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En este trabajo se realizo una modelizacion fisicomatematica del proceso de coagulacion enzimatica utilizando el
sistema constituido por micelas de caseina bovina y un pool enzimatico obtenido a partir de Bacillus sp. P7
aislado de Piaractus mesopotamicus. La modelizacién consistid en la realizacion de disefios factoriales
completos considerando el efecto de la temperatura, del pH y de la relaciéon enzima/sustrato sobre el tiempo de
coagulacion, la dimension fractal y la velocidad inicial del proceso de coagulacion.
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In this paper it is shown a physicomathematical modeling of enzymatic coagulation process of casein micelles.
The enzymatic pool was obtained from Bacillus sp. P7 which was isolated from Piaractus mesopotamicus.
Modelling was achieved by complete design of experiments considering the effect of temperature, pH and ratio

enzyme:sustrate on time of coagulation, fractal dimention and initial velocity of the coagulation process.
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I. INTRODUCCION

Recientemente, en la industria quesera se ha
profundizado el estudio de las relaciones entre la
microestructura, las caracteristicas reoldgicas y las
propiedades sensoriales de los productos con el fin de
optimizar las practicas de fabricacion y de obtener
alimentos funcionales.

En particular, 1la obtencion de modelos
fisicomatematicos de los procesos involucrados en la
fabricacion de este tipo de alimentos se ha convertido en
un objetivo fundamental.

En este trabajo se realizdO una modelizacion
fisicomatematica del proceso de coagulacion enzimatica
utilizando el sistema constituido por micelas de caseina
bovina y un pool enzimdtico obtenido a partir de
Bacillus sp. P7 aislado de Piaractus mesopotamicus.

Il. METODOS

Preparacion de las micelas de caseina

* bibiana_riquelme@yahoo.com.ar

La micelas de caseina (MC) se reconstituyeron al
10% P/V a partir de leche en polvo descremada
(SVELTY) en una solucién acuosa de cloruro de calcio
10mM en buffer Tris-HCI de pH a ensayar (6,5-8,5). La
concentracion proteica se determind por
espectrofotometria utilizando el método de Kuaye, el
cual se basa en la modificacion del espectro del
aminodacido tirosina a altas longitudes de onda (A) de la
region UV en un medio fuertemente alcalino (pH~13)".

Obtencion de la proteasa P7

La proteasa fue producida por Bacillus sp. P7,
microorganismo que crecié en un medio de cultivo
nutritivo “pluma de gallina” (10 g/L harina de pluma de
gallina, 0,3 g/ Na,HPOs4, 0,4 g/ NaH,POy4, 0,5 g/L
NaCl) durante 48 h a 30 °C y con agitacion constante
(125 rpm), y se obtuvo a partir de la precipitacion del
sobrenadante de cultivo con sulfato de amonio (60% de
saturacion) y posterior cromatografia liquida en
Sephadex G-100. La misma se indica como enzima P7.

ANALES AFA Vol. 26 N.2 (51-53) 51



A todas las fracciones de enzimas obtenidas se les midio
su actividad proteolitica usando azocaseina como
sustrato?.

Evaluacién de la cinética de la coagulaciéon
enzimatica mediante un diseio experimental

El ensayo de coagulacion de las MC fue iniciado por
adicion de la enzima P7, evaluando el efecto de relacion
de volumenes enzima/sustrato (E/S), temperatura (T) y
pH. Se realizaron disefios experimentales factoriales
considerando como factores independientes la relacion
E/S (V/V: 1/240-1/60), la T (40-55 °C) y el pH (6,5-
8,5), manteniendo la concentracion de caseina (30 g/L)
y Ca?" (10 mM) constantes. Como variables respuestas
se evaluaron el tiempo al cual comienza la coagulacion
(to), la velocidad inicial de coagulacion (vi) y la
dimension fractal de los codgulos obtenidos (Dy).

A través de los parametros estadisticos obtenidos del
t-test ANOVA se determinaron los factores e
interacciones que resultaron significativos. Una vez
determinados los mismos, se ajustaron las respuestas
mediante el modelo correspondiente y se analizaron los
residuos comprobandose normalidad e independencia de
los mismos.

Para visualizar el comportamiento de las variables
respuestas se graficaron superficies y contornos
convenientes para cada situacion. Se utilizd regresion
multiple con variables codificadas para obtener modelos
matematicos  descriptivos y  predictivos  del
comportamiento del sistema.

La cinética de la coagulacién enzimatica se evalud
mediante los cambios de turbidez (t) a través del tiempo
luego de adicionada la proteasa P7. Los cambios de
tamafio y/o grado de compactacion de las MC se
estudiaron basandose en la dependencia de la t, medida
como absorbancia (A), con la longitud de onda A en el
rango de 450-650 nm, rango en donde no hay absorcion
de los grupos cromoforos proteicos.

El pardmetro B, relacionado con el tamafio y grado
de compactaciéon de las particulas y que puede ser
utilizado para evaluar el estado de las particulas durante
la coagulacion, se define como:

Olog A
dlogh (1)

=42+

donde dlogA/dlog) es la pendiente de un grafico lineal
de log A vs log A obtenido a partir de espectros de
absorcion realizados a distintos tiempos (t) antes y
durante la coagulacion.

La Dy, medida del grado de compactacién de la
malla del coagulo, se estimé como el maximo valor de 3
alcanzado. La v; se estim6 como la pendiente de la
porcion lineal inicial de un grafico de A vs. t. En este
caso, el t. se determiné como el tiempo al que comienza
un aumento brusco de f3.

Ensayos reolégicos

Se evalud la cinética de la coagulacion de las MC
mediante ensayos reoldgicos oscilatorios en un redémetro
de tension y deformacion controladas (TA Instruments,

modelo AR G2). Se estim6 el tiempo de coagulacion (tc)
como el tiempo en que se el médulo de almacenamiento
(G’) y la pérdida dinamica (G’’) y se determind el
maximo valor de G’ alcanzado (G’mix). Para cada
ensayo se adicionaron 100 pL de proteasa P7 a 2 mL de
suspension de las MC. Luego se tomaron 800 pL de
muestra y se testaron en el redmetro, donde se usé una
geometria de tipo cono (didmetro: 40 mm; angulo cono:
2°; truncacion: 55 mm). Se coloco un kit de cubierta
trampa de solvente para evitar la contraccion de la
muestra por evaporacion de agua. La temperatura fue
controlada con un bafio con recirculacion conectado al
plato Peltier del instrumento. El reémetro dispone de un
sistema de adquisicion de datos y control de operacion
en el que se configurd un procedimiento de adquisicion
de datos a intervalos de 30s, fijando los valores de
tension de oscilacion en 0,1 Pa y de la frecuencia de
oscilacion en 0,1 Hz. Una vez alcanzado el equilibrio, se
realizé un barrido de frecuencia entre 0,1 y 10 Hz.

Microscopia optica convencional

Se evaluo la microestructura de los coagulos
obtenidos por adicion de la proteasa P7 a la suspension
de MC. Luego, 90 pL de cada muestra fueron colocados
en placas LAB-TEK II de 8 compartimientos. Las placas
se colocaron en estufa para mantener la temperatura
constante, manteniendo la humedad controlada. Los
coagulos fueron observados con un objetivo de
inmersion en aceite de 100x en un microscopio invertido
(Unioén Optical) al cual se le acoplo una camara digital
(Canon Powershot A640) con un adaptador de 52 mm y
zoom de 7.1x. Las imagenes adquiridas fueron
almacenadas en formato JPG para su analisis>.

Determinacion del tamano medio de los
poros

Se determiné el didmetro medio de los intersticios o
poros por medio del programa ImagelJ, obteniéndose los
valores en pixeles. Se trazaron lineas rectas sobre las
imagenes obtenidas y se midieron los valores en pixeles
de los poros. Estos valores fueron promediados,
obteniéndose el valor del tamafio medio de los
intersticios*. Mediante una regla micrométrica se
determind que 1 pixel = (0,0645 + 0,0005) um y, en
consecuencia, la resolucion de las imagenes en nuestro
sistema Optico resulto ser de 15,5 pixel/pum.

ll. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron  modelos fisicomatematicos
descriptivos y predictivos que permiten analizar cuales
son las combinaciones de factores e interacciones que
conducen a un determinado valor esperado.

Bi=1,51-0,071 pH+0,111 T— 0,091 pH*T (2)

Dr=2,465 - 0,207 pH + 0,089 T — 0,043 pH*T (3)

52 ANALES AFA Vol. 26 N.2 (51-53)



te= 3,88 + 2,40 pH — 2,37 T — 2,48 E/S — 0,90 pH*T
— 1,74 pH*E/S + 1,45 T*E/S @)

vi=0,1631 —0,0353 pH + 0,0496 T + 0,0772 E/S —
0,0147 pH*E/S + 0,0197 T*E/S  (5)

Dado que Dr esta asociado con geles mas compactos
y t. con una menor utilizacion de enzima, se
maximizaron  conjuntamente = ambos  parametros
estableciendose los siguientes valores 6ptimos: pH = 7,4
y T =44 °C. En estas condiciones se realizaron ensayos
de reologia y microscopia.

Durante la coagulaciéon se evidencié una primera
etapa en la cual el moédulo G’>G’, comportamiento
tipico de los sistemas predominantemente viscosos. A
medida que transcurri6 el tiempo ambos parametros
cambiaron hasta que G’=G’’, siendo este tiempo
considerado el t.. Luego ambos parametros aumentaron
pero siempre G’>G’’, hasta alcanzar el maximo valor
del componente elastico del sistema.

Los valores promedio de t. y G’msx obtenidos fueron
(8,32 £0,01) miny (13,0 £ 0,2) Pa respectivamente.
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Figura 1. Variacion de los parametros reolégicos G’y G’
con la frecuencia de oscilacion luego de la coagulacion
enzimatica de MC (30 g/L) por accion de la proteasa P7 (E/S
3/50 V/V), T 44°C, pH 7,4.

En la figura 1 se muestran los valores de G* y G”
durante el barrido de frecuencia. Se observo que el valor
de G’ se encuentra por encima del valor de G*’ en todo
el rango de frecuencias, es decir, que predomina el
componente elastico y las muestras se comportan como
un sélido. El aumento de G’ podria ser el resultado de la
fusion de las particulas de caseina por reordenamientos
de las interacciones inter e intra moleculares de los
coagulos formados. También, el parametro tand (G”’/G”)
se vio incrementado con la frecuencia, esto indicaria un
aumento de la fluidez de la muestra al incrementarse la
frecuencia.

Figura 2. Imagen digital obtenida por microscopia optica de
los coagulos de MC obtenidos por accion enzimdtica de la
proteasa P7, T 44°C, pH 7,4.

En la figura 2 se observa una de las imagenes
digitales obtenidas a partir de las cuales se estimd un
tamafio medio de los poros de (1,54 + 0,04) um. Este
valor es menor al tamafio medio obtenido, (5,50 £ 0,03)
pum, utilizando cuajo bovino (quimosina) como enzima
coagulante, que es la tradicionalmente usada en la
manufactura de los quesos.

IV. CONCLUSIONES

Se determind, utilizando un disefio de experimentos,
que los valores optimos de pH y T para la accion
coagulante de la proteasa P7 sobre las MC fueron 7,4 y
44°C, para una concentracion de caseina de 30 g/L y de
ion calcio 10 mM. Ademas, se observo que el grado de
compactacion de los coagulos resultdé independiente de
la cantidad de enzima adicionada.

Para este sistema, se obtuvo que la combinacion de
factores que conduce a un valor esperado méximo para
tc, conlleva a un valor minimo de v;, y viceversa. De esta
forma los procesos que aceleran la coagulacion
minimizan t. y maximizan vi, encontrdndose que la
distribucion inicial de las micelas en solucion esta
relacionada con el grado de compactacion final
alcanzado.

Ademas, se puede concluir, que en el sistema
analizado, la consideracion conjunta de Dr y tc
(maximizacién de ambas respuestas) conduce a geles
mas compactos, lo cual fue corroborado por el analisis
microestructural.
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