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RESUMEN

Por medio de la medicion del nitrogeno se puede determinar el valor proteico vy,
por ende, el valor nutricional de la leche. El nitrégeno en la leche se encuentra distribuido
como nitrégeno de la caseina, nitrégeno del suero y nitrdgeno no proteico. Puede ser
separado en sus diferentes fracciones por métodos sencillos de precipitacion con acidos.

La homogenizacion es un proceso utilizado en la industna lactea, pero los efectos
de la homogenizacion a alta presion todavia estin en estudio.

En este estudio se pretendio determinar el cambio en la distribucién del nitrogeno
en leche causado por la homogenizacion a altas presiones de hasta 100 MPa.

Se determin6 que la homogenizacion a altas prestones aumenta la temperatura y
esto ocasiona cambios significativos en la distribucion del nitroégeno. Las proteinas séricas
se ven afectadas, precipitando junto con la caseina. El nitrégeno no protéico no se vio
afectado sigmficativamente debido a que su fraccion es muy pequefia.

Se encontro relacion entre el contenido de grasa en la leche y las proteinas, ya que
la leche entera sufre mayores cambios en la distribucion de nitrogeno que la leche, baja en

grasa, después de la homogenizacion a altas presiones.

X1



I. INTRODUCCION

La homogenizacién es un proceso industrial comiinmente utilizado en la industria lactea
para modificar las propiedades de la leche y de los productos lacteos como el queso y el yogurt.
Es el proceso de forzar un liquido por un orificio angosto a alta presion. Esto produce una
combmacion de fuerzas hidrodinamicas de corte, ruptura y turbulencia que causa cambios en los
componentes de la leche (Gonzalez, 1994).

La homogenizacion causa la ruptura de los globulos de grasa en globulos mas pequefios |
afecta su distribucion debido al alto estrés involucrado en el proceso y reduce la tendencia de los
globulos a aglomerarse. Esto estabiliza las fases de la leche, la hace mas blanca e incrementa la
sensacion en la boca al modificar la viscosidad.

Otros componentes de la leche, principalmente las proteinas, también son modificadas.
Segun Iwada y Tsugo (1960), la distribucion del nitrogeno, proteico y no proteico, cambia al ser
homogenizada hasta 20MPa. Actualmente en la industria la homogenizacion de la leche se Heva a
cabo a no mas de 25 MPa.

En estudios recientes, se ha encontrado que la homogenizacién a presiones mayores que
éstas pueden dar mayor estabilidad al yogurt con bajo contenido de sélidos y grasa (Lin, 1995);
mejorar las cualidades de emulsion de la grasa de la leche y sus caracteristicas organolépticas
(Gonzilez, 1994). Sin embargo, la informacion acerca del comportamiento de la leche y sus
componentes a presiones mayores de 20 MPa es incompleta y a veces nula.

El propésito de esta investigacion fue estudiar los efectos en la distribucion de nitrogeno en
la leche bajo presiones de 0 a 100 MPa en leche entera y en leche baja en grasa. Se determiné el
nitrégeno total; el nitrogeno de la caseina, la proteina principal de la leche; el nitrégeno en el
suero; y el nitrégeno no proteico por el método de micro-Kjendahl.

Se utilizé leche entera y leche baja en grasa para determinar si la grasa afectaba la
distribucion de nitrogeno. Ademads, se trabajo con dos temperaturas diferentes: una menor a la

temperatura de desnaturalizacion de las proteinas (40°C) y otra mayor (75°C), para poder



determinar si el cambio en la distribucion de mitrogeno es debido a la temperatura generada por la

homogenizacion a altas presiones o solamente debido a la homogenizacion en si.



II. ANTECEDENTES

L. Leche

La leche es un fluido complejo que contiene muchos componentes en varios estados de
dispersion (Webb, 1980). Los principales constituyentes de la leche son: agua, grasa, proteinas,
lactosa y sales minerales. También contiene pequefias trazas de otras sustancias tales como
pigmentos, enzimas, vitaminas, fosfolipidos y gases (Alfa-Laval, 1994). La composicién de la
leche determina su calidad nutricional, su valor como materia prima para hacer productos
alimenticios y muchas de sus propiedades. Una clasificacion burda de los principales
constituyentes de la leche con porcentajes aproximados se¢ presenta en el Cuadro 2.1

(Walstra, 1984).

A. Grasa
Si se deja en reposo la leche, se forma una capa de nata en la superficie. La nata consta de
globulos de grasa flotando libremente. El globulo de grasa tiene una membrana delgada que
consta de proteinas y fosfolipidos. l.a membrana protege la grasa de ser descompuesta por las
enzimas presentes en la leche. Los globulos de la grasa son las particulas mis grandes presentes

en la leche. Sus diametros oscilan entre 0.1 y 20 micras (Alfa-Laval, 1994).



CUADRO 2.1

Composicion Aproximada de Leche

Contenido Porcentaje
Promedio Rango Promedio de
Componente % (p/p) % (p/p) Materia Seca
Agua 873 85.5-8B8.7
Solidos no grasos 8.8 7.9-10.0 69
Grasa en materia seca 31 21-38
Lactosa 4.6 3.8-53 36
Grasa 3.9 2.4-55 31
Proteina 3.25 2344 26
caseina 26 1.7-3.5 20
Sustancias minerales 0.65 0.53-0.80 5.1
Acidos organicos 0.18 0.13-0.22 1.4
Miscelaneos 0.14 1.1

(Walstra, 1984).



B. Proteinas

La leche contiene varios cientos de tipos distintos de proteinas, muchas de las cuales se
encuentran en muy pequeiias cantidades. Los tres principales grupos de proteinas se distinguen
por su diferente comportamiento v por su forma de existencia y estan indicados en el Cuadro 2.2

(Alfa-Laval, 1994).

CUADRO 2.2

Diferentes Cantidades de Proteinas presentes en la Leche

Tipo de proteina concentracion % total de
proteinas en proteinas en
leche (g/kg) leche entera (w/w)

Caseinas 26.0 79.5
o -caseinas 126 38.6
K-caseinas 33 10.1
B-caseinas 10.1 30.8

Proteinas del Suero 6.3 19.3
Seroalbuminas
bovinas 0.4 1.2
B-lactoglobulinas 3.2 9.8
a-lactoalbumina 1.2 3.7
Inmunoglobulinas 0.7 2.1
Miscelaneas(incluye proteo-peptonas) 0.8 2.4

Proteinas de la membrana
del gloébulo graso 0.4 1.2

TOTAL 327 100
(Alfa-Laval, 1994).



1. Caseinas

La caseina es la proteina principal de la leche. Tiene la siguiente composicion: C, 53.0; H,
7.05; N, 15.65; S, 0.76; y P, 0.85% (Webb, 1980). Las caseinas representan mas o menos el 80%
del total de proteinas de la leche (Walstra, 1984). Forman facilmente polimeros que forman
complejos moleculares llamadas micelas. Existen tres subgrupos: la «-caseina, y x-caseina y la
B-caseina (Alfa-Laval, 1994).

La caseina en una muestra de leche se precipita estabilizando el pH a 4.6, su punto
isoeléctrico. Para estabilizar el pH e incrementar la velocidad de precipitacion de la caseina, se
agrega a la leche acido acético para dar un pH un poco mas 4cido que el punto isoeléctrico.
Después de unos minutos, se agrega acetato de sodio para que el pH llegue al punto isoeléctrico y
se estabiliza alli (Webb, 1980).

Las caseinas son las proteinas de la leche mds termoestables y no estdn sujetas a

desnaturalizacion por calor (Hall y Harper, 1976).

2. Proteinas del suero (Seroproteinas)

El suero es el liquido remanente del cuajo al hacer queso o precipitar la caseina de la leche.
Este grupo de proteinas es aproximadamente 0.6 a 0.7% de la leche. Las proteinas que se
encuentran en mayor proporcion en el suero son: la a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina (Webb,
1980). También contiene albimina bovina del suero, inmunoglobulinas y proteasas-peptonas; y
otras proteinas menores como la lactoferrina, lactolina, glicoproteina y transferrina de la sangre
(Marshall, 1990). La mas importante de éstas es la B-lactoglobulina que representa mas o menos
el 50% del total de proteinas del suero (Milk Industry Foundation, 1989).

El suero contiene mas de la mitad de sdlidos presentes en la leche original, incluyendo 20%
de las proteinas y la mayoria de la lactosa(70-80%), minerales y vitaminas solubles en agua .
Tienen un alto valor nutricional (Marshall, 1990). Las proteinas del suero en general y la «-

lactoalbiimina en particular son de alto valor nutritivo. Su composicién de aminoacidos es muy



cercana a la que es considerada biologicamente optima. Es por esto que los preparados de
proteinas de suero son muy utilizados en la industria alimenticia (Alfa-Laval, 1994}.

Las proteinas del suero son solubles a todos valores de pH, un factor que las distingue de
las caseinas. Excepto por la fraccion estable de la proteasa-peptonas, las proteinas del suero son
sensibles a la temperatura arriba de 60°C. El grado de desnaturalizacion depende de los
componentes de la proteina, concentracion de sdlidos, pH, fuerza ionica, temperatura y tiempo
de exposicion (Marshall, 1990).

La desnaturalizacion de las proteinas del suero, que involucran cambios en la configuracion

de las moléculas de proteinas, expone grupos sulfidrilo y cambia las caracteristicas de la proteina

para que ésta se aglomere (Hall y Harper, 1976}.

3. Proteinas de la membrana del globulo graso

Estas proteinas constituyen un grupo que se caracteriza por formar cubiertas protectoras
alrededor de los globulos de grasa. Su consistencia puede ser desde suave y gelatinosa hasta
bastante firme y fuerte. Las proteinas con residuos de lipidos se llaman lipoproteinas. Los lipidos
y los aminoacidos hidrofobos de estas proteinas hacen que las moléculas dirijan sus puntos
hidrofobos hacia la superficie de la grasa, mientras que las partes menos hidrofobas se orientan
hacia el agua (Alfa-Laval, 1994).

Otras proteinas de este grupo se unen a estas capas de proteina de la misma forma, dando
lugar a un gradiente hidrofobo desde la superficie de la grasa hacia el agua. Este gradiente en las
membranas es un lugar ideal para la absorcion de moléculas en cualquier grado hidroéfobo.
Fosfolipidos y enzimas lipoliticas son absorbidas especialmente dentro de la membrana (Alfa-

Laval, 1994).

4. Enzimas
Las enzimas son un grupo de proteinas producidas por organismos vivos que tienen la

capacidad de provocar reacciones bioquimicas y de afectar su curso y velocidad.



Dos factores influyen en la actividad de las enzimas en forma importante: el pH y la
temperatura, La temperatura Optima de actividad oscila entre 25-50°C. De 50-120°C son
destruidas casi completamente y se inactivan, pero la temperatura de inactivacion varia segun el
tipo de enzima. Algunas enzimas presentes en la leche son la peroxidas, catalasa, fosfatasa y

lipasa (Alfa-Laval, 1994).

C. Nitrogeno

La mayor parte del nitrégeno en la leche se encuentra como caseina, albimina y globulina y
peptonas de la proteolisis. La leche también contiene nitrogeno en la forma de amonia, urea,
creatinina, acido urico y aminoacidos, y algunas trazas en forma de vitaminas, enzimas y
fosfolipidos (Shahani, 1951). No se encuentra mucha informacion disponible sobre el significado
de la presencia de peptonas de la proteolisis y los compuestos de nitrogeno no proteicos y su
posible papel en los cambios de las propiedades de la leche bajo varios tipos de tratamiento (Fox,
1960). El contenido de proteina en los materiales biologicos se estima determinando el contenido
de nitrogeno, usualmente por el método de Kjeldahl, y multiplicando este contenido de nitrégeno

por un factor que, en ¢l caso de los productos lacteos, es 6.38 (Webb, 1980).

D. Nitrégeno no proteico
El nitrogeno no proteico total en la leche varia entre 25 - 30 mg por 100 ml de leche,
constituyendo de 5 a 6% del nitrégeno total en la leche. Esta cantidad en la leche varia con el
animal, raza y alimentacion; sin embargo, no depende de la estacton del afio. (Webb, 1980). Los
compuestos incluidos aqui son de bajo peso molecular y no son precipitados con las proteinas en
acido tricloroacetico al 12%. Los principales componentes se encuentran listados en el Cuadro
No. 2.3. La urea constituye aproximadamente la mitad del nitrogeno no proteico de la leche

(Walstra, 1984).



CUADRO 2.3

9
Principales Compuestos de Nitrogeno No Proteico en Leche

Reporte Rango en

Reciente Literatura
Urea-N 142 84-280
Creatina-N 25 6-20
Creatinina-N 12 2-9
Acido Urico-N 8 5-8
Acido Orotico-N 15 12-13
Acido Hipurico-N 4 4
Péptido-N 32
Amonia-N 9 3-14
o-amino acido-N 44 29-51
NNP Total 296 229-308

Nota: Contenidos en mg por kg de leche

(Walstra, 1984).
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E. Efectos del Calor

La leche es un material termolabil en el que todos los componentes mayores puedes ser
alterados fisica o quimicamente por calor, siendo los cambios mayores al inducirse mayor calor.
La sensibilidad al calor de los componentes de la leche en orden decreciente de sensitividad son:
enzimas libre, proteinas del suero, enzimas ligadas, sistema caseina-fosfato de calcio, lactosa y los
lipidos de la leche (Fox, 1984).

Los efectos del calor son la evolucidén de H,S, formacién de sabor a cocido, una
disminucién en el potencial de oxidorreduccion, desarrollo de propiedades antioxigénicas y una

disminucion de la tension del cuajo (Mitk Industry Foundation, 1989).

1. Enla grasa
La grasa no se ve afectada por temperaturas menores a 100°C. A temperaturas mayores,

los glébulos tienden a agruparse (Alfa-Laval, 1994).

2. En las proteinas

La caseina no sufre algun cambio detectable a temperaturas inferiores a 100°C, pero se
producen cambios facilmente detectables en las micelas de caseina cuando se calientan por encima
de 65°C. Como se menciono con anterioridad, las caseinas son las proteinas de la leche mas
termoestables y no estan sujetas a desnaturalizacion por calor (Hall y Harper, 1976).

Las proteinas séricas comienzan a desnaturalizarse a una temperatura de 65°C y se
encuentran casi totalmente desnaturalizadas cuando la leche se calienta a 90°C durante 60
segundos. Después de calentar la leche a 75°C o mas por un minuto aproximadamente, la leche
comenzard a oler y tendra un sabor a cocido. Esto es debido a la liberacion de compuestos que
contienen azufre que provienen de la B-lactoglobulina y otras proteinas sulfuradas (Alfa-Laval,

1994).
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Debido a la desnaturalizacion la solubilidad de las proteinas cambia, pudiéndose precipitar
éstas con la caseina al haber acidificacion. Sin embargo, requiere un tratamiento térmico mas
drastico que la pasteurizacion (Hall y Harper, 1976).

Cada proteina individualmente exhibe diferentes grados de susceptibilidad de
desnaturalizacion por calor, vy la situacion se complica ain mas debido a las interacciones entre
ellas. La sensitividad en orden decreciente de las proteinas del suero para desnaturalizarse, como
reportadas por Nakanishi ef «/.(1967) y Damicz (1966) son: inmunoglobulinas, albumina del
suero, B-lactoglobulina y o-lactalbumina (Hall y Harper, 1976). Estos datos coinciden con
estudios electroforéticos en donde 1a leche se calienta a varias temperaturas y la caseina y las
proteinas desnaturalizadas del suero son precipitadas por acidificacion, las primeras proteinas que
precipitan son las inmonuglobulinas, seguidas por las albiiminas del suero de la sangre, la B-
lactoglobulina y finalmente por la o-lactoglobulina, que es muy resistente al calor (Jenness, 1959).

Los cambios en las propiedades de formacién de cuajo de la leche debido al calor tienen
por lo menos dos aspectos practicos: El desarrollo de cuajo suave, significativo desde el punto de
vista de la nutricion del infante, mientras que ¢l otro concierne la incapacidad de las proteinas de
la leche a aglomerarse en la produccion de queso cottage. Estos fendmenos son relacionados con
la floculacion de las proteinas del suero debido a su desnaturalizacion por calor.  Otra explicacion
es que las proteinas del suero reaccionan quimicamente con la caseina, destruyendo asi la
capacidad de la caseina de formar cuajos firmes. Para reforzar la explicacidn anterior, se pueden
citar indicaciones de interacciones entre la B-lactoglobulina y los componentes de la caseina en

datos electroforéticos (Jenness, 1959).

Interaccion entre B-lactoglobulina y k-caseina inducida por calor

La interaccion entre B-lactoglobulina y x-caseina durante la exposicion de la leche al calor
ha sido reportada en detalle por McKenzie (1967). La interaccion entre estos dos ocurre en los
tratamientos con calor en los que se ha desnaturalizado mas del 50% de las proteinas del suero; es

una reaccion que depende del tiempo. Esta interaccion tiene las siguientes funciones:  (a)
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minimiza la salida o formacion de sulfidrilos y H>S; (b) minimiza la coagulacién del sistema de
proteinas de la leche con tratamientos con calor subsecuentes; (c) mejora las caracteristicas de
cuerpo de productos con cultivo; (d) mejora el rendimiento de queso Cottage; (¢} y provee las

bases para precipitados de calcio-proteina (Hall y Harper, 1976).

II. Homogenizacion

La homogenizacion es el proceso de emulsificar un liquido en otro o la forma de dispersar
uniformemente particulas solidas a través de un liquido (Alfa-Laval, 1994). La leche es
homogenizada forzandola a través de un orificio a altas presiones causando turbulencia, cavitacion
e incrementando el mezclado (Gonzalez, 1994).

La homogenizacién se usa en la industria lactea para influenciar la estabilidad, uniformidad,
consistencia, viscosidad, vida de anaquel, tiempo de reaccion, sabor y color de los productos
lacteos. La homogenizacion a alta presion esta emergiendo como un campo de estudio para las
industrias lactea, alimenticia, de bebidas, biotecnologia, cosmética, farmacéutica y quimica (APV
Homogenizers, 1994). Se utiliza para recobrar proteinas de células u otros bioquimicos de los
microorganismos (Popper y Knorr, 1990).

Actualmente en la industria, ]a temperatura de homogenizacion es de 60-70°C a una presion
de 15-25 MPa (150-250 bar) (Alfa-Laval, 1994).

La intensidad del cambio en el sistema de la leche aumenta al incrementar la presion de
homogenizacion., La estabilidad del sistema de emulsion, indicado por la ausencia de la capa de
crema, se denomina a la eficiencia de homogenizacion, que también incrementa como funcion de
la presién (Harper y Hall, 1976).

El tipo de homogenizador, la presién de homogenizacion, el contenido de grasa,
temperatura, viscosidad de la grasa y el plasma, y la naturaleza del surfactante son factores que

afectan el proceso de homogenizacion (APV Homogenizers, 1993).
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La homogenizacion a alta presion parece ser un método importante de disminuir el conteo
microbiano inicial, mientras ayuda a minimizar el dafio hecho por estrés innecesario de calor
(Popper y Knorr, 1990).

Segun Clouston y Willis (1969) y Gould y Sale (1970), la homogenizacion a alta presion y
el estrés mecanico no inactivan las esporas pero las inducen a germinar, resultando en una
resistencia menor a tratamientos de inactivacidon. La mayoria de microorganismos seran
destruidos por cambios estructurales en la membrana celular a raiz de las altas prestones de
homogenizacion (Vardag y Kroner, 1995).

Generalmente, los beneficios de la leche homogenizada en la elaboracion de quesos son: (1)
pérdidas menores de grasa en el suero, (2) mayores rendimientos de quesos, (3) menores pérdidas
por encogimiento durante la maduracién , y (4) menor pérdida de grasa a temperaturas elevadas
(Webb, 1980).

Seglin Iwada y Tsugo (1960), como la homogenizacién incrementa el nitrégeno soluble en
agua, la maduracién en la manufactura de queso sera mas rapida con leche homogenizada que con
no homogenizada. Ademas, la cantidad de nitrogeno que se mueve dentro del suero del queso
puede ser comparativamente mayor y la razon de recuperacion de nitrdgeno menor que con leche

no homogenizada.

A. Efectos fisicoquimicos

Los cambios mas importantes que sufre la leche durante la homogenizacion se reflejan en
las transformaciones fisicas de los globulos de grasa y en las interacciones de lipidos y proteinas.
{Gonzalez, 1994).

Las caracteristicas del proceso de homogenizacion que causan alteraciones en los
componentes de la leche y sus caracteristicas se representan en la Figura 2.1 , indicando: (a) un

agregado de energia en forma de calor dentro del sistema, (b) la corta duracion del proceso y la
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aceleracion repentina y desaceleracion que lo acompafia. Los cambios en las caracteristicas de la
leche debido a homogenizacién y los cambios fisicoquimicos asociados con e€so se encuentran

resumidos en el Cuadro 2.4 (Harper y Hall, 1976).
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FIGURA 2.1

Representacion Diagramaitica del Proceso de Homogenizacion

GLOBULO DE GRASA HOMOGENIZADO- 0.1-3g, Av. = 2p

Q
TIEMPO = Opo
alrededor de f'e] )
1/10,000 segundos DEFORMACION DEL GLOBULO
VALVULA
Q V = 300-800 pies/segundo
Q GLOBULO DE GRASA- 1-10p, Av. = 3.5
V = 1-10 pies/segundo
MEMBRANA-
2-3% CASEINA ° GLOBULO DE GRASA NORMAL HOMOGENIZADO
GLGBULO HOMOGENIZACION
DE GRASA 10-20% DE LA GRASA INTERACTUA CON CASEINA
O @ PARA DAR UN COMPLEJO DE ALTA DENSIDAD
GLOBULO DE GRASA PARCIALMENTE HIDROFOBI-
@ @ ZADO- INCREMENTA CON FRECUENCIA CON UN
@ AUMENTO DEL CONTENIDO DE GRASA, RARA VEZ
SE ENCUENTRA EN LECHE BIEN HOMOGENIZADA
TRANSFERENCIA DE TRANSFERENCIA PARCIAL
FOSFOLIPIDOS A DE CASEINADESDE

LECHE DESCREMADA

(Harper y Hall, 1976).
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CUADRO 2.4

Efecto de la Homogenizacion en Algunas Caracteristicas Fisicas de la Leche Relacionadas
con la Presion de Homogenizacion.

% Migracion % Grasa que % Reduccion Tension

de Fosfolipidos Interactud cuajo en leche con %
Presion de a fase de leche con Caseina grasa de
Homogenizacion descremada (Complejo alta densidad) 3.6 42 5.1
psi
1000 11.5 11 14 21 33
1500 15.2 13 -- - -
2000 15.9 18 41 51 52
3000 16.0 23 55 68 69
4000 14.8 32 61 66 69
8000 1.0 36 - - --

(Harper y Hall, 1976).
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B. Efecto en el valor nutritivo
Se ha reportado que la homogenizaciéon mejora la digestibilidad de la leche. El efecto de la
homogenizacion en la mejora de el coeficiente de absorcion y utilizacion de las proteinas en

animales de laboratorio se puede ver en el Cuadro 2.5 (Walstra, 1984)

CUADRO 2.5

Efecto de la Homogenizacion en el Valor Nutritivo de la Leche

Leche Regular Leche Homogenizada
(2000ps1)
Coeficiente de Digestibilidad (%) 89.3-98 89.3-97
Coeficiente de Absorcion (%o) 423 71.8
Utilizacion de la Proteina (%) 76.3 87.2
Ganancia de peso (gramos) 2.7 3.4

(Walstra, 1984).

C. Cambios en las proteinas
La informacién acerca de los cambios especificos inducidos en las proteinas de la leche por
la homgenizacion son limitados (Hall y Harper, 1976).
Cuando la leche se procesa por homogenizacion, la caseina, albmina y globulina son en
cierta parte desnaturalizadas, 1o que causa un cambio en la distribucion del nitrogeno (Rowland,

1938).
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Las caracteristicas de las proteinas de plasma sufren cambios significativos que contribuyen
en las caracteristicas de la leche homogenizada. En muchos aspectos, la leche homogenizada
representa la forma desnaturalizada de su contraparte no homogenizada (Webb, 1980). Los
cambios en las proteinas como resultado del calor que acompafia a la homogenizacién y los
cambios que ocurren en su superficie minimizan el agrupamiento y reducen asi la velocidad de
cremosidad (Harper y Hall, 1976).

Granikov ef al. (1976) ensefié una disminucion en el tamafio de las particulas de caseina
desde un promedio de 1075 A en la leche cruda a 595 A después de homogenizacién a 100 atm
(1470 psi). El mismo efecto no se encontrd en leche descremada homogenizada y se relaciono a
la desgregacion de las particulas de caseina durante la homogenizaciéon y su adsorcion en la
superficie de las membranas de los globulos de grasa (Hall y Harper, 1976).

La desestabilizacion de las proteinas es uno de los cambios mas importantes que ocurren
durante el proceso de homogenizacién, siendo directamente relacionados con defectos como
cream feathering y "spaghetti ring". Nuestro conocimiento de los cambios que ocurren en las
proteinas como resultado de la homogenizacion es incompleta.  Sabemos que cambios
relacionados con el calor ocurren a temperaturas sobre 74°C, incluyendo desnaturalizacién de
proteinas y formacion de compuestos sulfidrilos. “Feathering” es basicamente una coagulacion
de las particulas de caseina en los globulos de grasa debido al calor y es incrementado por el
calcio libre (Hall y Harper, 1976).

Rowland (1938) observd que si la leche se calienta, el 80% de las proteinas del suero
cambian de tal manera que precipitan con la caseina cuando ésta es precipitada a pH 4.6.
Considero que este 80% representa la lactoglobulina y lactalbumina, y que el 20% restante es una
proteina separada a la que denomind proteopeptona. Las proteosas y peptonas son polimeros de
aminoacidos con un peso molecular menor al de las proteinas. Generalmente son formadas por la
degradacion hidrolitica parcial de las proteinas. No son denaturalizadas por el calor. La

naturaleza de las proteinas en esta fraccion no ha sido claramente establecida.  El tema se
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complica por el hecho de que la fraccidon puede consistir en parte de proteinas nativas y en parte
de productos de degradacion que resultaron de el tratamiento térmico (Jenness, 1959).

En cuanto a la distribucion de nitrégeno, segun Iwada y Tsugo (1960), mientras la presion
de homogemzacion o la frecuencia de la homogenizacion aumenta, el nitrogeno de la caseina
disminuye, mientras que el nitrogeno del suero aumenta de un 3 a un 8% vy el nitrogeno no
proteico aumenta de un 4 a un 6%.

Algunas autores creen que las particulas de caseina son dafiadas considerablemente por
homogenizacién, lo que produce compuestos de un bajo peso molecular que no precipitan a un
pH 4.6 (Badui, 1990).

En estudios realizados se pueden resumir los siguientes resultados: 1. Las proteinas se
adsorben irreversiblemente.

2. Ocurre desnaturalizacion lenta en al superficie.
3. Las micelas de caseina son adsorbidas, pero se encuentran desplazadas en una capa fina que
consiste en fragmentos de micelas y posiblemente submicelas.

4. Las proteinas del suero, menos las proteasas-peptonas, también son adsorbidas (Fox, 1983).

D. Cambios en el sistema hpidico

Después de ser homogenizada, le leche adquiere nuevas caracteristicas y propiedades que
hacen que se reduzca su tendencia al cremado y se aumente la estabilidad de la fase lipidica; se
desarrolla un estado de dispersion de la grasa que no tiene capacidad de formar agregados
lipidicos. La homogenizacién reduce las reacciones de oxidacion iniciadas por el cobre y los
fosfolipidos de la membrana que se solubilizan en el suero (Badui, 1990). Esto se atribuye a que la
membrana original de globulos se rompe para dar lugar a una nueva constituida por diferentes
proteinas, caseinas y por el suero, que se unen a la superficie del glébulo mediante enlaces
hidrofobos (Badui, 1990).

Cada globulo de grasa estd rodeado por una capa protectora llamada membrana, cuya

funcién es prevenir que el globulo de grasa se flocule o agregue y protege la grasa contra el
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ataque enzimatico. Esta membrana estd compuesta de fosfolipidos y glicoproteinas (Walstra,
1984).

El cambio mas imporiante en la capa superficial de la membrana consiste en la adsorcion de
materiales nuevos porque parte de la membrana original se ha perdido por contacto con burbujas
de aire o por un aumento en el area superficial de la grasa. [El material que se adsorbe
principalmente son las proteinas del plasma. (Fox, 1983)

Si la leche es homogenizada, la mayor parte de la superficie de la membrana sera nueva
porque el area superficial de la grasa aumenta por un factor de 5-10. En la leche recombinada
(hecha por la homogenizacion de la mezcla de leche descremada y grasa) las capas de la superficie
son completamente nuevas (Fox, 1983),

Los globulos de grasa pueden dafiarse, perdiendo asi parte de su membrana.
Consecuentemente, adquieren una capa de proteinas del plasma en la parte dafiada. Cuando los
globulos de grasa se rompen, aumentando el area superficial, la absorcion de proteinas es
considerable.  Esto sucede durante la evaporacion y la homogenizacion de la leche. La gran
mayoria de los globulos homogenizados estan cubiertos con proteinas del plasma, especialmente
caseina (Walstra, 1984).

El calor, combinado con agitacion, puede causar coalescencia de los globulos de grasa y su
ruptura puede causar que las proteinas de la membrana sufran cambios y desnaturalizacion y
algunas proteinas, probablemente las del suero, son absorbidas (Walstra, 1984).

Los procesos de tratamiento de la leche pueden alterar la membrana del globulo de grasa.
Algunas proteinas del suero y fosfato de calcio probablemente son depositadas en los glébulos de
grasa durante el calentamiento, aunque no existe evidencia directa de ello (Fox, 1983).

Fox ef al. {(1960) encontraron que la mayor cantidad de proteina en el complejo proteina-
lipido era la caseina y que probablemente estaba asociada con la fraccion de grasa por fuerzas
apolares. Ademas, postularon que la cantidad de grasa unida a la caseina es una funcion del
tamafio de la micela. Esta micela es activada en el momento en que pasa a través de la valvula del

homogenizador, predisponiéndola a la interaccion con la fase lipidica.
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Jackson y Brunner (1960), fraccionando la proteina presente en la interfase proteica/lipidica
de leche homogenizada, reportaron concentraciones altas de caseina y menor cantidad de
protefnas del suero. La fracciéon de caseina parecia estar formando un complejo con una fraccion
lipidica no identificada (Webb, 1980).

Segun Alfa-Laval (1994), la leche que se homogeniza debe tener un contenido de grasa
maximo del 12%. Si tiene un contenido de grasa mayor, no debe ser homogenizada ya que se
formarian grumos debido, sobre todo, a la falta de material (caseina) para cubrir los recién
formados globulos de grasa. Para una buena homogenizacion se necesitan aproximadamente 0.2
gramos de caseina por gramo de grasa.

Segun Fox (1983), a bajas temperaturas, algunas lipoproteinas presentes en el plasma de la
leche tienden a adsorberse a los gldbulos de grasa.

La composicion de la capa superficial de adsorcion depende de las condiciones durante la

adsorcion. Algunas variables importantes son.

a. Composicion de la fase continua. Las proteinas son adsorbidas en proporcién a su
concentracion. El plasma da una capa de caseina y proteinas del suero (carga total de proteinas

de aprox. 8 mg de proteina/m” de superficie de glébulo de grasa).

b. Intensidad de agitacion. Sila agitacion es leve, las proteinas llegan a la interfase por difusion.
Si la agitacion es vigorosa, como en un homogenizador, las proteinas llegan a la superficie de la
membrana por conveccion y las particulas mas grandes, particularmente las particulas con un
tamario similar a los glébulos de grasa, son adsorbidas preferentemente. Ademas, la atraccion de
adsorcién de las micelas de caseina mas grandes es mayor para los globulos mas pequefios.
Consecuentemente, los globulos mas pequefios adquieren mucha mas proteina por unidad de area

superficial si estan presentes ambas micelas de caseina y proteinas del suero.
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c. Temperatura. En general, mientras mayor es la temperatura (como a 70°C) durante la
adsorcion, mas delgada es la capa de proteina. Esto se debe a que la caseina puede esparcirse

mas rapido sobre una interfase agua-aceite a una mayor temperatura.

d. Tratamiento térmico. Un tratamiento térmico antes de la adsorcidon puede causar que la capa
de adsorcion sea mas gruesa talvez debido a la asociacion de las proteinas del suero con las

micelas de caseina (Fox, 1984).

Los globulos de grasa que estdn cubiertos mayormente de caseina toman parte en cualquier
reaccion de la caseina. Si el pH se acerca al punto isoeléctrico de la caseina, si se agrega cuajo o
s1 el producto se calienta hasta el punto en que las micelas de caseina se inestabilizan, los globulos
se unen y coagulan. Los globulos de grasa actian, hasta cierto punto, como particulas grandes de
casefna y la concentracion efectiva de caseina es entonces mayor, por lo que la coagulacion ocurre

mas rapido (Fox, 1984).

E. Efecto en la temperatura del producto
La presurizacion inmediatamente antes de la homogenizacion y la friccion causados por la
alta velocidad del fluido eleva la temperatura del producto de 2-2.5°C por cada 100 bares (Popper
y Knorr, 1990). Segiin Alfa-Laval (1994), cada 40 bares de caida de presion eleva la temperatura

del producto 1°C.



I11. JUSTIFICACION

En la industria lactea alrededor del mundo, la homogenizacion se utiliza para dar a la leche
caracteristicas de uniformidad, estabilidad de sus fases, un color mas blanco y homogéneo. Las
presiones de homogenizacion que actuaimente se estan utilizando son menores a 25 MPa.
Actualmente, las empresas de productos lacteos de EE.UU. estdn interesadas en investigar el
efecto de la homogenizacién a altas presiones en las caracteristicas fisicoquimicas de la leche.

Esta investigacion pretende estudiar una parte de los efectos de la homogenizacién de la
leche a presiones mayores, contribuyendo asi con el desarrollo de la tecnologia de la industria
lactea. Se pretende determinar como afecta la presion hasta 100 MPa en la distribucion del
nitrogeno en leche cruda entera y baja en grasa.

Se han hecho estudios anteriores (Iwada y Tsugo, 1960) en la que se estudio la distribucion
de nitrogeno al ser homogenizada la leche hasta 20 MPa; sin embargo, no existe informacion
sobre la distribucién de nitrogeno en leche homogenizada a altas presiones.

El nitrogeno en la leche esta presente en la caseina, su proteina principal, en el suero, como
nitrégeno no proteico y, en menores cantidades, en la membrana del globulo de grasa. Para
encontrar el valor proteico de la leche, se multiplica la cantidad de nitrogeno por un factor de
6.38.

Conocer como afecta la homogenizacion a altas presiones la distribucién de mitrogeno de la
leche ayuda a conocer en qué fraccion de la leche existe el mayor valor nutritivo. Ayuda a saber
bajo qué condiciones es necesario homogenizar la leche para obtener valores de nitrogeno o
proteina deseados en alguna fraccion especifica. Por ejemplo, si se desea aumentar la cantidad de
nitrogeno en la fraccion de la caseina que se utiliza para hacer un queso, o aumentarla en la parte
del suero para hacer un requeson con un valor proteico mas elevado que ¢l normal.

Segin Iwada y Tsugo (1960), como la homogenizacion incrementa el nitrogeno soluble en
agua, la maduracion en la manufactura de queso va a ser mas rapida con leche homogenizada que

con leche no homogenizada.



€n

IV. OBJETIVOS

Generales
1. Determinar la distribucion de nitrogeno en leche cruda entera y baja en grasa al

homogenizar a altas presiones a dos temperaturas diferentes.

2. Determinar si ocurre cambio en la distribucién de nitrogeno en leche cruda entera y baja

grasa debido a la temperatura, a la alta presion de homogenizaciéon o ambas.

B. Especificos

1. Determinar la distribucion de nitrogeno en la leche homogenizada por el método de
micro-Kjendahl; determinando el nitrogeno total, nitrogeno de la caseina, nitrogeno en el

suero y nitrogeno no proteico.

2. Realizar homogenizacion de la leche a cinco presiones a dos temperaturas distintas.

3. Relacionar los cambios en la distribucion de nitrogeno en la leche homogenizada a altas

presiones con los cambios en caracteristicas que sufre la leche al ser homogenizada.

4. Comparar la diferencia en distribucion de nitrogeno en leche homogenizada entera y baja

en grasa, observando como afecta la presencia de grasa en la leche.



V. HIPOTESIS

La distribucion de nitrogeno en leche cruda entera de vaca sera afectada por la
homogenizacion a altas presiones, meientras que la leche cruda baja en grasa lo sera en menor

grado debido a la presencia de grasa en la primera.



VI. MATERIALES Y METODOS

A Matenales

Leche

La leche cruda entera y descremada fue recolectada de la lecheria de la Universidad de
Texas A&M. La leche se separ6 utilizando un separador 340 De Laval (De Laval Inc. Chicago,
IL). El contenido de grasa de la leche y crema se obtuvo utilizando el método de Mojonnier
(Milk Industry Foundation, 1989). La leche entera tenia un promedio de 3.6% de grasa, mientras

que la baja en grasa 1%.

Equipo

1. La leche se calenté con agitacion en una marmita enchaquetada de pasteurizacion calentado
con vapor de acero inoxidable. {Cremeria TAMU)

2. Se utilizé un homogenizador de dos etapas Rannie 12.51 H (APV Rannie Inc., St. Paul, MN).
3. Equipo de micro-Kjendahl: digestor, frascos Kjendahl, aparato de destilacion Kjendahl.

4. Balanza Analitica Mettler Toledo

Lh

. Bureta 50 ml PYREX

o))

. Pipetas volumétricas de 5 y 10 ml PYREX
7. 12 frascos erlenmeyer SO ml PYREX

o0

. Pipeteros de plastico
9. Perlas de ebullicion
10. Vaselina

11. Pisetas de agua

12, Guantes de asbesto
13. Pinzas de metal

14. Soportes de metal
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15. Termémetro de dial (°C y F)
16. Hielera con hielo

17. Botes plasticos de ! 1t. para recolectar muestras.

Reactivos

1. Acido sulfiirico concentrado, grado reactivo

2. Tabletas para Kjendahl (Keltabs): 1.5 g K;504, 0.015g Se

3. Solucion al 4% de acido borico

4. Solucion hidroxido de sodio-tiosulfato de sodio: 60g NaOH + 5g NaS:03 - SH,0/100 ml
H,O

5. Solucion 0.02N de acido clorhidrico estandarizado

6. Indicador rojo de metilo-verde bromocresol: 1 parte 0.2% solucién de rojo de metilo

alcoh6lico y 5 partes 0.2% solucién verde bromocresol alcohdlico.

B. Métodos

En base a los objetivos planteados se presenta el siguiente plan de investigacion:
1. Homogenizacion de la leche cruda

Se utilizaron 60 galones de leche por corrida. Primero, se calenté la mitad de la leche, 30
galones, hasta 40°C en un marmita de pasteurizacion con agitador previamente desinfectada. Se
homogenizé el batch a las siguientes presiones: 0, 20, 40, 60, 80 y 100 MPa.  La temperatura
fria se escogid para que no se excediera la temperatura de desnaturalizacion de la leche aun a
presiones elevadas; la temperatura caliente es representativa de la temperatura a la cual la leche
se homogeniza regularmente en la lecheria de la Universidad de Texas A&M.

Se tomaron muestras de aproximadamente 1/2 litro por nivel de presidon de
homogenizacion. Se tom¢ la temperatura de la leche a la salida del homogenizador e

inmediatamente después se enfrié en un bafio de agua de hielo hasta 4°C. Se limpi6 y desinfecté
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la marmita y luego se calentaron los siguientes 30 galones hasta 75°C. Se homogenizaron a las

mismas presiones, repitiendo ¢l procedimiento.

2. Distribucion de nitrégeno

La determinacion de la distribucion de nitrégeno en las diferentes fracciones en la leche se
llevd a cabo por el método de micro-Kjeldhal (AOAC, 1985): nitrogeno total, nitrogeno de la
caseina, nitrogeno del suero y nmitrogeno no proteico. Las fracciones de la leche se separaron

siguiendo el método especificado por Rowland (1937).

Determinacion de nitrogeno

El nitrégeno se determuiné por el método de micro-Kjeldhal (AOAC, 1987 ). El porcentaje
de proteina presente en las muestras de leche se encuentra multiplicando €l mitrogeno total pes un
factor de conversion para productos lacteos de 6.38.

El nitrogeno no presente en la caseina y el nitrégeno no proteico se determinaron nor ol
procedimiento de Rowland (1938). El nitrogeno de la caseina se determino por diferencia eni:. ¢
nitrdgeno total y el nitrégeno no presente en la caseina. El nitrogeno del suero se calculd como la

diferencia entre el mtrogeno de la caseina y el nitrogeno no proteico.

Determinacion de nitrégeno total

Se utilizara el método de semi-micro Kjeldahl descrito en el AOAC con algunos cambios en
el procedimiento que se describen a continuacion: Se pes6 0.5 ml de muestra de leche en un
- frasco de Kjendahl de 200 ml. Se agregé 1 pastilla catalizadora. Se agregdé 3 ml de acido
sulfirico concentrado y perlas de ebullicion. Se digiri6 durante media hora subienac ia
temperatura paulatinamente hasta que la solucion se puso transparente. Se continué la digestion a
fuego alto por una hora v media. Se dejo enfriar, se agregé un poco de agua y se dejo entriar
nuevamente. Se destilo con 10 ml de la solucion de hidroxido de sodio y tiosulfato de sodio y se

recibid en 5 ml de una solucion de acido borico al 4%. Se titulé con acido clorhidrico 0.02N
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Determinacion del nitrégeno no presente en la caseina

I.a determinacion de nitrogeno presente en la caseina después de la homogenizacion se hizo
de la siguiente manera:

Se peso 10 ml de leche en un frasco graduado de 100 ml. Se afiadié 70-80 ml de agua a
40°C y 1 ml de solucion de acido acético al 10%. Se mezclo y después de 10 minutos se agregd
1 mi de solucién 1N de acetato de sodio y mezcl6 nuevamente. Se dejd enfriar y se agrego agua
hasta la marca de 100 ml, se mezclo y dejo estar hasta que la caseina y la grasa se asentaron. Se
filtré en un papel filtro Whatman No. 40 dentro de un frasco. Con 2 ml del filtrado se realizo el
método de determinacion de nitrogeno Kjendahl descrito anteriormente (Rowland, 1937).

El nitrogeno no presente en la caseina se encontré al restar el nitrogeno presente en la

caseina del total de nitrogeno.

Determinacion de nitrdgeno no-proteico

Para la determinacion de nitrogeno no proteico se pesaron 10 ml de leche en un frasco
graduado de 50 ml. Se diluyé hasta la marca con solucion de acido tricloroacético al 15% y se
mezcld inmediatamente. Después que el precipitado se asentd, se filtré en papel Whatman No.
40. Con 5 ml del filtrado se Hlevo a cabo el método de determinacion de nitrégeno Kjendahl,

descrito anteriormente (Rowland, 1937).



VII. DISENO EXPERIMENTAL

A. Unidad experimental

El factor bajo estudio fue leche entera y baja en grasa. Se pretendio determinar si cambia la
distribucion de nitrogeno en la leche al ser homogenizada a altas presiones. Esta investigacion
fue parte de una serie de investigaciones complementarias referente al comportamiento de la leche
y derivados de la leche sujeta a altas presiones de homogenizacién. Estos estudios estan siendo
realizados por el departamento de Ciencias de la Leche en la Universidad de Texas A&M bajo
supervision del Dr. Ronald L. Richter, jefe del departamento. La investigacion incluye examenes
electroforéticos de las proteinas después de la homogenizacion a altas presiones (en estudio),
determinacion del cambio de caracteristicas fisicas y quimicas de los globulos de grasa de la leche
(Gonzalez, 1994), los cambios en la distribucion de los componentes de la leche y trabajos con la

consistencia del yogurt (Lin, 1995).

B. Tamafio de muestra

Se realizaron dos repeticiones de la homogenizacion a altas presiones (0,20,40,60,80 y 100
MPa) en ambas temperaturas (40 y 75°C) de leche entera y dos de leche baja en grasa. En cada
corrida se utilizaron 60 galones de leche.

En cada prueba se separd la caseina, el suero y el nitrogeno no proteico y se determiné el
nitrogeno presentes en cada fraccion y el mtrégeno total.

Se realizaron las siguientes repeticiones del método de micro-Kjeldahl: 2x2x4x3x2 (dos
veces x dos temperaturas x N total, caseina, suero, no proteico x tres repeticiones de cada uno,
dos tipos de leche). Cada dato de determinacion de nitrogeno se realizd por triplicado y se le

saco un promedio estadistico.
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C. Analisis estadistico

Se utilizo el andlisis estadistico de ANOVA (Analisis de varianza) con prueba de Tukey
para determinar si hubo un cambio en la distribucion de nitrogeno debido a la presion de
homogenizacion, a la temperatura o a la interaccion de temperatura y presion. Se utilizd el
programa de software estadistico SAS. Con Iz prueba de Tukey se hizo comparaciones entre

éstas para determinar st afectaba en la distribucion de nitrégeno la clase de leche utilizada.



VIII. RESULTADOS

Efecto de la temperatura de homogenizacion

El efecto de la presion y temperatura de homogenizacion en la leche que entra al
homogenizador se muestra en el cuadro 8.1. Para ambas, leche entera y baja en grasa, se
observé un incremento en temperatura cuando la presion de homogenizacion aumentaba. El
aumento de temperatura por cada 100 MPa de incremento de presion para leche baja en grasa fue
de 26.5°C y 21.0°C a 40°C y 75°C respectivamente; mientras que para la leche entera el aumento

de temperatura fue de 22.5°C a ambas temperaturas.

Nitrogeno total

Los datos de la concentracion de nitrogeno total en la leche después de la homogenizacion
se encuentran resumidos en los cuadros 8.2 y 8.3. La concentracion de nitrogeno vario de 0.49 a
0.53 mg de nitrogeno por cada 100 ml de leche.

La presion de homogenizacion, la temperatura de homogenizacion y la interaccion de estos
parametros no afectaron significativamente la concentracion total de nitrégeno en la leche , como
se muestra en los resultados del andlisis estadistico en el cuadro 8.4.

Se observa en las graficas #2 y # 3 que el nitrogeno total se mantuvo constante durante la
homogenizacién a las diferentes presiones en ambos tipos de leche. En la leche baja en grasa, la

cantidad de nitrogeno presente fue un poco mas alto que para la leche entera.
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Nitrogeno de la caseina

Como lo muestra ¢l cuadro 8.5, los valores de nitrogeno de la caseina en leche baja en grasa
fueron iguales a los de la leche entera procesadas bajo las mismas condiciones.

La temperatura a la que se homogenizo la leche afectd significativamente la distribucion del
nitrégeno, aunque la presion de homogenizacién y el tipo de leche no afectaron (Cuadro 8.6). En
las graficas # 3 y # 4 se puede visualizar que en ambos tipos de leche, entera y baja en grasa, el

nitrégeno de la caseina es mayor a 75° C que a 40°C.

Nitrogeno del suero

El cuadro 8.7 presenta el contenido de nitrgeno en el suero de ambos tipos de leche a las
diferentes presiones de homogenizacién utilizadas. Hubo una diferencia estadisticamente
significativa en la distribucion de nitrogeno del suero debido a la temperatura y el tipo de leche,
pero no por la presion de homogenizacion como se muestra en ¢l cuadro 8.8.  La cantidad de
nitrégeno en el suero es més alta para leche descremada que para leche entera. Para ambos tipos
de leche, el nitrogeno del suero es menor a 75°C que a 40°C.

En ambos tipos de leche, el nitrogeno varié a 40° C siguiendo el mismo patrén que a 75° C.
En leche descremada el nitrogeno del suero subié y bajé cada 20 MPa aproximadamente, mientras

que en la leche entera, bajo paulatinamente (graficas #5 y #6).
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NitrHgeno no proteico

El cuadro 8.9 presenta la cantidad de nitrogeno no proteico. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre la temperatura, la presion o el tipo de leche en la distribucion
del nitrogeno no proteico segun ef andlisis estadistico presentado en el cuadro 8.10,

En las graficas #7 y #8, se puede observar la cantidad de nitrégeno no proteico, en g/ml,
segin las variaciones con las diferentes presiones de homogenizacion. Las graficas siguen un
patron aleatorio.

La misma grafica muestra que para ambos tipos de leche los valores son mas altos a 75°C,

pero no son valores estadisticamente significativos.



IX. DISCUSION

En este estudio se determiné la distribucién de nitrogeno en leche entera y en leche baja en
grasa homogenizadas a diferentes presiones y a diferentes temperaturas iniciales de
homogenizacion. Se escogieron dos temperaturas de homogenizacion debido a que las proteinas
de la leche son termosensibles. Se escogid homogenizar leche a 40°C para que la temperatura
fuera menor que la temperatura a la que ocurre desnaturalizacién de proteinas; y por otro lado, la
temperatura normat a la que se homogeniza la leche es 75°C.

La distribucién de nitrogeno en la leche vario debido a que la homogenizacion a altas
presiones involucra accidn mecanica y turbulencia dentro del homogenizador, que afecta la leche

fisica y quimicamente.

Efecto de la temperatura de homogenizacion

Al ir aumentando la presion de homogenizacion, la temperatura de la leche incrementaba,
como se muestra en ¢l cuadro 8.1. Estos incrementos son consistentes con los observados por
Gonzalez (1994) que encontré un aumento de 25.56°C por cada 100 MPa de leche descremada
homogenizada a 62.5°C y 18.89°C MPa para leche con 3.0% grasa homogenizada a 79.5°C. Sin
embargo, Olson (1995) reportd incrementos en temperatura mayores que las enumeradas por
Gonzalez: 33, 31 y 32°C por cada 100 MPa para leche entera, leche con bajo contenido de
grasa y leche descremada homogenizada utilizando un microfluidizador. Popper y Knorr (1990)
encontraron que la temperatura de un fluido aumenta de 20°C hasta aproximadamente 55°C en la

homogenizacién de una sola etapa a 1,500 bar o 150 MPa.
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Este aumento de la temperatura se debe a las fuerzas de corte y accion mecanica dentro del
homogenizador. Cuando la leche se homogenizd a 40°C, la temperatura maxima de la leche al
salir del homogenizador, que no excedid los 68°C, no fue suficientemente alta como para causar
una desnaturalizacion extensiva de las proteinas de Ia leche. La caseina, siendo una proteina
termoestable, no es desnaturalizada a estas temperaturas, aunque sus micelas pudieron cambiar su
estructura. Sin embargo, una parte de las proteinas séricas pudieron sufrir desnaturalizacion.

La desnaturalizacion de las proteinas de la leche se observa cuando la temperatura de la
leche es aproximadamente 75°C (Shahani, 195]). Consecuentemente, como la leche fue
homogenizada a 75°C a presiones mayores a 20 MPa ocurrio desnaturalizacidn parcial de las
proteinas. Esto causoé interacciones entre proteinas que afectd la distribucion de las proteinas de
la leche.

Las temperaturas alcanzadas durante la homogenizacion a presiones altas llegd a exceder

50°C, por lo que la inactivacion de microorganismos puede llegar a ser importante.

Nitrogeno total

La concentracion de nitrogeno total en la leche y el porcentaje de proteinas presentes en la
misma después de la homogenizacion a alta presion se encuentran resumidos en los cuadros 8.2 y
8.3 . La medicion del nitrogeno representa la cantidad de proteinas presentes en la leche y por lo
tanto su calidad nutricional. El nitrdgeno total se mantuvo constante durante la homogenizacion a
las diferentes presiones en ambas leches, lo que puede observarse en las graficas # 1y #2. La

concentracion de mitrogeno es una linea casi horizontal, lo que indica que el contenido total de



nitrogeno en ambos tipos de leche se mantiene constante durante todas las presiones de

homogenizacion. Ademas, las curvas a ambas temperaturas son iguales. Esto era de esperarse ya
que las condiciones de procesamiento no fueron suficientes como para causar degradacion de las
proteinas 0 la volatilizacion de compuestos de nitrégeno. Sin embargo, es posible que la
distribucién de las proteinas cambie después de la homogenizacién de la leche.

La concentracion de nitrogeno fue diferente entre la leche baja en grasa y la entera.  La
concentracién de nitrogeno en la leche baja en grasa fue mayor que en la leche entera. Esto es
normal y esperado ya que la remocion de la grasa de la leche resulta en una concentracion mayor
de los componentes restantes de la leche.

La presion de homogenizacion, la temperatura de homogenizacién y la interaccion de estos
parametros no afectd significativamente la concentracion total de nitrégeno en la leche , como se

muestra en los resultados del analisis estadistico en el cuadro 8.4.

Nitrégeno de la caseina

Los cuadros 8.5 y 8.6 muestran que el tipo de leche no afect6 la cantidad de nitrogeno
presente en la caseina. El contenido de nitrdgeno no vario entre la leche baja en grasa y la entera.
Como era de esperarse, el factor temperatura si es significativo en el analisis de varianza. El
nitrogeno de la caseina fue mas bajo en ambos tipos de leche a 40° C que a 75° C. En la leche
homogenizada a 75° C, las temperaturas de salida fueron suficientemente altas para desnaturalizar
parcialmente las proteinas de la leche y causar interacciones entre ellas. En leche entera, llego
hasta 94°C. K-caseina v las proteinas del suero, especialmente la (3-lactoglobulina, interactuaron

y se precipitaron en el punto isoeléctrico a mayores temperaturas, incrementando asi la fraccion
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de nitrgeno de la caseina en la leche. En las graficas #3 y #4, se puede observar que en ambos
tipos de leche, el nitrégeno de la caseina es mayor a 75° C. Gonzalez (1994) reportd un
incremento en la viscosidad de la leche con 3% grasa homogenizada a 79.5°C probablemente
debido al incremento de la razon grasa a proteina, a la agregacion de los gidbulos de grasa y
coalescencia en el producto, asi como también a las interacciones entre la B-lactoglobulina
desnaturalizada y la x-caseina.

Los datos encontrados en la homogenizacion de leche descremada son consistentes con
estudios anteriores sobre el tema.  En la grafica # 3, el nitrogeno de la caseina en gN/mi de
leche, se grafica contra la presion en MPa. El nitrogeno de la caseina disminuyo levemente hasta
40 MPa. TIwada y Tsugo (1960) reportaron un descenso en el nitrogeno de la caseina en leche
descremada hasta presiones de homogenizacion de 40 MPa, mientras la presion incrementaba.
Esto puede ser causado porque las particulas de caseina son dafiadas considerablemente por e
proceso de homogenizacion, produciendo compuestos de bajo peso molecular que no precipitan a
un pH 4.6. En la leche entera homogenizada a 40°C también se detecto un ligero descenso en el
nitrogeno de la caseina hasta 40 MPa.

Después de 40 MPa, la distribucion del nitrogeno de la caseina no fue afectado, el nitrégeno
de la caseina permanecid casi estable mientras incrementaba la presion, por lo tanto, no hay una
diferencia significativa entre presiones de homogenizacion. Esto puede deberse al método de
medicion, el procedimiento puede no ser lo suficientemente sensible a detectar pequefios cambios

en la distribucién de nitrogeno.
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Nitrégeno del suero

Hubo una diferencia estadisticamente significativa en la distribucion de nitrogeno del suero
debido a la temperatura y el tipo de leche, pero no debido a la homogenizacion. (Cuadro 8.8). A
75°C, temperatura de entrada al homogenizador, el nitrogeno en el suero es menor que a 40°C en
ambos tipos de leche. Esto esta relacionado con el hecho que el nitrégeno de la caseina es
mayor. Estos cambios estan mas marcados en la leche entera que en la leche baja en grasa
(graficas #5 y #6). En la leche entera pudo ser que [a mayoria del nitrogeno del suero interactud
con el material lipidico para formar la nueva membrana del globulo graso, y el corte vy el calor
causados por la homogenizacion desnaturalizé las proteinas del suero, cambiando su solubilidad,
haciéndolas precipitar a pH 4.6. Ademads, parte de las proteinas del suero forman enlaces con la
K-caseina, precipitando asi en el punto isoeléctrico de la caseina. De esta manera, ésta fraccion
de nitrogeno del suero no se filtré adecuadamente en la separacion del nitrogeno que no proviene
de la caseina y fue medido como nitrogeno de la caseina de la resta del nitrégeno no proveniente
de la caseina del nitrogeno total. Las proteinas del suero si son afectadas considerablemente por
el tratamiento térmico.

Los valores de nitrégeno en el suero fueron mayores para la leche baja en grasa que para la
leche entera (Cuadro 8.7) por el mismo hecho de que en fa leche baja en grasa aumenta la

proporcion de solidos al faltar la grasa.

Nitrdgeno no proteico

Los cuadros 8.9 y 8.10 muestran que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre

la temperatura o la presion en la distribucion del nitrogeno no proteico en leche homogenizada
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entera o baja en grasa. El nitrégeno no proteico constituye alrededor del 5% del nitrégeno total y
el método Kjendahl puede no ser lo suficientemente sensitivo. En la primera fase del
experimento, se separaron la caseina del suero y el nitrégeno no proteico por ¢l método de
Rowland (1938). Pudo inducirse cierto error en los calculos durante esta separacion.

El nitrégeno no proteico en leche baja en grasa a 40°C increment6 levemente, como lo
reportaron Iwada y Tsugo (1960) hasta 40 MPa; mientras que a 75°C permanecid constante.

Este incremento probablemente se deba a la fragmentacion de las proteinas de la leche.



X. CONCLUSIONES

A. La distribucion de nitrégeno en ambas leches, entera y baja en grasa, al homogenizar a altas
presiones de hasta 100 MPa vari6é. Este cambio se debio al aumento de temperatura y cambios

fisicos involucrados en el proceso de homogenizacion a altas presiones.

B. La temperatura a la que la leche es homogenizada afecto la distribucion de nitroégeno de la
leche. A temperaturas mayores a 75°C aproximadamente, ocurre desnaturalizacion de las
proteinas e interacciones entre ellas. Asi, parte de las proteinas del suero interactiian con la
caseina, precipitando con ésta; reduciendo asi la fraccion de nitrogeno en el suero y aumentando
la fraccion en la caseina. El nitrogeno no proteico, que constituye solo una pequefia porcion, no

vario significativamente.

C. Eltipo de leche afect6 en la distribucion de nitrogeno al ser homogenizada a altas presiones.

La leche entera sufrié mayores cambios en al distribucion de nitrogeno que la leche baja en grasa.



X1. RECOMENDACIONES

A. Para la determinacion de nitrogeno no proteico y sus cambios, es necesario utilizar un método
de determinacion mas exacta porque el porcentaje es poco en la leche y el Método de Kjeldahl
(AOAC, 1984) no fue lo suficientemente sensitivo. Talvez podria utilizarse un método

espectroscdpico infrarrojo que recomienda la AOAC, No. 16.083 (AOAC, 1984).

B. Continuar estudios donde se determine los cambios en la distribucién del nitrégeno en leche

recombinada con porcentajes diferentes de grasa en leche.

C. Continuar analizando los efectos de la homogenizacion a a altas presiones en las propiedades

fisicoquimicas de la leche y los productos lacteos.
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APENDICE

Cuadros y Graficas de Resultados

Cuadro 8.1

Efecto de la Presién de Homogenizacion en la Temperatura de Ia Leche

Presion Temperatura Temperatura Salida Temperatura Salida
(MPa) Entrada (°C) Leche Baja en Grasa (°C) Leche Entera (°C)
0 40.00+0.05 39.50+0.05 41.50+0.05
20 40.00+£0.05 44 00+0.05 47.00+0.05
40 40.00£0.05 50.504+0.05 53.0040.05
60 40.00+0.05 56.00+0.05 57.50+£0.05
80 40,00+0.05 61.00+0.05 62.50+£0.05
100 40.00+0.05 66.00+0.05 77.50£0.05
Rango 26.50+0.07 22.5+0.07
0 70.00+0.05 69.50+0.05 71.50+0.05
20 70.00+0.05 74.00+0.05 76.00+0.05
40 75.00+0.05 79.00+0.05 80.00£0.05
60 75.004+0.05 83.00+£0.05 87.00+0.05
80 75.00+0.05 87.50+0.05 91.00+0.05
100 75.00+0.05 90.50+0.05 94.00+0.05
Rango 21.0+0.07 22.5.0+0.07




CUADRO 8. 2
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Nitrogeno Total y Porcentaje de Proteina en Leche Baja en Grasa Homogenizada a varias

presiones

Temperatura 40°C

Presion (Mpa) N total % Proteina N Total % Proteina

0 0.53+0.03 3.3840.20 0.5340.02 3.3840.13

20 0.5340.02 3.3840.13 0.5340.02 3.38:0.13

40 0.53+0.02 3.3840.13 0.53+0.02 3.3840.13

60 0.53+0.02 3.38+0.13 0.5340.02 3.38+0.13

80 0.52+0.02 3.32+0.13 0.53+0.03 3.38+0.20

100 0.52+0.02 3.32£0.13 0.53+0.03 3.3840.20

X 0.53+0.02 3.36+0.13 0.53+0.02 3.38+0,02

CUADRO 8 3.
Nitrogeno Total y Porcentaje de Proteina en Leche Entera Homogenizada a varias
presiones
Temperatura 40°C

Presion (Mpa) N total % Proteina N Total % Proteina
0 0.51£0.03 3.25+0.20 0.50+0.02 3.19+0.13

20 0.50+0.01 3.1940.06 0.51+0.01 3.25+0.06

40 0.49+0.01 3.1340.06 0.50+0.00 3.19+0.00

60 0.50+0.01 3.1940.06 0.50+0.01 3.19+0.06

80 0.514+0.01 3.2510.06 0.50+0.02 3.19+0.13

100 0.52+0.01 3.32+0.06 0.50+0.03 3.19x0.20

X 0.51%0.01 3.25:0.06 0.50+0.02 3.19+0.13
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CUADRO 84
Analisis de Varianza del Efecto de la Homogenizacion en el Contenido Total de Nitrégeno
en Leche
Fuente GL F Significancia de F

Leche 1 279 0.0003
T1 1 2.25 0.16
P2 5 0.4 0.84

TxP 5 0.35 0.87

1 Temperatura
2 Presion



fecto de la Presion de Homogenizacion en el Contenido de Nitrogeno de la Caseina en Leche
{(gN/100 ml de leche)

CUADRO 8.5

‘ Presion de Leche Baja en Grasa Leche Entera

| Homogenizacion (Mpa) 40°C 75°C 40°C 75°C

\

| 0 0.40+0.03 | 0.43£0.03 | 0.40+0.03 0.43%0.03

20 0.39+£0.03 0.44+0.02 0.38+0.01 0.45+0.01
40 0.39+0.03 0.41+0.03 0.38+0.02° 0.45x0.00
60 0.40+0.03 0.44+0.02 0.39+0.02 0.45+0.01
80 0.37+0.03 0.45+0.03 0.41+0.02 0.45+0.02
100 0.39+0.03 0.42+0.03 0.42+0.01 0.46x0.00
X 0.39+0.03 0.43+0.03 0.40+0.02 0.45+0.01

CUADRO 8.6

Analisis de Varianza del Efecto de la Homogenizacion en el Contenido de Nitrégeno en la
Caseina en Leche

Fuente GL F Significancia de F
Leche 1 1.46 0.2524
T1 1 61.55 0.0001
p2 5 0.56 0.7285
TxP 5 0.51 0.7616

1 Temperatura
2 Presion
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CUADRO 8.7

Efecto de la Presion de Homogenizacion en el Contenido de Nitrégeno del Suero en Leche
(gN/100 ml de leche)

Presién de Leche Baja en Grasa Leche Entera
Homogenizacion (Mpa) 40°C 75°C 40°C 75°C

0 0.095+£0.006 | 0.066+0.015 | 0.085+0.003 | 0.037+0.006

20 0.111£0.016 | 0.059+0.012 {0.087+0.009 { 0.029+0.007

40 0.106+0.021 | 0.078+0.029 | 0.090+0.011 [ 0.023£0.010

60 0.085+0.033 | 0.056+0.008 | 0.080+0.013 | 0.021+0.007

80 0.106+0.019 | 0.054+0.014 | 0.069+0.011 | 0.020+0.006

100 0.098+0.018 | 0.069+£0.019 | 0.067+0.008 { 0.021£0.009

X 0.100+£0.020 | 0.064+0.017 | 0.080+0.001 | 0.025+0.007

CUADRO 8.8

Analisis de Varianza del Efecto de la Homogenizacion en el Contenido de Nitrogeno del

Suero en Leche

Fuente GL F Significancia de F
Leche 1 34.86 0.0001

T1 1 83.66 0.0001

P2 5 1.39 0.2997
TxP 5 0.56 0.7313

! Temperatura
2 Presién
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CUADRO 8.9

Efecto de la Presion de Homogenizacion en el Contenido de Nitrogeno No Proteico en
Leche (gN/100 ml de leche)

Presion de Leche Baja en Grasa Leche Entera
Homogenizacion (Mpa) 40°C 75°C 40°C 75°C

0 0.030+0.001 ] 0.030+0.002 | 0.030+0.003 | 0.030+0.001

20 0.030+0.002 § 0.030+0.001 | 0.030£0.001 | 0.030+0.002

40 0.030+0.003 [ 0.030£0.001 | 0.030+£0.001 | 0.030+0.001

60 0.030+0.004 | 0.030£0.003 {0.03040.001 | 0.030+0.002

80 0.030+0.003 | 0.030+0.004 | 0.030+0.008 | 0.030£0.002

100 0.030+0.007 [ 0.030+0.002 [ 0.030+£0.002 } 0.030+0.002

X 0.030+0.003 | 0.030+0.002 | 0.030+0.003 | 0.030+0.002

CUADRO 8. 10

Andlisis de Varianza del Efecto de la Homogenizacion en el Contenido de Nitrogeno No
Proteico en Leche

Fuente GL F Significancia de F
Leche 1 9.46 0.0105

Tl 1 0.26 0.6127

P2 5 2.68 0.0807
TxP 5 1.76 02016

I Temperatura
2 Presion
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