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I. INTRODUCCION

Las micelas de caseina bovina (MC) son agre-
gados proteicos de casefnas O, Oy, B, ¥ X, que
en la leche se hallan formando una suspensién co-
loidal estable. Estos agregados tienen forma aproxi-
madamente esférica, con didmetros que varfan entre
200 y 600 nm en condiciones normales *.

La estabilidad de las MC en medio acuoso
esta asegurada por la presencia de casefna K en su
superficie configurando una capa hidrofilica que
cumple un papel de coloide protector. Cuando esta
capa es parcialmente hidrolizada por accién de qui-
mosina (cuajo) a temperaturas cercanas a los 30°C,
las MC desarrollan un proceso de agregacién espon-
tdnea (coagulacién), cuyo conocimiento es de rele-
vante interés para la industria lictea.

Tanto para el seguimiento de la cinética de la
coagulacién, como para la caracterizacién del esta-
do de las MC en suspensidn, las técnicas experi-
mentales basadas en el fenémeno de dispersién (sca-
ttering) de la luz visible han sido y siguen siendo de
gran utilidad. La determinacién de la turbidez de la
suspensién se usa ampliamente por su sencillez, por
no requerir instrumental de alta complejidad, y por
adaptarse al seguimiento de los procesos de coagu-
laci6n sin introducir perturbaciones en los mismos 2

También ofrece amplias posibilidades de apli-
cacién la determinacién de la intensidad de la radia-
cién dispersada por la muestra, a distintos dngulos.

En este trabajo se han empleado medidas de
turbidez y de intensidad dispersada a S0° (light sca-
ttering), con el objeto de caracterizar el estado de
las MC en medios de una misma fuerza iénica, lo-
grada por disolucidén de cloruros de cationes mono-
valentes, que presentan distintos comportamientos
respecto de la estructura del agua (caotrépicos,
cosmotrépicos). La determinacién de turbidez se
empleé también para el estudio de la cinética de la
coagulacién en presencia de los mencionados
cationes.
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II. MATERIALES Y METODOS

Las suspensiones de MC se obtuvieron a partir
de leche en polvo resuspendida en solucién regu-
ladora 10 mM de Imidazol, pH= 6.4, que contenia
Ca?" 5 mM (medio estandard), a concentraciones de
protefnas similares a las de la leche. A partir de
estas suspensiones, desnatadas y por eliminacién de
glébulos de grasa, se obtuvieron suspensiones de
MC. Estas suspensiones fueron diluidas en los dis-
tintos casos con medio estandard conteniendo los
cationes estudiados (25 mM) incorporados como
cloruros.

Los estudios de coagulacién fueron llevados a
cabo a 35°C, sobre 3 mL de una dilucién 1/100 de
la suspensién original de leche en polvo, sin desnatar.
El proceso de agregacién se inicié por incorpora-
cién de 100 K1 de una dilucién 1/10 de cuajo (so-
lucién de quimosina) tipo Hansen.

MEDIDAS DE TURBIDEZ

La turbidez T de una suspensién de particulas
se define como: ’

'::dln(—IIﬂ): 2.303 A (1)

donde d es el recorrido éptico dentro de la suspen-
sién, I e I son las intensidades de los rayos inciden-
te y transmitido respectivamente, y A es la absor-
bancia o densidad éptica.

La absorbancia de las suspensiones se deter-
miné a longitudes de onda en el rango 400 a 600 nm
utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-120-

02.

MEDIDAS DE INTENSIDAD LUMINOSA DISPERSA-
DA A 90°

Se utiliz6 como fuente de luz un ldser de He-
Ne de 5 mW. El haz incidia en la celda contenedora
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de la muestra y se midi6 la intensidad de luz disper-
sada a un 4ngulo de 90° con respecto a la direccién
del haz incidente 2.

Las muestras consistian en diferentes solucio-
nes de caseina, las que se obtenfan disolviendo de 0
a 40 K1 de suspension estandard de MC, en 3 ml de
los distintos buffers. '

FUNDAMENTACION TEORICA

Para una suspensién de particulas monodis-
pérsas de masa molar M, concentracién en peso c,
'y con indice de refraccién n cercano al del disolven-
te, T esta dada por: ' '

1=HcMQ (2)
con:
321c2n2(-3—n—)2
H=———— 3
3N LA

donde N, es el numero de Avogadro, dn/dc es el
incremento especifico del fndice de refraccién y Aes
la longitud de onda en el vacio de la luz incidente.
Q es una funcién que resulta de la interferencia
interna de la luz dispersada por una particula de la
suspensién a todos los dngulos @.

A partir de la ecuacién (2) se puede obtener la
expresién derivada:

dlogt
—=—=B+y-4=q
dlogh P+ )
donde:
dlog Q
= %)
dlog A
y
dlog[n(dn / dc]
y=2—— ©

dlogA

que en el caso de las MC adopta, en el rango de 400
a 600 nm, un valor aproximadamente constante de
0,2. '

Para una muestra polidispersa de esferas ho-
mogéneas, puede demostrarse * que o se comporta
como funcién del radio promedio <r> de las parti-
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culas, siempre que dicho radio tenga una relacién
< 50,25 condicién que se verifica en el rango de los
valores de o utilizados.

La comparacion de los valores de o para MC
en distintas condiciones permite, entonces, estimar

. si se ha producido alguna variacién en el volumen

de las micelas.

El proceso de coagulacién de las MC lleva a
la produccién de agregados de gran tamaiio, de ra-
dio medio muchas veces mayor que ), que presen-
tan estructura fractal. Puede mostrarse 5 que, en este
caso, el valor § se tiende asintSticamente, con el
aumento del tamafio de los agregados, al valor de la
dimensién fractal D¢ de los mismos. Esto permite
estimar D en las etapas finales de la coagulacién,
cuando se ha alcanzado el mdximo tamaifio de los
codgulos.

Por otra parte, la intensidad luminosa 1(8) dis-
persada a un dngulo @ por una suspensién diluida
de particulas de dimensiones cercanas a la longitud
de onda de la radiacién incidente, resulta ser pro-
porcional a la concentracién de dichas particulas
(Rayleigh-Debye-Gans). La constante de proporcio-
nalidad es funcién de la forma de las particulas en
suspensién y de los valores medios del radio y de la
masa molar de las mismas. Depende, ademds, de la
intensidad incidente, de la longitud de onda ), y del
indice de refraccién. Por lo tanto, la pendiente P de
la recta obtenida graficando I(8) en funcién de ¢
para suspensiones de MC en distintos medios, nos
proporciona en forma sencilla, informacién acerca
de las variaciones de tamafio experimentadas por las
micelas.

CINETICA DE LA COAGULACION

El comportamiento cinético de la coagulacién
puede scr interpretado, partiendo de la suposicién
de que las MC que han sufrido la accién hidrolitica
de la quimosina, tienen un cierto nimero de dreas o
“parches” superficiales activos para la unién con
otras MC (2). Se espera que la interaccién de dos
“parches” de MC que colisionan, siga una cinética
de segundo orden, de tal manera que la velocidad de
desaparicién de “parches” sera:

& 2k 0]
dt

donde s es el numero de “parches” por unidad de
volumen'y k, es una constante cinética.
La expresi6n (7) permite plantear la velocidad
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de desaparicién de particulas:

— = —k,s? ®)
dt

puesto que, por cada dos “parches” que interac-

cionan, el numero de particulas N disminuye en una

unidad. Resolviendo y combinando las ecuaciones

(7) y (8) puede obtenerse la expresion:

1j{ N, s
———-1+-£ —+2k,n,t N ©)

donde N, y s, son los respectivos valores a tiempo
cero.

En cl caso de la agregacién de MC puede
aceptarse que la T de la suspensién es inversamente
proporcional al nidmero dc particulas por unidad de
volumen 2. Los valores de s /N, y de k’= k,.N, pue-
den obtenerse a través de la determinacién de T
como funcién del tiempo, y del ajuste de las curvas
resultantes, teniendo en cuenta que:

1. RESULTADOS

La Tabla I muestra los resultados obtenidos
para O,T a 400 nm y P para MC suspendidas en
medio estandard (ME) y medio estandard con adi-
cién de Na*, K* y Cs* (25 mM) respectivamente.

ME ME+Na* ME+K* ME+Cs*
lal 2,73 2,48 2,58 2,09
7(400 nm) 0,597 0,460 0,520 0,689
p 0,50 0,39 0,39 0,36

La Tabla II muestra los resultados obtenidos
para xj, s, /N,y B para la coagulacién, efectuada
como se describié en Materiales y Métodos, en los
mismos medios que se utilizaron para obtener los
valores de la Tabla I.
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ME ME+Na* ME+K* ME+Cs*
ky(min!) 2,23 0,437 0,974 0,666
so/Ng 1,05 1,34 1,10, 1,30
B 2,41 2,35 239 2,37

IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Tanto los resultados obtenidos para o como
para P en los distintos medios indican que la presen-
cia de los cationes monovalentes, a igual fuerza
i6nica, produce un aumento del volumen medio de
las MC en el siguiente orden:

Cs* > Na* = K> medio estandard

Este aumento de volumen ha sido adjudicado,
en el caso del Na* !, a la proyeccién de casefna §
al exterior de las MC. Dicha proyeccién se deberfa
a la labilizacién de parte de las uniones que mantie-
nen a la caseina § en el interior de las MC por
desplazamiento del Ca?*, que es parte fundamental
de las mismas. Una explicacién similar podria
adoptarse para los casos de K* y Cs*, atribuyendo el
efecto mayor de este ultimo a sus propiedades de
desordenador de la estructura del agua asociada a
las proteinas, que debilitarian, ademds, a las interac-
ciones hidrofébicas que contribuyen a mantener a la
casefna } integrada a la estructura micelar. Por otra
parte, mientras el Cs* produce un aumento de <
coherente con la variacidn del tamafio de las MC, el
Na* produce simultineamente una disociacién par-
cial de las mismas (disminucién de 1), atribuible al
desplazamiento del Ca* de la estructura micelar por
el Na*. Desde el punto de vista de la cinética de la
coagulacion se observa, fundamentalmente, una dis-
minucién de K3 por accién de los cationes, compor-
tamiento totalmente opuesto al que mostraria la coa-
gulacién de un coloide li6fobo. Esto serfa explica-
ble por el aumento de espesor de la capa hidrofilica
que rodea a las MC, parcialmente hidrolizadas, por
contribucién de la caseina B, puesto que dicha dis-
minucién guarda relacién con el aumento observado
de volumen, Hay también un efecto sobre el nimero
de sitios activos por MC, lo que seria consecuencia
de la modificacién de la superficie externa de las
mismas. Sin embargo, los valores estimados para la
D¢ no muestran variaciones importantes, sugiriendo
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que no hay camblos en el mecamsmo del proceso de .

, -

agregac16n PR : R
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