificados se realizd de forma
discontinua usando un médulo de placa y marco Pleiade UFP 10 BIO, (Figura 17) equipado con
una membrana organica (copolimero de acrilonitrilo) IRIS de Rhone Poulenc Tech-Sep (1,1 m?

de superficie y 35 kDa de punto de corte) instalado en la unidad piloto que se muestra en la
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figura 11.6. El proceso de ultrafiltracion se inicid con una presién transmembranaria de 1,9-2,1
bares y un flujo de recirculaciéon de producto de 2000 I/h. A lo largo del proceso, el flujo de
recirculacién se redujo gradualmente con el objetivo de mantener la presion transmembranaria
en el mismo rango de valores. Se aplicé un factor de concentracion volumétrica de 10 (FCV=10).

La temperatura inicial del producto era de 10-12°C.

Figura I1.6. Detalle de la membrana de ultrafiltracion empleada.

En cuanto a los productos sometidos a clarificacion, la ultrafiltracion se realizd
empleando los filtrados de microfiltracion obtenidos a partir de ellos, en las mismas condiciones
que se han descrito, con el fin de comparar sus flujos con los correspondientes a los de los
sueros no pretratados. El pH del suero y sorelho se situd entre 5,2-5,6 y los filtrados de

microfiltracion presentaban valores de 7,3-7,5.

Los retenidos de UF procedentes de los filtrados de microfiltracién, es decir, de los
sueros clarificados, se diafiltraron afiadiendo 36 litros de agua desionizada y concentrando luego

en las mismas condiciones que se utilizaron para la UF, empleando un FCV de 10.

Al final de cada proceso el equipo fue lavado y desinfectado de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. El flujo de permeacion de agua se midi6 antes de empezar cada

proceso de UF.
Se tomaron muestras liquidas de suero y sorelho de partida, de los mismos tras el

desnatado, de los retenidos y los filtrados de UF sin clarificar, de los retenidos vy filtrados de MF,

y del retenido de diafiltracion para su posterior analisis quimico, conservandolas hasta ese
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momento a 4°C. Las muestras tomadas aparecen sefialadas en la figura [.2. con sus

abreviaturas correspondientes en color azul.

11.3.4. DESHIDRATACION DE LOS PRODUCTOS LIQUIDOS

Los productos de la separacion por membranas se liofilizaron en un equipo Labconco
modelo Lyph-Lock, obteniéndose diez productos en polvo; cinco procedian del suero: el retenido
de UF sin clarificar (UFRP), los retenidos de microfiltracion empleando la membrana de MF de
0,65 um de tamafio de poro (MFRP 0.65) o la membrana de 0,20 um (MFRP 0.20), y los
retenidos de diafiltracion, procedentes de los filtrados de microfiltracion usando las dos
membranas de MF ( DFRP 0.65 y DFRP 0.20). Los otros cinco productos en polvo se obtuvieron
del sorelho utilizando tratamientos similares: SUFRP (retenido de UF sin clarificar), SMFRP 0.65
y SMFRP 0.20 (retenidos de MF), y SDFRP 0.65 y SDFRP 0.20 (retenidos de diafiltraciéon). Las
muestras tomadas aparecen también en la figura 11.2., junto con sus abreviaturas
correspondientes en color rojo. Estas muestras liofilizadas se conservaron en bolsas a vacio y
temperatura ambiente hasta la realizacion de los analisis de composicidn, el estudio de la
funcionalidad y la elaboracion de requeson.

Los tratamientos aplicados al suero y al sorelho, y la preparacion de las muestras se
efectud en la planta piloto e instalaciones de la Escuela Superior Agraria de Coimbra.

II.4. ANALISIS DE LA COMPOSICION GENERAL

11.4.1. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS LIQUIDOS DE LOS SUEROS DE QUESO Y DE
SORELHO

El analisis de la composicion general de los productos liquidos de suero y sorelho se

realizé en las instalaciones de la Escuela Superior Agraria de Coimbra.

1.4.1.1. Determinacion del contenido de proteina y grasa

La proteina y la grasa de los productos liquidos intermedios se determinaron por
espectrofotometria de absorcidn infrarroja en un equipo Lactoscope, modelo C3 (Delta

Instruments).
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El equipo se calibré previamente para la medida de proteina y grasa usando como
referencia el método de Kjeldahl y el método de la AOAC (AOAC, 1996a). Las muestras
contenidas en botes (aproximadamente 50 ml), se agitaron y calentaron a 40°C antes de ser
colocadas en el aparato que aspiraba automaticamente el volumen a analizar. Los valores de
proteina y grasa inferiores a 0,5% (m/v) en los productos liquidos fueron calculados basandose

en su concentracion en los correspondientes productos solidos.

Las determinaciones se hicieron por duplicado. Los contenidos en proteina se
expresaron en porcentaje de peso humedo y los de grasa en porcentaje de peso humedo y en

gramos por litro.

11.4.1.2. Determinacion del extracto seco

El extracto seco se determind por desecacion a 105°C hasta peso constante (unas 12
horas), empleando muestras de aproximadamente 10 g pesadas con exactitud. Las

determinaciones se hicieron por duplicado.

11.4.1.3. Determinacion del contenido de cenizas

Las cenizas de las muestras desecadas como se describe en el apartado 11.4.1.2, se
determinaron por incineracion a 550°C durante 6 horas en un horno mufla y posterior pesado.
Las determinaciones se hicieron por duplicado y los resultados se expresaron en porcentaje de

peso humedo.

I1.4.1.4. Determinacion del contenido de calcio

El contenido de calcio de las muestras liquidas se determind mediante un método
colorimétrico rapido, siguiendo el procedimiento n® 587 y empleando el kit comercializado por
Sigma diagnostics. Este método se basa en la siguiente reaccidn en medio alcalino:

Calcio + o-cresolftaleina complexona > Complejo calcio-o-cresolftaleina complexona

El complejo tiene color purpura a pH 10-12, presentando una absorbancia méaxima a 575

nm. La intensidad de color, medida a esta longitud de onda, es directamente proporcional a la
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concentracion de calcio de la muestra, y la respuesta es lineal hasta concentraciones de calcio
de 15 mg/dI. Los reactivos incluidos en el kit eran:

a) Reactivo enlazante de calcio, conteniendo o-cresolftaleina complexona (0,024%) vy 8-
hidroxiquinolina (0,25%). Este Ultimo compuesto esta presente para evitar la interferencia con
iones magnesio.

b) Tampdn conteniendo, ademas de otros ingredientes no reactivos y estabilizantes, 2-
amino-2 metil-1,3 propanodiol en una concentracién de 500 mmol/l.

Ademas se dispuso de un estandar preparado conteniendo 10 mg/dl de calcio, también

suministrado por Sigma.

Las determinaciones se efectuaron por duplicado. La solucién de trabajo se prepard
mezclando partes iguales de cada uno de estos dos reactivos. Se prepard una serie de tubos
identificados como blanco, estandar, y muestras. En cada tubo se coloco 1 ml de la solucion de
trabajo, afadiendo después 10 ul de agua desionizada (blanco), de estandar o de la muestra,
segun el caso, y mezclandolo con el reactivo. Después se dejo reaccionar un minimo de 3
minutos a temperatura ambiente y a continuacion se procedio a leer la absorbancia a 575 nm en
un espectrofotometro UV/VIS Zuzi. La absorbancia correspondiente al blanco se restd a los
valores determinados en las muestras y en el estandar para determinar el cambio en
absorbancia debido al calcio (AA). El contenido en calcio de las muestras se calculd segun la
ecuacion siguiente:

Ca?* (mg/dl) = (AA muestra/AA estandar) x concentracion del estandar

1.4.1.5. Determinacion del pH

El pH se determind a la recepcion de los productos y durante los ajustes a lo largo del
proceso. Las determinaciones se hicieron por triplicado.

11.4.2. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS EN POLVO DE LOS SUEROS DE QUESO Y
DE SORELHO

El anélisis de la composicién general de los productos en polvo de suero y sorelho se
realizé en las instalaciones de la Escuela Superior Agraria de Coimbra, con excepcion de la

determinacion de cloruros, que se realiz6 en la Facultad de Ciencias de Lugo.
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1.4.2.1. Determinacion del contenido de proteina total

El nitrdgeno total de los deshidratados fue determinado por el método de Kjeldahl

utilizando un equipo Kjeltec System 1003 de Tecator.

Se pes6 1 g de muestra que se introdujo en un tubo de digestién. Se afadieron
seguidamente dos pastillas catalizadoras de 5 g (6xido de mercurio y selenio, de Merck) y 15 ml
de acido sulfurico concentrado. Los tubos se colocaron en la unidad de digestion,

manteniéndolos a una temperatura de 420°C hasta su total clarificacion.

Tras la digestion se afadieron 50 ml de una disolucion de NaOH al 33% (m/v) a la
muestra. Seguidamente se llevé a la unidad de destilacion del equipo. EI amoniaco destilado se
recogid en 25 ml de una solucion de acido bérico al 4%. A continuacién se valord con una
solucion de HCI 0,1 N en presencia de un indicador que contenia rojo de metilo y verde

bromocresol.

El porcentaje de nitrégeno total se determiné segun la ecuacion siguiente:
NT (%) = (14,007 x (V- Vo ) x N x 100) / ( mg de muestra )

donde:

N = Normalidad del HCI;

V = Volumen de HCI gastado en la titulacién (ml);

Vo = Volumen de HCI gastado en la titulacién de un blanco (ml);

El contenido en proteina total se calculé multiplicando el resultado de nitrégeno total
obtenido por 6,38. Las determinaciones se efectuaron por duplicado y los resultados se

expresaron en porcentaje de extracto seco.

1.4.2.2. Determinacion del contenido de grasa

La grasa de los productos deshidratados fue determinada gravimetricamente después de
su extraccion, de acuerdo con el método de la AOAC (1996a). Este método utiliza el hidroxido de
amonio y el etanol como disolventes de la caseina, y la separacion de la materia grasa se hace

con disolventes organicos, por decantaciones sucesivas.
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A 1 g de muestra se afiadieron 10 ml de agua destilada y 2 ml de NH4OH, y se
transfirieron a un embudo de decantacion. A continuacion, se afiadieron 25 ml de éter y se agit6
la mezcla 1 minuto. Luego se afiadieron 25 ml de éter de petréleo. Después de una agitacion
vigorosa se dej6 decantar y se recogio la fase organica, la cual se transfirio a un recipiente
apropiado. Se repitié la extraccién, mezclando la fase orgénica con la previamente obtenida.
Finalmente, se evaporaron los disolventes y se pesoé la grasa extraida. Las determinaciones se

realizaron por duplicado y los resultados se expresaron en porcentaje de extracto seco.

11.4.2.3. Determinacion del extracto seco

El extracto seco de los productos solidos se determiné por duplicado como se describe

en el apartado 11.4.1.2., usando en este caso una muestra de 1 g.

11.4.2.4. Determinacion del contenido de cenizas

Las cenizas de los productos solidos se determinaron por duplicado, tal y como se

describe en el apartado 11.4.1.3. Los resultados se expresaron en porcentaje de extracto seco.

11.4.2.5. Determinacion del contenido de calcio

El contenido de calcio se determind por espectrofotometria de absorcion atdmica en un

equipo Perkin ElImer, modelo 2380, de acuerdo con el método oficial de la AOAC (1996b).

Una alicuota de la muestra incinerada tal y como se describe en el apartado 11.4.2.4 se
disolvié en una solucién acuosa acidificada con HNOs. A 10 ml de solucién conteniendo la
muestra se afiadieron 10 ml de solucion acidificada de lantano (11,73 g La203 + 25 ml HNO3 en
1000 ml de agua destilada). La mezcla se introdujo en el espectrofotémetro y se determiné la
absorbancia a 422,7 nm. El resultado se refirid a una recta patrén previamente obtenida con
varias concentraciones de una solucion patrén de CaCOs. Las determinaciones se realizaron por

duplicado y los resultados se expresaron en porcentaje de extracto seco.
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11.4.2.6. Determinacion del contenido de fosforo

El contenido de fésforo se determind de acuerdo con el método colorimétrico de la
AOAC (1996b). La muestra se preparon de la misma manera que para la determinacion del
contenido en calcio. A 10 ml de solucién de muestra se afiadieron 10 ml de reactivo de
molibdovanadato (60 g de molibdato de amonio tetrahidratado en 1 litro de agua + 1,5 g de
metavanadato de amonio disuelto en 700 ml de agua y 300 ml de HNOs) y, después del
desarrollo del color, su absorbancia se leyd a 400 nm. El resultado se refirié a una recta patron
previamente obtenida a partir de varias concentraciones de una solucién patrén de H3POs. Las
determinaciones se efectuaron por duplicado y los resultados se expresaron en porcentaje de

extracto seco.

11.4.2.7. Determinacion del contenido de cloruros

El contenido de cloruros de las muestras liquidas se determind mediante un método
colorimétrico, siguiendo el procedimiento n® 461 y empleando el kit comercializado por Sigma
diagnostics. Este método se basa en que los iones cloro desplazan cuantitativamente a los iones
tioacianato del tiocianato mercurico. El tiocianato liberado forma un complejo de color rojo al
reaccionar con iones férricos, presentando una absorbancia maxima a 460 nm. La intensidad del
color es directamente proporcional a la concentracién de cloruro en la muestra. Las reacciones

que se producen son las siguientes:

2 CI- + Hg(SCN) — HgClz + 2(SCNY
3(SCN)- + Fed* — Fe(SCN)s

El reactivo para la determinacion se suministraba listo para su uso y se componia de
cloruro mercurico (0,74 mmol/l), nitrato mercurico (72,5 umol/l), tiocianato mercurico (1,7 mmol/l),
nitrato férrico (22 mmol/l), acido sulfurico (10 mmol/l), acido nitrico (30 mmol/l) y estabilizantes.
Ademas se dispuso de una solucién estandar que contenia 100 mEqu/l de cloruro, también

suministrada por Sigma.

Se preparo6 una serie de tubos identificados como blanco, estdndar y muestras. En cada

tubo se colocd 1 ml del reactivo y se afiadieron 10 ul de agua deionizada (blanco), de estandar o
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de la muestra, segln el caso, se mezcld y los tubos se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién se realizd la medida de la absorbancia a 460 nm en un
espectrofotdmetro UV/VIS Zuzi. La absorbancia obtenida en el blanco se restd de los valores
correspondientes a las muestras y el estdndar para determinar el cambio en absorbancia debido
a los cloruros (AA). El contenido en cloruros de las muestras se calculd segun la ecuacion
siguiente:

CI- (mEg/l)= (AA muestra/AA estandar) x concentracion del estandar

Los resultados se expresaron finalmente como porcentaje de extracto seco. Todas las

determinaciones se hicieron por duplicado.

IIL.5. ANALISIS DE LA COMPOSICION NITROGENADA DE LOS PRODUCTOS EN
POLVO

Las determinaciones de la composicion nitrogenada se realizaron en la Facultad de

Ciencias de Lugo. Todas ellas se efectuaron por duplicado.

11.5.1. DETERMINACION DE LA COMPOSICION PROTEICA

El contenido de o-lactalbumina, B-lactoglobulina y seroalbimina bovina, las tres
proteinas implicadas en la funcionalidad de los productos derivados del lactosuero, se determino
mediante HPLC de fase reversa, siguiendo el método propuesto por Kim y col. (1987) vy
utilizando el gradiente de elucién descrito por Gonzélez de Llano y Santa Maria (1997). Todos
los reactivos utilizados fueron de grado HPLC; los patrones de las distintas proteinas procedian
de Sigma.

Se prepararon disoluciones al 3% (p/v) de las muestras de los productos en polvo en
0,1% de acido trifluoroacético en agua Milli-Q, asi como varias disoluciones de distinta
concentracion de cada uno de los patrones de proteina con el fin de realizar las rectas patrén. A
continuacién se inyectaron en el cromatografo 20 ul de muestras y estandares tras previa

filtracion utilizando filtros Millipore de 0,45 um de diametro de poro.
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Los andlisis por RP-HPLC se realizaron en un cromatégrafo liquido Beckman System
Gold, equipado con un modulo de bombas programable modelo 126, y con un detector de diodo
array modelo 168. La separacion de las proteinas se llevé a cabo utilizando una columna C4 de

300 A de poro y 250 x 4,6 mm Supelcosil LC-304, suministrada por Supelco.

Como eluyente A se empled &cido trifluoroacético al 0,1% (v/v) en agua Milli-Q, y el
eluyente B fue &cido trifluoroacético al 0,1% (v/v) en acetonitrilo. Los eluyentes se desgasificaron
en un bafio de ultrasonidos Selecta, modelo Ultrasons-H durante 15 minutos. La separacion se

realizo a temperatura ambiente.

El gradiente empleado, expresado en proporcion de eluyente B, fue el siguiente: entre el
minuto 0 y el 1, 35%; entre el minuto 1y el 8, 38%; entre el minuto 8 y el 16, 42%; entre el
minuto 16 y el 22, 46%; 100% entre el minuto 22 y el 22,5, 100%; entre el minuto 22,5 y el 23,5,
35%. El flujo fue de 1 ml/min y la deteccion se efectud a 210 nm.

La identificacion se hizo teniendo en cuenta los tiempos de retencion comparados con
los de los estandares utilizados (B-lactoglobulina, a-lactaloimina y seroalbumina). La
cuantificacion se realiz6 mediante el método de estandar externo. Se prepararon 6 soluciones
patron de cada proteina a concentraciones comprendidas entre 0,05 y 8 mg/ml y se inyectaron
en el cromatografo, efectuando la separacion en las condiciones descritas anteriormente. Con
las &reas obtenidas y las concentraciones correspondientes se realizd una recta patron por cada
proteina a determinar. Las concentraciones de cada proteina en las muestras se calcularon por
extrapolacion en la recta patrdn correspondiente. Los resultados finales se expresaron como

gramos de proteina por 100 g de producto en polvo.

1.5.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COMPONENTES NITROGENADOS
NO PROTEICOS Y DE PROTEINA VERDADERA

El contenido de nitrdgeno no proteico se determind por el método Kijeldahl, tal y como se
describe en el apartado 11.4.2.1. El nitrdgeno no proteico se definié como el nitrogeno soluble en
acido tricloroacético al 12%, y los componentes nitrogenados no proteicos se calcularon
multiplicando el nitrégeno no proteico por un factor de 3,60. La proteina verdadera se determino
de la siguiente manera:

Proteina verdadera = (Nitrogeno total — Nitrégeno no proteico) x 6,45
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Los factores de conversion 3,60 y 6,45 utilizados son los recomendados por Karman y
Van Boekel (1986) para los compuestos nitrogenados no proteicos y las proteinas de suero
dulce, respectivamente. Los resultados se expresaron en gramos de proteina verdadera o de

nitrégeno no proteico por 100 g de producto en polvo.

II.6. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS PRODUCTOS
EN POLVO

Las determinaciones de la funcionalidad de los productos liofilizados se realizaron en la

Facultad de Ciencias de Lugo.

11.6.1. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD PROTEICA

La solubilidad de la proteina a pH 4 y 7 se determiné por triplicado utilizando el método
descrito por Morr y col. (1985). Aproximadamente 500 mg de muestra se disolvieron en 40 ml de
NaCl 0,1M. Inmediatamente después de obtener una dispersion completa se ajustd el pH a 4,0 o
7,0 con soluciones de HCl o NaOH 0,1N segun el caso. Las dipersiones se agitaron durante 1
hora en un agitador magnético a una velocidad que apenas permitia la formacién de remolino; a
lo largo de este periodo se controld el pH y se ajustd siempre que fue necesario. A continuacion
la dispersion se transfirié a un matraz aforado de 50 ml, diluyendo hasta la marca con la solucion
de NaCl 0,1M. Una alicuota de la dipersion se centrifugd a 20.000 x g durante 30 minutos en una
ultracentrifuga Kontron, modelo Centrikon T-2070, a 15 °C. A continuacién, el sobrenadante se

filtré con papel de filtro Whatman n° 1.

Los contenidos de proteina del filtrado y de la dispersion inicial se determinaron por el
método del biuret. Se tomé6 1 ml de disolucion de muestra al cual se le afiadieron 4 ml de reactivo
de biuret (1,5 g de SO4Cu.5H20 + 6 g de tartrato sodico-potasico tetrahidratado en 500 ml de
agua destilada, a los cuales se afiadieron 300 ml de NaOH al 10% (m/v) y se llevé todo a 1 litro
con agua destilada). Tras agitarlo, se dejo la mezcla en reposo 30 minutos y se leyd después la
absorbancia a 550 nm contra un blanco sin proteina (agua + reactivo). Como en cualquier
técnica colorimétrica y cuantitativa, es necesario referir los resultados obtenidos a una recta

patron realizada de antemano, utilizando en este caso la seroalbimina bovina como proteina
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patron empleando distintas concentraciones. Las determinaciones espectrofotométricas se

efectuaron en un espectrofotdmetro ultravioleta/visible (UV/VIS) Zuzi.

La solubilidad de la proteina se calculd con la siguiente formula:
Solubilidad proteica (%) = [SPC x 50 / SW x (SP / 100)] x 100

donde,

SPC = concentracion de proteina verdadera en el sobrenadante (mg/ml);

SW = peso de la muestra (mg);

SP = concentracion de proteina verdadera en la muestra (%).

11.6.2. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES EMULSIONANTES

1.6.2.1. Determinacion de la capacidad emulsionante

La capacidad emulsionante de los productos liofilizados se determind segun el
procedimiento turbidimétrico de Pearce y Kinsella (1978), modificado por Patel y Kilara (1990).
Las determinaciones se hicieron por duplicado.

Se prepard una disolucién al 2% (m/v) de los deshidratados en tampén fosfato 0,1 M a
pH 7. Esta solucién se mantuvo en agitacién durante una hora. Con el uso de un picnometro
Duran se determiné su densidad a 20°C, después de eliminar los gases disueltos en un bafio de
ultrasonidos Selecta. Una alicuota se desecd en una estufa a 120°C durante una hora para

determinar su extracto seco.

A 75 ml de la solucion de cada uno de los deshidratados (fase continua) se afiadieron 25
ml de aceite de oliva (fase dispersa). La mezcla se emulsiondé en homogeinizador Polytron
modelo 15/30 PT, dotado de un vastago PTA 20 TS (Kinematica Ag), a 17.200 r.p.m. durante 3
minutos. Seguidamente, se retird una alicuota que se diluyé 500 veces con una solucién 0,1%
(m/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) en tampén fosfato a pH 7, y se midié su absorbancia a
500 nm en un espectrofotometro UV/VIS Zuzi. Una alicuota de la emulsion se deseco en estufa
a 120° C una hora para determinarse su extracto seco. La densidad del aceite de oliva también

se determind con un picnémetro Duran.
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La capacidad emulsionante, expresada como “indice de actividad emulsionante” (EAI,
emulsifying activity index) se calculd con la siguiente formula:

EAI (m?g) = (2 x 2,303 x A500) / (@x L x C)

donde,

A500 = absorbancia de la emulsion diluida a 500 nm;

@ = fraccion volumica de la fase dispersa;

L = anchura de la celda (m)

C = peso de producto por unidad de volumen de la dispersion de producto (g/m3)

La fraccion volumica de la fase dispersa se calculd de la siguiente forma:
@=Wdx(E-W1)/ Wd+W1[((1+E)xDo)/Dm)-E]

donde:

Wd = (peso de la emulsion desecadal peso de la emulsion);

E = concentracion de solutos de la dispersion (masa/ unidad de masa de solvente);

W1 = (pérdida de peso de la emulsidn durante el desecado/peso de la emulsion);

Do = densidad del aceite de oliva;

Dm = densidad de la solucién de deshidratado.

11.6.2.2. Determinacion de la estabilidad de la emulsion

La estabilidad de la emulsién (ESR, emulsifying stability rating) se determind mediante el
método de Tornberg y Hermansson (1977) con la modificacion de Kim y col. (1989), usando
alicuotas de las emulsiones preparadas como se ha descrito en el apartado 11.6.2.1. Las
determinaciones se hicieron por duplicado.

Inmediatamente después de la emulsificacion se separaron dos alicuotas: una que
correspondia a la emulsion original (Eo), y otra que se transfirio a un embudo de decantacion y
se mantuvo a 4°C durante 24 horas. Pasado ese periodo, se retird la fraccién inferior del embudo

(E24). En ambos casos se determiné el contenido en grasa por el método de Gerber.

En un butirometro Gerber para leche entera se introdujeron 10 ml de H2SO4 al 90-91% y
se agregaron 11 ml de la fraccion Ezs. A continuacion se afadié 1 ml de alcohol isoamilico.
Seguidamente se cerro el butirometro y se agitd hasta completar la mezcla. Los butirémetros se

sometieron a centrifugacién a 1.200 r.p.m. en una centrifuga Gerber calentada a 65°C. La grasa
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separada se midié directamente en la escala del butirdmetro. En el caso de la fraccion Eg, se
utilizé un butirometro para nata, al cual se afiadieron 5 ml de la fracciéon y 5 ml mas de agua

destilada.

La estabilidad de la emulsién (ESR) se calculdé como sigue:
ESR (%) = (GE 24/ GE o ) x 100
donde:
GE o = Contenido en grasa de la emulsion en el momento de la preparacion (% v/v);

GE 24 = Contenido en grasa de la emulsion a las 24 horas (% v/v).

11.6.3. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ESPUMANTES

La expansion de la espuma (FE) y la estabilidad de la espuma (FS) de las muestras en
polvo se determinaron utilizando dispersiones con un 1% (m/v) de concentracion de proteina a

pH 7,0. Las determinaciones se hicieron por duplicado.

Las muestras deshidratadas se afiadieron lentamente a vasos de precipitados
conteniendo 250 ml de agua destilada, colocados en un agitador magnético en condiciones que
originaron un vortex profundo. La agitacion se mantuvo 30 minutos. De igual forma se prepar6
una dispersion de ovoalbumina, proteina que se utilizo como referencia. Después de disueltas,
las dispersiones se transfirieron al recipiente de una batidora Braun, modelo MR550, y batida a la

velocidad méxima (10.000 r.p.m.) durante 5 minutos, utilizando el accesorio de batido.

De acuerdo con el método descrito por Patel y col. (1988), la espuma se transfirid
rapidamente a una probeta de 2 litros, la cual, mantenida en la vertical, se someti6 a dos rapidos
movimientos de descenso, con el objetivo de eliminar las bolsas de aire presentes.
Inmediatamente se midié el volumen total de la espuma. Esta se dej6 en reposo 30 minutos a
temperatura ambiente y después se midi6 el volumen de liquido drenado de la siguiente manera:
para volumenes de liquido por encima de la marca de los 200 ml la lectura se hizo directamente
de la probeta. Cuando los volumenes de liquido quedaron por debajo de la marca de los 200 ml,
se midio la distancia h (cm), entre la marca de los 250 ml y el menisco del liquido. El volumen V
(ml) se determind usando la siguiente formula:

V=n x( D/2)2xh, siendo D el didmetro interno de la probeta.
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La expansién de la espuma se calculé como sigue:
FE (%) = [(FV - 250) / 250] x 100

donde FV es el volumen inicial de la espuma.

La estabilidad de la espuma se calculé de la siguiente manera:
FS (%) = 100 — [(volumen de liquido drenado después de 30 min / 250) x 100]

11.6.4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD GELIFICANTE

1.6.4.1. Preparacion de los geles

Se prepararon disoluciones de las muestras en polvo en agua destilada a
concentraciones de 20, 10 y 5% en vasos de precipitados de 100 ml. Las dispersiones se
sometieron a agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente, procediendo al ajuste del pH a 7
0 4 con NaOH o HCI 0,1N. Los geles se obtuvieron por calentamiento a 90°C durante 30 minutos
en un bafio termostatado. Depués se procedi6 a enfriarlos inmediatamente en agua con hielo
hasta que alcanzaron 8°C. Finalmente, con el objetivo de permitir la maduracion de los geles, se

dejaron 15 horas a 8°C hasta su andlisis reologico.

1.6.4.2. Determinacion de las propiedades reoldgicas de los geles

Las pruebas reoldgicas dinamicas se realizaron en un redmetro de stress controlado
Haake Rheostress, modelo RS 100 (Fisons), equipado con sistema de medicidn, unidad
electrénica de control para el sistema de medidas, sistema de termostatacion y ordenador para el
manejo del sistema y andlisis de datos. Las medidas se realizaron trabajando en modo
oscilatorio y empleando un dispositivo de medicion cono-plato C35/4 (con un angulo de 4°y 35

mm de diametro de cono).

En primer lugar, se realizaron barridos de tension (stress sweep) a la frecuencia de 1 Hz
con el objetivo de determinar la zona de comportamiento viscoelastico lineal de la muestra. A
continuacion, se determinaron el modulo de almacenamiento (G’) y el modulo de pérdida (G”) en
el intervalo de frecuencias de 0,428-42,8 s' a 20 Pa para los geles con 20 y 10% de
concentracion de polvo, y a 10 Pa para los geles con un 5% de concentracion, siempre dentro de

la zona viscoelastica lineal.
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Las medidas se realizaron a temperaturas de 15°C y 60°C, después de calentar y
mantener las muestras a estas temperaturas durante 3 horas, con el fin de estudiar la
dependencia de la temperatura de los parametros medidos. Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

1.6.4.3. Estudio de la microestructura de los geles

La microestructura de los geles producidos como se describe en el apartado 11.6.4.1 se
estudié mediante microscopia electronica de barrido. Las muestras se tomaron a las 24 horas de
preparacion de los geles y consitieron en cubos de 5 mm de lado, los cuales se conservaron en

una solucion acuosa de triclorometano al 10% (v/v) hasta su anélisis.

La muestras de geles se deshidrataron secuencialmente mediante sucesivos
tratamientos en soluciones acuosas de etanol (30, 50, 70, 90, 100%). Después el etanol se
sustituy6 por acetona al 100% y se realiz6 un secado por punto critico con CO2 en un equipo
Bal-Tec, modelo CPD 020. Después las muestras se metalizaron con un fina capa de iones de
oro (300 A, a 1.200 VV y 10mA) en un equipo Jeol, modelo JFC-1100. Las observaciones de la
microestructura se realizaron en un microscopio electronico de barrido Jeol, modelo JSM-T220
A, a 1.500 aumentos y operando a 15 kV. Las imagenes se recogieron utilizando una camara

fotogréfica acoplada al microscopio electronico.

IL.7. ELABORACION Y ANALISIS DE QUESOS DE SUERO ADICIONADOS DE
DESHIDRATADOS DE RETENIDOS DE ULTRAFILTRACION Y DE MICROFILTRACION

11.7.1. ELABORACION DE QUESOS DE SUERO

Se elaboraron diecinueve lotes de quesos de suero (requeijao). El lote control se fabrico
con 900 g de suero de queso y 100 g de leche bovina; dicha leche se estandarizé al 12,2% de
extracto seco, 3,1% de proteina y 3,5% de materia grasa. Los dieciocho lotes restantes se
elaboraron afiadiendo los retenidos de ultrafiltracion (UFRP) y de microfiltracion (MFRP 0,65 y
MFRP 0,20) de suero y los procedentes del sorelho (SUFRP, SMFRP 0,65 y SMFRP 0,20). A la
mezcla de suero y leche se le afadieron los productos deshidratados con tasas de incorporacion
de 0,5, 1,0y 1,5% (p/p).

95



MATERIALES Y METODOS

Las mezclas preparadas se introdujeron en recipientes de acero inoxidable y se
calentaron bajo agitacion constante. Se control6 la temperatura y cuando se detecto el inicio de
la ebullicion, se afadieron aproximadamente 20 ml de agua fria y se mantuvo la temperatura a
95°C durante 10 minutos. A continuacion, las mezclas se introdujeron en sacos de desuerado
previamente pesados y se llevaron rapidamente a una camara de refrigeracion a 2°C, en la cual
se dejaron desuerar 24 horas. Transcurrido este tiempo se pesaron los sacos con el producto
con el fin de calcular el rendimiento de fabricacién y los correspondientes quesos de suero se

extrajeron de los sacos y se conservaron durante 5 dias en una cdmara de refrigeracion a 2°C.

El experimento se repitid cuatro veces, elaborando cada vez tres requesones del lote
control y uno de cada uno de los otros lotes. La fabricacion de los requeijaos se realiz6 en la
Escuela Superior Agraria de Coimbra.

11.7.2. ANALISIS REALIZADOS EN LOS QUESOS DE SUERO

Las determinaciones del extracto seco, de la firmeza, de los parametros de color y los
rendimientos de fabricacion se realizaron en la Escuela Superior Agraria de Coimbra. El estudio
de la microestructura se efectud en las instalaciones del Campus de Lugo.

1.7.2.1. Determinacion del contenido en extracto seco

El extracto seco de cada queso se determin6 por duplicado tras 1, 3 y 6 dias de la
coagulacién, tal y como se describe en el apartado 11.4.1.2., usando en este caso una muestra de
30.

I1.7.2.2. Determinacion de los rendimientos de fabricacion

[1.7.2.2.1. Rendimiento bruto

El rendimiento bruto se determiné del siguiente modo:

Rendimiento bruto (%) = [Peso del queso de suero / Peso incial de suero+leche+polvo] x 100
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[1.7.2.2.2. Rendimiento corregido

El rendimiento corregido se determiné teniendo en cuenta un extracto seco de referencia

a las 24 horas del 30% (m/m). Esto se determind en acuerdo con la siguiente ecuacion:

Rendimiento corregido (%) = [Extracto seco de queso de suero (%) / 30] x Rendimiento bruto

[1.7.2.2.3. Recuperacion de extracto seco

La recuperacion de extracto seco (DMR) se calculé de la siguiente forma:

Peso del requeson (g) x E.S. requesdn (%)
DMR (%) = x 100
100 x 12,2 + 900 x 11,35 + peso de polvo (g) x E.S. del polvo (%)

donde,
E.S. = extracto seco;
100 = peso de la leche afiadida (g);
12,2 = extracto seco de la leche afadida (%);
900 = peso del suero afiadido (g);
11,35 = extracto seco del suero (%);

11.7.2.3. Determinacion de la firmeza

La firmeza relativa de los quesos de suero se midi6 con un texturometro Stevens LFRA™
(Stevens & Sons Ltd., UK), equipado con una sonda cilindrica TA 24 de 4 mm de diametro. La
evaluacion de este pardmetro se realizd tras 1, 3 y 6 dias de la coagulacién, haciendo penetrar la
sonda en una superficie lisa del mismo hasta una profundidad de 20 mm a una velocidad de 10
mm/s. Se tomd como medida de la firmeza relativa del producto a la fuerza maxima (g) necesaria

para lograr la penetracion. Las determinaciones se hicieron por duplicado.

I1.7.2.4. Determinacion del color

El color de las muestras se determiné empleando un colorimetro Minolta modelo CR 200

(Minolta Camera Co., Osaka, Japon). Todas las medidas se realizaron en el espacio de color
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Hunter Lab, usando el iluminante estandar D65 y el observador estandar 10°. Antes de realizar
las medidas en las muestras, el instrumento se calibr6 frente a un patron blanco (L = 97,8; a = -
0,6; b = 2,1). Los parametros de color se expresaron como L (luminosidad), a (coordenada rojo-
verde) y b (coordenada amarillo-azul). Las determinaciones se realizaron por duplicado tras 1, 3

y 6 dias de la coagulacién.

1.7.2.5. Estudio de la microestructura de los quesos de suero

El estudio de la microestructura de los quesos de suero mediante microscopia
electrénica de barrido se realizd a las 24 horas de coagulacion de acuerdo con el método

descrito en el apartado 11.6.4.3., aunque operando a 15 0 20 kV segun la muestra.

II.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados relacionados con los flujos de permeacion, la composicién general de
productos liquidos, la composicion general y nitrogenada de los productos deshidratados, asi
como los datos de las propiedades funcionales de los retenidos de ultrafiltracion y los de
diafiltracion deshidratados, se analizaron mediante ANOVA de un factor, y las medias se
compararon usando el test de la diferencia menos significativa con una significancia de p < 0,05.
La comparacion de medias de la solubilidad proteica a diferentes valores de pH se efectu
usando t-test. Estos analisis se realizaron utilizando el programa Statistica versiéon 5.1 para
Windows (StatSoft Inc., USA, 1997).

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el estudio de las caracteristicas del
requeijao se efectué también mediante ANOVA de un factor, comparando las medias mediante la
prueba de comparacion multiple de Dunnett y empleando el programa SPSS 12.0 versién 12.0.1
para Windows (2003).
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Abstract

The objective of this work was to valorize ovine cheese whey and deproteinized whey (Sorelho), resulting from portuguese whey
cheese (Requeijido) manufacture, by means of thermocalcic precipitation and microfiltration (TP/MF) followed by ultrafiltration—
diafiltration (UF/DF). The chemical composition of microfiltration and UF/DF retentate powders was studied and compared with
that of conventional ultrafiltration powders, in view of further applications.

Clarification of by-products from ovine cheese manufacture by TP/MF significantly improved posterior ultrafiltration treatments.
When ovine cheese whey was used, microfiltration retentate powders obtained using a 0.20 um pore size membrane showed higher
protein concentration than powders produced with a 0.65 um membrane, while no significant differences were found in the protein
content of Sorelho MF powders. In all cases, UF/DF retentate powders from clarified products using a 0.65 um microfiltration
membrane showed the highest protein concentration. Clarified and diafiltrated products presented the lowest Ca>* levels.

It could be concluded that the clarification procedure studied, particularly the use of a 0.65um microfiltration membrane in
clarification treatment, allowed us to obtain acceptable microfiltration fluxes and improved ultrafiltration rates and also gave rise to

products of potential use in the food industry. © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Ovine cheese whey; Deproteinized whey; Whey clarification; Microfiltration

1. Introduction

Southern European countries are major producers of
ovine cheeses. Ovine cheese production is normally
associated with Protected Geographical Indication
labels, and the majority of production plants are of
small to medium scale. In most cases the whey resulting
from cheese production is disposed off into public
sewage, since the existing plants do not possess the
technology for the recuperation of its components. In
small scale plants (i.e. processing <1 x 10° L of milk per
year) the utilization of whey does not seem to be a
problem since it may be used as complementary feed-
stock for animal feed. However, larger scale production
makes the use of complex and expensive treatment

*Corresponding author. Tel.: +34-982223325; fax: + 34-982224904.
E-mail address: cobusa@lugo.usc.es (A. Cobos).

systems necessary in order to avoid environmental
problems.

In some countries (e.g. Italy, Spain and Portugal),
part of the production of ovine cheese whey is further
processed in order to obtain products such as Ricotta,
Requeson and Requeijao (Italian, Spanish and Portu-
guese whey cheeses, respectively). The latter product is
obtained by heating the whey to ca. 90-100°C for
15-30 min, with or without addition of 10-20% (v/v) of
ovine/caprine milk. Pintado, Lopes da Silva, and
Malcata (1996), characterized the product and reported
on the optimization of its manufacturing process. At the
moment, this process seems to be the easiest method for
the recuperation of valuable components from ovine
cheese whey, and Requeijao is well accepted by
Portuguese consumers. However, all cheese whey
production can not be transformed due to the high
volumes generated.

0958-6946/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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The residual “deproteinized” whey called Sorelho,
resulting from the manufacture of Requeijdo, contains
approximately 60% of the original dry matter of whey.
Lactose and minerals largely contribute to its dry mass,
but residual fat and non-thermally precipitated nitrogen
components are still present. The composition of this
product does not allow for its direct disposal without
treatment. Hence, attempts to recover some of the solid
components present before final disposal may be of
interest. Concomitantly, the market for milk and whey
powders of ovine origin might be a potential means of
reducing the limitations imposed by seasonal produc-
tions, since the production of ovine milk in Mediterra-
nean countries is concentrated in winter and spring. In
addition, the use of these powders as additives to other
milks, with the objective of producing novel products
such as mixture cheeses, also offers some market
potential.

The whey, mainly resulting from bovine cheese
production, is normally transformed into whey protein
concentrates and whey protein isolates of high econom-
ical value due to the high nutritional (Hambraeus, 1992)
and functional (Mulvihill, 1992) properties of its
proteins. The utilization of membrane technologies
for the production of bovine whey protein concentrates
or for the purification of their components (e.g.
f-lactoglobulin, o-lactalbumin) is nowadays common
and of growing economical interest. However, the lack
of uniformity in composition and the presence of fat in
whey protein concentrates may restrict their utilization
(Morr & Ha, 1993).

The non-centrifugeable residual lipids present in these
products are mainly phospholipoproteins resulting from
the fat globule membrane (Maubois, Pierre, Fauquant,
& Piot, 1987). Their presence in the whey favors rapid
ultrafiltration (UF) membrane fouling with substantial
decrease in membrane performance (Muller & Harper,
1979; Hiddink, De Boer, & Nooy, 1981), as well as
detrimental effects on the functional properties of whey
protein concentrates (Pearce, Marshall, & Dunkerley,
1991; Karleskind, Laye, Mei, & Morr, 1995a). Most
researchers focused mainly on the fractionation pro-
cesses as well as on the enhanced processing and
functional properties of delipidized whey powders
(Fauquant, Vieco, Brule, & Maubois, 1985; Rinn, Morr,
Seo, & Surak, 1990; Daufin, Michel, Labbé, Quemerais,
& Grangeon, 1993; Pierre, Le Graet, Daufin, Michel, &
Gésan, 1994; Karleskind, Laye, Mei, & Morr, 1995b, ¢;
Karleskind, Laye, Morr, & Schenz, 1996).

Thermocalcic precipitation followed by microfiltra-
tion for the removal of the non-centrifugeable lipids of
whey was firstly proposed by Fauquant et al. (1985).
This pre-treatment is based on the formation of
insoluble lipid—calcium phosphate aggregates at moder-
ate temperatures and neutral pH. The associated
proteins precipitate with the lipid—calcium phosphate

aggregates (Baumy, Gestin, Fauquant, Boyaval, &
Maubois, 1990). Some authors call attention to the
potential functional properties, namely the emulsifying
capacity (Maubois, 1984; Joseph & Mangino, 1998) of
the extracted phospholipoproteins.

The information about ovine cheese whey and
deproteinized ovine whey is not abundant. Recent work
of Casper, Wendorf, and Thomas (1999) evidences the
superiority of ovine and caprine whey protein concen-
trates in what concerns functional properties such as
foaming and gelling. The production of powders from
Scotta, a ovine deproteinized whey obtained from the
manufacture of Ricotta, as well as some of their
functional properties were reported by Comendador,
Nardo, Bertone, Maurizi, and Quaglia (1996). Pizzichini
et al. (1995) also studied the application of membrane
technologies to this product and observed that the
recuperation by UF of proteins present in Scotta
allowed for a reduction of 40% of its pollutant effect.
However, the application of thermocalcic precipitation
followed by microfiltration (TP/MF) to ovine cheese
whey and deproteinized whey is not reported in
literature.

The objective of this work was to valorize ovine
cheese whey and deproteinized whey resulting from
whey cheese manufacture by means of thermocalcic
precipitation and microfiltration followed by ultrafiltra-
tion—diafiltration (UF/DF). The chemical composition
of microfiltration and UF/DF retentate powders was
compared with the one of conventional ultrafiltrated
powders and studied in view of further applications. The
effect of TP/MF using two microfiltration membranes
(0.65 and 0.20 um pore size) on subsequent UF fluxes
was evaluated by comparison with original whey UF
fluxes, in order to obtain information about the
technological feasibility of such a procedure.

2. Materials and methods
2.1. Sample preparation

Ovine cheese whey and deproteinized whey (Sorelho)
were obtained from the Association of Producers of
Serra da Estrela Sheep (ANCOSE/Portugal). Sample
preparation was similar for both products. Immediately
after reception, the products were skimmed by means of
a Westfalia™ separator type ADB. Approximately 100 L
of each product (cheese whey or Sorelho) were used in
each trial; 50 L were submitted to conventional UF and
50 L were used for thermocalcic precipitation—microfil-
tration followed by UF and diafiltration.

All experiments were made in triplicate. An overview
of the successive steps is shown in Fig. 1.

Thermocalcic precipitation was carried out following
the method described by Fauquant et al. (1985): the
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Fig. 1. Diagram of the process employed for the production of ultrafiltration retentate powders, microfiltration retentate powders and diafiltration
retentate powders: (*) intermediate sampling steps of liquid products; (**) dry products.

calcium content of the skimmed products was adjusted
to 1.2gL~" with CaCl, 10N, the pH adjusted to 7.3-7.5
with NaOH 10~ and the temperature rapidly raised to
50°C and maintained at this value for 8 min. Finally, the
whey products were cooled to 4-6°C and kept overnight
prior to MF. Microfiltration was performed in batch
conditions, starting with a feed recirculation flow rate of
2000Lh~" in order to maintain the transmembrane
pressure in the range 1.6-1.8 bar. A pilot unit, equipped
with hollow fiber membranes of 0.20um or 0.65um
diameter pore sizes, was used. The 0.20 (1.0 mm internal
diameter, and 0.8 m? surface area, model CFP-2-E-35 A)
and the 0.65 um (0.75 mm internal diameter, and 1.0 m?
surface area, model CFP-6-D-35 A) membranes were
supplied by A/G™ Technology Corporation. The final
volume of retentate was 20% of the initial volume of the
feed (volumetric concentration factor (VCF)=35). The
initial temperature of the feed was in the 8-10°C range.

Ultrafiltration of skimmed non-clarified by-products
was performed in batch conditions using a PLEIADE™

UFP 10 BIO plate and frame system equipped with an
IRIS™ organic (acrylonitrile copolymer) membrane
(1.1m? surface area, 35kDa MW cut-off) (Rhone
Poulenc Tech-Sep). The ultrafiltration process started
with a feed recirculation flow rate of 2000 Lh~" and at a
transmembrane pressure of 1.9-2.1bar. At the final
stages of concentration, the feed recirculation was
gradually reduced in order to maintain transmembrane
pressure in the same range of values. A ten-fold
volumetric concentration factor (VCF=10) of the
retentate was applied. The initial temperature of the
feed was in the 10-12°C range. The microfiltration
filtrates were submitted to ultrafiltration (VCF=10) in
the same conditions, in order to compare fluxes with
those of the non-clarified product. The pHs of the
original whey and Sorelho were in the 5.2-5.6 range and
the ones of microfiltration filtrates were in the 7.3-7.5
range.

Subsequently, the ultrafiltration retentates of the
microfiltration filtrates were diafiltrated by addition of
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36 L of deionized water followed by concentration
(VCF=10) in order to produce the final diafiltration
retentates. Diafiltration working parameters were main-
tained as in the case of UF. The water permeation flux
was measured at the beginning of each UF trial.

The liquid ultrafiltration retentate, the microfiltration
retentates and the diafiltration retentates (from the
microfiltration filtrates) were freeze dried in a Lyph-
Lock™ (Labconco) freeze dryer for compositional
analysis. Fig. 1 also shows the sampling steps in which
aliquots of original and intermediate liquid products
were taken for chemical analysis.

2.2. Compositional analysis

Protein and fat of the liquid intermediate products
were determined by infrared spectroscopy with the
Lactoscope™ model C3 (Delta Instruments). The equip-
ment was calibrated with ovine cheese whey using the
Kjeldahl and the gravimetric procedure of AOAC
(AOAC, 1996a) as references for protein and fat,
respectively. Values below 0.5% (w/v) were calculated
based on their concentration in dry products. All the
other compositional analyses of intermediate and final
products were determined as follows: dry matter by
oven drying at 105°C for 12h; ash by incineration at
550°C for 6 h; protein by the Kjeldahl method (Kjeltec
System 1003-Tecator™) (N*6.38); fat according to the
gravimetric AOAC procedure (AOAC, 1996a); chloride
by the Sigma Diagnostics kit (Sigma-Aldrich Chemical
CO); Ca>" by atomic absorption spectrometry (Perkin
Elmer™, model 2380); PO; according to the colori-
metric method of AOAC (1996b). All determinations
were made in duplicate.

2.3. Statistical analysis

The results were analyzed by one-way ANOVA and
the means were compared using the least significant
difference test with significance at p<0.05. All statistical
analyses were implemented with the Statistica™ package
(StatSoft Inc. USA).

3. Results and discussion

3.1. Composition of ovine cheese whey and deproteinized
whey (Sorelho)

Table 1 shows the composition of original ovine
cheese whey and of the corresponding deproteinized
whey (Sorelho) resulting from whey cheese production.
All cheese whey components showed higher values than
those reported by Casper, Wendorff, and Thomas
(1998) for Manchego-type cheese whey, except for the
protein contents that were lower. Fat and ash concen-

Table 1
Composition of original ovine cheese whey and of ‘“‘deproteinized”
ovine whey (Sorelho). Mean values and standard deviation (+) (n = 6)

(%) Ovine cheese whey (+) Sorelho (+)

Dry matter 11.35 (0.28) 6.71 (0.64)
Protein 1.53 (0.45) 0.49 (0.09)
Fat 1.11 (0.53) 0.53 (0.28)
Ash 2.90 (0.34) 2.08 0.11)

trations were also higher than those found by Chianese
et al. (1996) in ovine cheese whey. A similar observation
can be made for Sorelho composition in comparison
with data reported by the latter authors. Table 1 allows
us to calculate the retention of solid components
occurring in the manufacturing process of Requeijio.
This process approximately reduces the dry matter of
whey by 40%, nitrogen by 74% and fat by 60%. The
recovery of protein in the manufacturing process of
Requeijao coincides with data reported by Pintado,
Macedo, and Malcata (2001) for whey cheeses made
with incorporation of 10% (w/w) milk to the whey.

3.2. Processing parameters

The evolution of UF permeation fluxes and VCF for
the products clarified with the 0.20 um and with the
0.65 um MF membranes as well as those of non-clarified
products are displayed in Fig. 2 ((A) ovine cheese whey;
(B) Sorelho). The evolution of the temperature of the
products during the ultrafiltration process followed a
regular increase from 812 to 32-36°C (average AT was
0.31°Cmin~! from min 0 to min 75); it was not
controlled until an anticipated maximum of 45°C was
reached.

The ultrafiltration flux patterns were similar and not
significantly different between skimmed whey and
skimmed Sorelho (SW and SS) and between their
respective MF filtrates (MFF and SMFF) obtained
with both MF membranes. Ultrafiltration fluxes de-
creased from 0 to 15min, as a result of the deposition of
fouling materials on the surface of the membrane.
Afterwards, except in Sorelho clarified products, the
permeate flow rates were relatively constant probably
due to the gradual increase in the temperature of the
product. The permeate flow rates of Sorelho clarified
products showed a constant decrease from the begin-
ning, particularly the products obtained using a 0.20 um
membrane. At high volumetric concentration factors,
the increased solids concentration of retentates started
to affect UF filtrate fluxes negatively, as was clearly
observed in the case of the clarified products. The
improvements in flux for products clarified by TP/MF,
calculated as the ratio between the volumes of permeate
in clarified and non-clarified products collected until
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Fig. 2. Experimental flux data obtained with UF trials: (A) Ovine cheese whey; (B) Sorelho. Permeate fluxes (Lm>h~') (M) and volumetric
concentration factor (VCF) (A) for UF of skimmed product (similar to that used in trials with 0.65 pm MF membrane, see below). Idem (O PF and
(A) VCF) for skimmed product (similar as that used in 0.20 um MF trials, see below). PF (#) and VCF (@) correspond to UF of MF filtrates
obtained using 0.65um membrane. PF (<) and VCF (O) correspond to UF of MF filtrates obtained using 0.20 pm membrane. Mean; box:
mean +standard error; whisker: mean +standard deviation (n = 3). Curve fit by distance weighted-least squares.

min 75, ranged from 1.4 to 1.7 for both MF membrane
types.

Fig. 3 ((A) ovine cheese whey; (B) Sorelho) shows UF
fluxes as the % of water flux of the cleaned membranes
at the beginning of each test. This type of presentation
takes into account the variations noticed in the water
permeation flux of the membrane from trial to trial. The
positive effect of previous clarification of whey on
subsequent UF fluxes is clearly observed. Clarified whey
and Sorelho showed superior UF fluxes with clear
advantages for the use of 0.20 um MF. With this MF
membrane an improvement in the relative filtrate flux
(calculated as the ratio between the average of relative
permeation fluxes of clarified and non-clarified pro-
ducts) of 3.2 times was observed in the case of whey, and
of 2.4 times in the case of Sorelho. For the treatment
with the 0.65 pm membrane, the improvements were 1.6
and 1.3 times, respectively for whey and Sorelho. In both

types of TP/MF treatments, the respective permeation
fluxes did not show significant differences. The values
obtained with the 0.20 um membrane were superior to
the improvement factor of 1.8 times reported by
Maubois et al. (1987) using a 0.25 um MF membrane.
However, one has to mention that previous clarifica-
tion with the 0.20 pum membrane took significantly more
time than the one with 0.65 um pore size, due to lower
average filtrate flow rates. In fact, the 0.65um mem-
brane showed an average permeation rate of
31.1+5.6Lm *h~' whereas the 0.20pm one had
permeation rates of 19.1+6.8L m 2h~!. These values
can be considered low in view of the needs of industrial
processes. Although hollow fiber membranes show the
best ratio surface area/volume and low dead volumes,
they are more sensitive to fouling (Cheryan, 1986).
The use of ceramic based multi-channel membranes
and of equipment able to run with uniform and low
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Fig. 3. Relative UF fluxes of non-clarified and clarified products: (A) Ovine cheese whey; (B) Sorelho. (<) Skimmed non-clarified products (n = 6);
(0O) clarified products previously microfiltrated through 0.20 um membrane; (A) idem for 0.65 pm membrane. Mean; box: mean +standard error;
whisker: mean +standard deviation (n = 3). Curve fit by distance weighted-least squares.

transmembrane pressure by means of co-current
recirculation of the filtrate could improve MF filtration
rates significantly (Sandblom, 1974; Kessler, 1997). This
aspect must be considered in a large-scale operation.

3.3. Compositional analysis of liquid products

Fig. 4 (ovine cheese whey) and Fig. 5 (Sorelho) show
the changes in the composition of the different liquid
products along the processing steps employed. The most
noticeable fact is the very high retention of protein by
the 0.20 um MF membrane. Appropriate mass balances
(taking into account the volumes of microfiltration
retentates (MFR) and microfiltration filtrates (MFF)
produced) show that the 0.20pm MF membrane
retained 84.6% and 75.0% of the original protein found
in skimmed ovine cheese whey and skimmed Sorelho,
respectively. Therefore, in these cases, only 15.4% and
25.0% of the original proteins were further utilized for
the production of diafiltrated powders. With the 0.65 um

MF membrane treatments, 47.5% and 40.8% of the
original proteins found in skimmed ovine cheese whey
and skimmed Sorelho, respectively, were filtered and
further utilized. Even in this case, the values obtained
can be considered low, if the intention is only to produce
protein-rich diafiltration retentates powders.

The ash content of liquid diafiltrated products showed
significantly lower values than those observed in other
liquid products.

One must also point out the fact that the protein
concentration factors of the retentates of conventional
ultrafiltration (5.2+1.4 and 6.2+2.4 for whey and
Sorelho, respectively) and of diafiltration (4.2+1.6 and
2.841.9 for whey and Sorelho, respectively) do not
reflect the VCF 10 applied. This is probably due to: (1)
the dilution of the volume of product with approxi-
mately 3L of water retained in dead volumes; (2) a
protein retention lower than 100%, presumably by loss
of a-lactalbumin and lower molecular weight nitrogen
compounds in the filtrate, owing to the relatively high
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Fig. 4. Chemical composition of original and intermediate liquid ovine cheese whey products: (A) whey and whey products submitted to
microfiltration with 0.65 pm membrane; (B) whey and whey products submitted to microfiltration with 0.20 um membrane. W: ovine cheese whey;
SW: skimmed whey; UFR: retentate of ultrafiltration; UFF: filtrate of ultrafiltration; MFR: retentate of microfiltration; MFF: filtrate of
microfiltration; DFR: diafiltration retentate: ([J), dry matter; (A), ash; (<), protein; (O), fat. Whisker: mean +standard deviation (n = 3).

molecular weight cut-off of the membrane; (3) the high
foaming capacity of MF filtrates—Ileading to protein
losses in the balance tank during posterior UF and
diafiltration. This latter cause evidences the better
foaming capacity of clarified products already referred
to by other authors (Pearce et al., 1991; Maubois,
1984), encouraging further research on this functional
property.

The changes in the fat content of the different liquid
products during the processing steps are shown in
Table 2. From the data presented, it can be concluded
that, after centrifugation, around 5% (between 2.2%
and 8.6%) of the original fat still remained in the
skimmed products. Taking into account the volumes of
each product, it can be observed that, on average, 15%
(between 7.0% and 26.6%) and 11% (between 6.0%
and 16.5%) of the lipids of the skimmed products
were found in ultrafiltration retentates (UFR) and

ultrafiltration filtrates (UFF), respectively. The low
levels of this component detected in UFR resulted
from the fact that, during processing, significant
losses of fat in the retentate side occurred. These
losses, most probably, were due to the adherence of
fat to the walls of the equipment and to the surface of
the membrane. This fact can also explain the low
levels of this component found in whey and Sorelho
ultrafiltration retentate powders (Tables 3 and 4,
respectively).

In the case of the MF treatments, around 63% of the
fat detected in skimmed products was found in three
types of MFF: for ovine cheese whey with a 0.65um
membrane (62.6%), with a 0.20 pm membrane (63.2%)
and for Sorelho with a 0.65 um membrane (64.0%). In
these cases, the MF membranes retained around 37% of
the fat. For Sorelho with a 0.20 pm membrane, only
21.3% of fat was detected in MFF. However, the fat
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Fig. 5. Chemical composition of original and intermediate liquid Sorelho products: (A) Sorelho and Sorelho products submitted to microfiltration
with 0.65 um membrane; (B) Sorelho and Sorelho products submitted to microfiltration with 0.20 pm membrane. S: deproteinized whey (Sorelho); SS:
skimmed Sorelho; SUFR: retentate of ultrafiltration; SUFF: filtrate of ultrafiltration; SMFR: retentate of microfiltration; SMFF: filtrate of
microfiltration; SDFR: diafiltration retentate: ([J), dry matter; (A), ash; (<), protein; (O), fat. Whisker: mean +standard deviation (n = 3).

Table 2
Changes of the fat content (g L") of liquid cheese whey and Sorelho products during the successive steps of the filtration process

Ovine cheese whey W (+) SW  (+) UFR (%) UFF (1) MFR (1) MFF  (+) DFR  (+)

A 6.97 (1.79) 0.60 (0.35) 0.70 0.10)  0.11 0.02) 0.61 (0.17)  0.47 0.15)  0.25 (0.05)
B 1527 (3.80) 0.76 (0.25) 0.53 0.06) 0.07 (0.06)  0.64 0.14)  0.60 0.01) 0.12 (0.03)
Sorelho S () SS  (+) SUFR (+) SUFF (%) SMFR  (+) SMFF  (+4) SDFR  (+)

A 400 (0.35) 025 (0.04) 0.39 0.11)  0.03 0.06) 0.37 (0.15)  0.20 0.17)  0.04 (0.00)
B 6.67 (3.79) 0.15 (0.06) 0.40 (0.36)  0.01 (0.00) 0.35 0.27)  0.08 0.03)  0.06 (0.03)

(A) Batches submitted to UF or clarification with 0.65 um membrane. (B) Batches submitted to UF or clarification with 0.20 pum membrane. Mean
values and standard deviation (1) (n = 3). Note: Ovine cheese whey (W); Sorelho (S); skimmed whey (SW); skimmed Sorelho (SS). Ultrafiltration
retentate of whey (UFR) or of Sorelho (SUFR); ultrafiltration filtrate of whey (UFF) or of Sorelho (SUFF); microfiltration retentate of whey (MFR)
or of Sorelho (SMFR); microfiltration filtrate of whey (MFF) or of Sorelho (SMFF); diafiltration retentate of whey (DFR) or of Sorelho (SDFR).

content of neither liquid nor solid MFR products of fat on the retentate side; so, the diafiltration
reflected this retention due to the reasons already retentates from ovine cheese whey (DFR) and Sorelho
mentioned above concerning the UF retentates. The (SDFR) only showed between 1% and 3% of the fat

final diafiltration step of liquid MFF also caused losses contained in the skimmed products.
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Table 3
Chemical composition of dry ovine cheese whey products

UFRP (+) MFRPO0.65um (+) MFRP020ym (4+) DFRPO0.65yum (4+) DFRP0.20pum (&)
Dry matter (%) 88.77°°  (0.32) 88.99%° (1.05)  90.29° (2.68)  86.90° (1.05)  86.58° (2.40)
Protein (% DM)  40.61*  (4.29) 21.34° (0.99)  35.80% (5.77)  66.85° (5.09) 22.39° (1.01)
Fat (% DM) 0.41° 0.03)  0.52° (0.11)  0.46 (0.11)  0.44° (0.05)  0.49° (0.10)
Ash (% DM) 30.08  (0.12) 31.55° (1.54) 28.08* (3.52) 9.28° (2.71)  28.93" (3.77)
Chloride (% DM) 10.45*  (0.33) 14.14° 0.91) 13.09° (1.35)  4.81° (1.30)  12.21%® (1.39)
Ca®>" (% DM) 0.73% 0.04) 1.01* 0.13)  0.99° 0.24)  0.09° (0.03)  0.06" (0.02)
PO~ (% DM) 0.12% 0.02) 0.11° 0.01) 0.12° 0.02) 0.13% (0.01) 0.16° (0.01)

abCVeans within the same row without the same superscript differ significantly (p<0.05).
UFRP: ultrafiltration retentate powder, MFRP 0.65pum; MFRP 0.20 um: microfiltration retentate powders, DFRP 0.65um; DFRP 0.20 um:
diafiltration retentate powders. Mean values and standard deviation (+) (n = 3).

Table 4
Chemical composition of dry Sorelho products

SUFRP (+) SMFRPO0.65um (+) SMFRP 0.20um (4) SDFRP0.65um (+) SDFRP020um (+)
Dry matter (%)  89.46*  (0.39) 91.32° 0.50) 91.21° (2.67) 85.47° (0.22) 91.54° (3.92)
Protein (% DM)  32.52*¢  (6.44) 18.82° (2.31) 24.14%° (5.07) 42.63° (5.65) 21.59° 9.29)
Fat (% DM) 0.49* 0.08) 0.54° 0.03) 0.57° (0.16)  0.54* (0.03) 0.47° (0.12)
Ash (% DM) 30.46°  (0.46) 32.67% (0.41) 30.35% (0.82) 19.84° (.11) 29.92° (5.30)
Chloride (% DM) 16.94*  (0.57) 16.50° 0.47) 15.61% (0.66) 10.08° (1.63) 14.15° (1.19)
Ca’" (% DM) 0.79* 0.24) 0.95° (0.03) 0.83° (0.40) 0.18° (0.04) 0.24° (0.05)
PO (% DM) 0.12 0.01) 0.16° (0.05) 0.12° 0.01) 0.14* (0.04) 0.14° (0.01)

abMeans within the same row without the same superscript differ significantly (p<0.05).
SUFRP: ultrafiltration retentate powder, SMFRP 0.65 um; SMFRP 0.20 pm: microfiltration retentate powders, SDFRP 0.65 pm; SDFRP 0.20 um:

diafiltration retentate powders. Mean values and standard deviation (+) (n = 3).

3.4. Compositional analysis of dry products

Table 3 shows the chemical composition of dry
products obtained from ovine cheese whey. Protein
content of ultrafiltration retentate powder was lower
than values reported by Casper et al. (1999), since our
product was not diafiltrated. Consequently, ash con-
centration was higher in our product. Significant
differences were observed between microfiltration re-
tentate powders for protein contents, whereas fat, ash,
Ca’" and PO3 " did not differ significantly. As expected,
diafiltration retentate powders (DFRP) also showed
significant differences in their protein contents. With the
exception of DFRP 0.65 um, that contained just about
one-third of the ash content, all the other products
showed no significant differences in this component. The
calcium content of the DFRP products was, as expected,
much lower than its content in microfiltration retentate
powders and ultrafiltration retentate powder. This could
have happened as a consequence of the diafiltration
process. Maubois et al. (1987) also alluded to the fact
that most of Ca?" added during thermocalcic precipita-
tion could be retained with lipoproteins. This reduction
in Ca’>" in both DFRP might be one of the most
important features of these products concerning the
improvement of some aspects of their functionality
(Karleskind, Laye, Mei, & Morr, 1995b; Mangino,
1992).

Chloride accounted for a high proportion of the ash
content of the powders, since the whey resulted from the
production of a cheese in which half of the sodium
chloride was added to the milk prior to coagulation. The
composition of DFRP 0.65 um powders clearly reflected
the lower retention of proteins by the 0.65 pm pore size
membrane. Dry products with less than 0.5% fat (% dry
matter) and approximately 65% protein (% dry matter)
could be obtained in this case. Although the improve-
ment of UF filtration fluxes with TP/MF using the
0.65pm membrane was lower than with the 0.20 um
membrane, the possibility of obtaining high protein—
low Ca>" DFRP powders could support the choice of
the 0.65 pm membrane.

Table 4 shows the chemical composition of dry
products obtained from Sorelho. Microfiltration reten-
tate powders showed no significant differences in
protein, fat, ash, Ca®>* and PO3~ contents. The protein
content of microfiltration retentate powders did not
reflect the differences observed in the liquid products.
Both diafiltration retentate powders (SDFRP) showed
significant differences in protein and ash contents,
reflecting the differences observed in liquid products.
The protein content of the 0.65um SDFRP was lower
than the ones reported by Comendador et al. (1996) for
dry Scotta powders obtained by UF/DF. This fact can
be explained by the higher MW cut-off of the membrane
used, by the losses of protein in the balance tank due to
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foam formation, or more probably, by the lower protein
content of Sorelho (0.38% +0.11) when compared to
original Scotta (1.10% +0.07). With the exception of the
0.65um SDFRP, that showed a lower ash content, no
significant differences in this component were observed
in the other products. As in ovine cheese whey, although
the ash content of both liquid diafiltration retentates
was not different, the lower levels of ash content in the
0.65um SDFRP are due to the higher content of dry
matter of the 0.65 um SDFR in relation to the 0.20 um
SDFR. The calcium content of the diafiltrated products
was, as expected, much lower than its content in
retentates of microfiltration and ultrafiltration. As
mentioned above, chloride accounted for a high
proportion of the ash contents.

The low dry matter content of Sorelho that involves
working with higher volumes and the lower protein
content of most Sorelho dry products, when compared
to whey products, may reduce the economical interest in
the application of TP/MF to this product.

Diafiltrated retentate powders using the 0.65 um MF
membrane of both by-products (whey and Sorelho)
showed the highest protein content, which is in the
range of commercial bovine whey protein concentrates
(Mangino, 1992), and low fat and Ca®" concentrations.

4. Conclusions

The clarification of by-products from ovine cheese
manufacture (cheese whey and deproteinized whey
Sorelho) by thermocalcic precipitation followed by
microfiltration improves posterior UF treatments sig-
nificantly. The clarification was more efficient in what
concerns filtration rates using the 0.65pm MF mem-
brane. Although the clarifications with this membrane
showed lower effects on the improvement of posterior
UF treatments, the diafiltrated product obtained in this
case seems to be more appropriate for potential uses in
the food industry due to its higher protein content.

The poor MF flux performance and the high degree of
protein retention observed with the 0.20 pm membrane
lead us to conclude that, at least with the type of
membranes used, the process is more feasible with the
0.65 um MF membrane.

The use of MF involves high capital and running
costs. Therefore, the utilization of this technology can
only be considered if the volume of the product to be
treated versus the increase in UF permeation rates
justify the investment. For the production of clarified
and diafiltrated powders, the efficiency of the MF
process should be improved using more adequate
equipment in order to attain higher volumetric concen-
tration factors and lower retention of proteins with the
MF membrane. In any case, the functional properties of
the dry products obtained deserve further investigation.
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Abstract

Functionality (solubility, emulsifying and foaming properties) of ovine cheese whey and deproteinized whey (Sorelho) protein
concentrates was evaluated. Both by-products of ovine cheese manufacture were clarified by thermocalcic precipitation and microfiltration
using two pore size membranes (0.65 and 0.20 wm). Next, they were ultrafiltrated/diafiltrated, and then, the liophilization of the
corresponding retentates was carried out. The functionality of these powders, as well as that of untreated ultrafiltrated whey protein
concentrate (WPC) and microfiltration retentates powders, was evaluated.

The clarification treatment increased solubility of the WPC produced from ovine whey and deproteinized ovine whey. Moreover, these
products had foaming properties, whereas conventional WPC and microfiltration retentate powders (MFRP) were unable to produce foams.
The whey product obtained after clarification using a 0.65 wm microfiltration membrane had the best foaming properties. The clarification
treatment did not significantly increase emulsifying activity and stability, except for the Sorelho product obtained using a 0.65 pm
membrane.

MEFRP from ovine whey and Sorelho, the by-products of the clarification procedure, showed similar solubility and higher emulsifying
activity than conventional WPC, although their emulsion stability was lower.

The clarification procedure studied, particularly when a 0.65 pwm microfiltration membrane was used, improved some functional properties

of the whey and Sorelho protein concentrates, and also generated microfiltration retentates for potential use in food manufacturing.

© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Whey protein concentrates (WPC) are ingredients widely
used in the food industry in a variety of formulated products,
such as dairy, bakery, meat, beverage and infant formula
products (Morr, 1992) due to the excellent functional
properties of their proteins (Kinsella & Whitehead, 1989).
Moreover, WPC production represents the best means for
the utilization of whey proteins (Morr & Foegeding, 1990).
Ultrafiltration (UF) has proved to be the system of choice for
preparing WPC with good functional properties; however,
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E-mail address: cobusa@lugo.usc.es (A. Cobos).

0268-005X/$ - see front matter © 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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membrane fouling, caused by several whey components, is
a drawback in UF (Zall, 1992). Among these compounds,
phospholipids cause rapid decrease in membrane perform-
ance and seriously impair some functional properties of
WPC (DeWit, 1984; Hiddink, De Boer, & Nooy, 1981;
Karleskind, Laye, Mei, & Morr, 1995a; Pearce, Marshall, &
Dunkerley, 1991). Several physico-chemical and biochemi-
cal (enzymic) treatments have been applied for the removal
of these compounds (Blecker et al., 1997; Mangino, 1992;
Rinn, Morr, Seo, & Surak, 1990); one of these treatments is
based on the aggregation of the phospholipids with protein
and calcium and removal of aggregates by microfiltration
(Fauquant, Vieco, Brule, & Maubois, 1985; Timmer & Van
der Horst, 1998). The extracted phospholipoproteins could
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have interesting functional properties as some authors have
mentioned (Maubois & Ollivier, 1991; Maubois, Pierre,
Fauquant, & Piot, 1987).

Mediterranean countries produce a large variety of ovine
cheeses; however, the resulting wheys are not used for WPC
manufacture, as happens with WPC bovine cheese whey,
and this situation causes environmental problems, mainly in
large scale production. Traditionally, a small amount of this
whey is used in whey cheese production, such as Ricotta,
Requeson, Manouri and Requeijao, manufactured in Italy,
Spain, Greece and Portugal, respectively. Nevertheless,
most ovine cheese whey cannot be processed and, on the
other hand, whey cheese manufacture also generates a new
by-product, a deproteinized whey called Sorelho in Portugal
(Pereira, Diaz, & Cobos, 2002).

Few studies have been developed about functional
properties of WPC obtained from ovine cheese whey and
deproteinized ovine whey by UF (Casper, Wendorff, &
Thomas, 1999; Comendador, Nardo, Bertone, Maurizi, &
Quaglia, 1996) or other methods (Chianese et al., 1996;
Pintado, Lopes da Silva, & Malcata, 1999). Comendador
et al. (1996) concluded that the functional properties of
deproteinized WPC could be improved by a clarification
pre-treatment before UF. Only Casper et al. (1999) studied
some properties of delipidized ovine WPC using chitosan.

However, there is no available information about
functional properties of ovine WPC obtained from clar-
ificated whey or deproteinized whey using thermocalcic
aggregation followed by microfiltration. As mentioned
above, this method eliminates phospholipoproteins and
might allow for the production of an ovine WPC of better
functional properties; it would also generate another
product, the microfiltration retentate, with the potential
application as a functional ingredient. Its properties have
scarcely been considered in the production of bovine WPC
(Maubois & Ollivier, 1991) and there is no information
about this product when generated from the ovine whey or
deproteinized ovine whey at all.

In a previous work (Pereira et al., 2002), we studied the
technological feasibility of the clarification of by-products
from ovine cheese manufacture (cheese whey and depro-
teinized whey called Sorelho in Portugal) by thermocalcic
precipitation followed by microfiltration using two pore size
membranes (0.65 and 0.20 wm). This pre-treatment
improved posterior UF treatments significantly in both
cases. However, the poor microfiltration flux performance
and the degree of protein retention observed with the
0.20 pm membrane led us to conclude that, at least with the
type of membranes used, the process is more feasible with
the 0.65 pm microfiltration membrane. We also concluded
that the utilization of this technology can only be considered
in large-scale operations and if the functional properties of
the products obtained (WPC and microfiltration retentates)
were appropriate.

The main objective of this work was to study some
functional properties (solubility, emulsifying and foaming

properties) of clarificated UF/diafiltration retentate
powders, and to compare them with the functionality of
conventional UF retentate powders in order to evaluate the
interest of the application of the clarification procedure to
generate products of increased usefulness as food ingre-
dients. Besides, the functional properties of microfiltration
retentate powders (MFRP), the by-products obtained in
clarification, were also studied in view of their possible
application in food industry.

2. Material and methods
2.1. Sample obtention

Ovine cheese whey and deproteinized whey (Sorelho)
were obtained from the Association of Producers of Serra
da Estrela Sheep (ANCOSE/Portugal). Sample preparation
was similar for both products. Immediately after reception,
the products were skimmed by means of a Westfalia™
separator type ADB. Approximately 100 1 of each product
(cheese whey or Sorelho) were used in each trial; 50 1 were
submitted to conventional UF and 501 were used for
thermocalcic precipitation—microfiltration followed by UF
and diafiltration. All experiments were made in triplicate. A
diagram of the process is shown in Fig. 1 (adapted from
Pereira et al., 2002).

Thermocalcic precipitation, microfiltration (MF) and
UF/diafiltration steps were carried out following the method
described by Pereira et al. (2002). Two microfiltration pore
size membranes (0.20 and 0.65 wm) were used in the
clarification procedures. Simultaneously, part of the whey/
Sorelho was processed in a conventional way (unclarified)
in order to use it as a control batch. Membrane retentates
were freeze dried in a Lyph-Lock™ (Labconco Corporation,
Kansas City, USA) freeze dryer and used for analysis. Ten
products were obtained; five from whey: the conventional
UF retentate powder (UFRP), the MFRP using a 0.65 pm
pore size MF membrane (MFRP 0.65), the MFRP using a
0.20 pm pore size MF membrane (MFRP 0.20), and the
diafiltration retentate powders (from the diafiltration of
microfiltration filtrates using the two MF membranes, DFRP
0.65 and DFRP 0.20). The other five powders were obtained
from Sorelho using similar treatments: SUFRP (UF
retentate powder used as control), SMFRP 0.65 and
SMEFRP 0.20 (MFRP), and SDFRP 0.65 and SDFRP 0.20
(diafiltration retentate powders). The chemical composition
of ovine cheese whey and deproteinized whey is shown in
Table 1 (adapted from Pereira et al., 2002).

2.2. Protein composition analyses

Total nitrogen and nonprotein nitrogen (NPN) were
determined by the Kjeldahl method (Kejltec Sistem
1003-Tecator). NPN was defined as the Kjeldahl nitrogen
soluble in 12% trichloroacetic acid and the nonprotein
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Whey / Sorelho

Skimmed
Whey / Sorelho Thermocalcic precipitation
pH7.375
CaClp1.2gL"!
50 °C, 8 min
Ultrafiltration Microfiltration
(0.20 or 0.65 um)
Retentate
| Filtrate | | Retentate |
Freeze drying
Freeze drying
Ultrafiltration I::I
UFRP / SUFRP

MFRP / SMFRP
0.20 or 0.65

Retentate
Diafiltration

Retentate

Freeze drying

A
DFRP / SDFRP
0.20 or 0.65

Fig. 1. Processing diagram for making UF retentate powders, microfiltra-
tion retentate powders and diafiltration retentate powders. For abbreviation
definitions, see Section 2 (adapted from Pereira et al., 2002).

nitrogen components (NPNC) were calculated as follows:
NPNC = NPN X 3.60. True protein was determined as:
Total Kjeldahl nitrogen—NPN X 6.45. The conversion
factors 3.60 and 6.45 used have been recommended by
Karman and Van Boekel (1986) for NPN compounds and
rennet whey proteins, respectively.

Table 1

The content of a-lactalbumin, 3-lactoglobulin and bovine
serum albumin (BSA) was determined by reversed-phase
HPLC, following the method proposed by Kim, Chism III,
and Mangino (1987) but using the eluent gradient described
by Gonzélez de Llano and Santa Maria (1997). Reagents
were HPLC grade. Protein standards were purchased from
Sigma Chemical (St. Louis, USA). Samples of dry products
were dissolved (3% w/v) in doubled-distilled, demineralised
water containing 0.1% trifluoroacetic acid (TFA). Several
concentrations of each standard protein were prepared by the
same procedure for construction of standard curves. All
chromatography was performed with a 300 A pore C4
bonded silica column (Supelcosil LC-304, Supelco, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA; 250 X 4.6 mm). Proteins were
chromatographed at room temperature at a flow-rate of 1 ml/
min using a Beckman System Gold Liquid Chromatograph
(Beckman Instruments, Madrid, Spain). Eluent A was 0.1%
TFA in water, and eluent B was 0.1% TFA in acetonitrile.
Elution gradient expressed as solvent B was as follows: 0—
1 min, 35%; 1—-8 min, 38%; 8—16 min, 42%; 16—22 min,
46%; 22—-22.5 min, 100%; 23-23.5 min, 35%. The detec-
tion was carried out at 210 nm. Quantification was based on
peak areas of whey proteins and external standards for each
protein.

All determinations were made in duplicate.

2.3. Functional properties

The solubility of protein at pH 4 and 7 was determined in
triplicate using the method of Morr et al. (1985). About
500 mg of powder were dissolved in 40 ml of 0.1 M NaCl.
Immediately after obtaining a complete dispersion, the pH
was adjusted to 4.0 or 7.0 with 0.1N HCI or NaOH solution.
The dispersion was stirred for 1 h; during this period, pH
was monitorized and adjusted when necessary. After that,
the dispersion was transferred into a 50 ml volumetric flask,
diluted to the mark with additional 0.1 M NaCl solution.
An aliquot of the dispersion was centrifuged 30 min at

Chemical composition (g/100 g powder) of ovine cheese whey and Sorelho powders (adapted from Pereira et al., 2002)

Ovine cheese whey ~ UFRP* * (+) DFRP 0.65  (*) DFRP 020 () MFRP 0.65 (&) MFRP 020 ()

Moisture 11.23 (032)  13.10 (1.05) 1342 (240)  11.01 (1.05) 9.71 (2.68)
Total nitrogen 5.65 (0.58) 9.12 (0.82) 3.04 0.17) 2.98 0.13) 5.05 0.72)
Fat 0.36 (0.03) 0.39 (0.08) 0.43 (0.08) 0.47 (0.10) 0.42 (.11)
Ash 26.70 (0.01) 8.05 (224)  24.99 Q77 28.06 (1.12) 2541 (3.73)
Calcium 0.65 (0.03) 0.08 (0.02) 0.05 (0.01) 0.90 0.11) 0.88 (0.23)
Chloride 9.28 (0.26) 4.18 (1.06)  10.35 (1.15)  12.57 0.64)  11.78 (1.52)
Sorelho SUFRP"* (%) SDFRP0.65 () SDFRP0.20 () SMFRP0.65 (=) SMFRP0.20 (%)

Moisture 10.54 0.39)  14.53 0.22) 8.46 (3.92) 3.68 (0.50) 8.79 (2.67)
Total nitrogen 4.56 (0.90) 5.71 0.77) 3.06 (1.15) 2.69 0.32) 3.45 (0.70)
Fat 0.44 (0.07) 0.45 (0.02) 0.44 (0.11) 0.49 (0.02) 0.52 (0.14)
Ash 27.24 033)  16.96 (178) 2747 (542)  29.83 021)  27.69 (1.29)
Calcium 0.71 (0.21) 0.16 (0.04) 0.22 (0.05) 0.86 (0.03) 0.75 (0.35)
Chloride 15.12 (0.56) 8.62 (141)  12.54 0.49)  15.07 0.50)  14.17 (0.62)

** For abbreviation definition, see Section 2. Mean values and standard deviation (*) (n = 3).
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20,000 X g and the resulting supernatant fraction was
filtered through Whatman No. 1 filter paper. The protein
content of the filtrate and the original dispersion was
determined by biuret. The solubility of the products was
calculated as:

Protein solubility (%) = [SPC X 50/SW X (SP/100)] X 100

where SPC, supernatant true protein concentration (mg/ml);
SW, sample weight (mg); and SP, sample true protein
concentration (%).

The turbidimetric method of Pearce and Kinsella
(1978), modified by Patel and Kilara (1990), was used to
determine the emulsifying capacity. Volumes of 75 ml of
2% (w/v) dispersion (pH 7.0) of each product were used
as a continuous phase and the dispersed phase was 25 ml
of olive oil. The emulsions were prepared using a
Polytron PT-20 homogeneizer (Brikman Instruments,
Westbury, USA) at 17,200 rpm for 3 min. An aliquot
was diluted 1/500 using a 0.1% SDS solution in
phosphate buffer at pH 7.0 and the absorbance of the
diluted emulsion was determined at a wavelength of
500 nm in a spectrophotometer Zuzi mod. UV-4210
(Auxilab, Beriain, Spain).

The emulsifying capacity, expressed as emulsifying
activity index (EAI), was calculated as follows:

EAI(m?/g) = 2 X 2.303 X A500/¢p X LX C

where A500, absorbance of dilute emulsion at 500 nm; ¢,
volume fraction of dispersed phase; L, path length of cell (in
meters); and C, weight of product per unit volume of
product dispersion (in g/m?).

The method of Tornberg and Hermansson (1977) with
the modification proposed by Kim, Morr, Seo, and Surak
(1989) was used to determine the emulsifying stability
rating (ESR) of the samples. Aliquots of the emulsions,
prepared as previously described, were transferred to a
separatory funnel and were stored at 4 °C for 24 h. The fat
contents of the bottom fraction and of the initial emulsion
were determined by the Gerber method. ESR was computed
by dividing the fat content of the bottom fraction by the fat
content of the initial emulsion and multiplying by 100.

Foam expansion (FE) and foam stability (FS) of the
samples and of ovalbumin (used as reference) were
determined using dispersions (250 ml) of 1% protein
concentration (w/v) at pH 7, at the whipping time of
Smin in a Braun mixer mod. MR550 (Braun Espafiola,
Esplugues de Llobregat, Spain) at maximum speed
(10,000 rpm), using the whipping accessory. According to
Patel, Stripp, and Fry (1988), the foam was rapidly
transferred from the bowl into a 21 measuring cylinder
and the total volume of foam was measured. The foam was
allowed to stand for 30 min at room temperature and
afterwards the volume of drained liquid was measured

(Patel et al., 1988). The FE was calculated as follows:
FE (%) = [(FV — 250)/250] X 100

where FV is the initial volume of foam.
The FS was calculated as:

FS (%) = 100 — [(volume of liquid drained after 30 min/250)

X 100]
All determinations were made in duplicate.
2.4. Statistical analysis

The data from conventional UF retentate powders and
diafiltration retentate powders were analyzed by one-way
ANOVA and the means were compared using the least
significant difference test with significance at p = 0.05. The
comparison of means of protein solubility at different pH
values was made using t-test. All statistical analyses were
implemented with the Statistica™ package for Windows
(StatSoft Inc., Tulsa, USA).

3. Results
3.1. Protein composition of powders

Table 2 shows the protein composition of the powders
obtained from ovine cheese whey and Sorelho.

In ovine cheese whey, the clarification procedure using a
0.65 pwm pore size MF membrane significantly increased the
true protein content of the corresponding diafiltration
retentate powder in comparison with UFRP, while the
clarification using a 0.20 pm MF membrane decreased
these values. Consequently, MFRP 0.65 showed lower
values of protein than MFRP 0.20

Something similar happened with «-lactalbumin and
B-lactoglobulin contents, which were higher in DFRP 0.65.
No significant differences were found in BSA and NPN
values.

In Sorelho powders, true protein, a-lactalbumin, [3-
lactoglobulin, BSA and NPNC contents were higher in
SDFRP 0.65 in comparison with the values found in UFRP
and SDFRP 0.20.

It is important to note that, in Sorelho diafiltrated
retentate powders, the three proteins determined were the
main components of the true protein. However, these
proteins were in lower proportion in SUFRP and in both
clarification by-products (SMFRP).

3.2. Solubility
Table 3 shows the results obtained for protein solubility

of ovine whey and deproteinized whey derived products.
When the effect of the pH on the protein solubility was



0. Diaz et al. / Food Hydrocolloids 18 (2004) 601-610 605
Table 2
Protein composition (g/100 g powder) of ovine cheese whey and Sorelho powders
Ovine cheese whey UFRP" () DFRP 0.65 (£) DFRP 0.20 (£) MFRP 0.65 (%) MFRP 0.20 (*)
True protein 32.58* 4.74) 5270 (6.57) 16.45¢ (0.28) 16.39 036) 29.64 (1.60)
a-Lactalbumin 5.83% (0.55) 7.72° (0.71) 4.15° (0.01) 2.35 (0.24) 4.63 (0.38)
-Lactoglobulin 23.81* (3.77)  38.78° (1.18) 11.61° (0.86) 11.78 (1.24) 19.75 0.79)
Bovine serum albumin 0.88" (0.58) 0.74* (0.17) 0.43* (0.12) 0.52 (0.08) 0.27 (0.15)
NPNC 2.18* (0.28) 3.18° (0.46) 1.79* (1.18) 1.49 (0.37) 1.86 0.23)
Sorelho SUFRP* (%) SDFRP 0.65 (%) SDFRP 020  (=*) SMFRP 0.65 (%) SMFRP 0.20 (%)
True protein 25.38" (6.15)  29.28* (2.78) 13.84° 0.41) 15.90 (1.32) 19.99 (3.83)
a-Lactalbumin 6.02° (1.89) 11.05° (1.41) 8.12% (1.38) 3.09 (0.94) 5.17 (1.02)
B-Lactoglobulin 7.60" (1.26) 14.35° (1.65) 4.63° (0.87) 391 (1.83) 4.11 (0.54)
Bovine serum albumin 0.58" (0.36) 1.29% (0.74) 0.23% (0.05) 0.82 (0.18) 0.63 (0.21)
NPNC 2.65% (0.96) 4.22° (0.64) 1.22° (0.08) 1.41 (0.07) 1.95 0.34)

aP<Means within the same row without the same superscript differ significantly (p < 0.05). “For abbreviation definition, see Section 2. NPNC: non protein

nitrogen components. Mean values and standard deviation (%) (n = 3).

studied, no significant differences were found between
solubility values except for diafiltrated retentated powder
DFRP 0.65 (for abbreviation description, see Section 2), in
which solubility at pH 4 was significantly lower than that
at pH 7.

Clarificated-diafiltrated products from whey and Sorelho
(DFRP and SDFRP) showed higher protein solubility than
conventional UF powders (