AN. VET. (MURCIA) 19: 23-36 (2003). CLOTTING TIME DETERMINATION BY NIR. CASTILLO, M. ET AL. 23

DETERMINACION ON-LINE DEL TIEMPO DE COAGULACION EN
LECHE DE CABRA MEDIANTE DISPERSION DE RADIACION NIR

On-line determination of clotting time in goat’s milk by backscatter of near infrared radiation

M. Castillo!, F.A. Payne?, R. Gonzalez!, M.B. Lopez!, J. Laencina’

"Departamento de Tecnologia de Alimentos, Nutricion y Bromatologia, Universidad de Murcia,
Facultad de Veterinaria, Campus Universitario de Espinardo, E-30071, Murcia, Espaia
’Department of Biosystems and Agricultural Engineering, 128 Charles E. Barnhart Building,
University of Kentucky, Lexington, KY 40546-0276, USA

* Correspondencia a:
Manuel Castillo Zambudio
E-mail: mcastillo@um.es
Tel: +34-968-364710
Fax: +34-968-364147

RESUMEN

En el presente trabajo se estudia un sensor de fibra dptica que, instalado en linea, monitoriza la coagulacion
de la leche de cabra. El sensor determina el incremento de reflectancia difusa (880 nm) provocado por las
modificaciones fisico-quimicas que causan la formacion del gel de caseina. Los resultados obtenidos demuestran
la fuerte correlacion (R*= 0,99) existente entre la variable de reflectancia difusa T _y el tiempo de coagulacion
de Berridge, pardmetro de referencia para el estudio de la actividad de las enzimas coagulantes. Se observa que
T, constituye un 89% del tiempo de coagulacién de Berridge, lo que se atribuye a una mayor sensibilidad
frente a la agregacion del pardametro T__ . Se estima que el porcentaje de hidrolisis de la k-caseina a tiempo
T, .. es del 78%. Los resultados experimentales demuestran que T, no solo responde a los cambios de
concentracion de enzima segun la ecuacion de Foltmann, sino que también refleja fielmente los efectos del
resto de factores estudiados. Por su gran sensibilidad a la agregacion y consistente capacidad de respuesta a los
factores de la coagulacion, T representa una alternativa al método de Berridge y/o es util como pardametro de
prediccion del tiempo de coagulacion, lo que justifica el interés del sensor de dispersion como herramienta de
control de proceso.
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ABSTRACT

An on-line fiber optic sensor has been used to monitor goat’s milk coagulation. The sensor determined the
diffuse reflectance increase (880 nm) due to the physical and chemical modifications of casein micelles, which
caused the gel formation. The results obtained showed a high correlation (R?> = 0.99) between the diffuse
reflectance variable, T, and the Berridge clotting time, the main reference parameter in the study of
enzymatic activity of coagulating enzymes. It was observed that T _ is an 89% of Berridge clotting time,
which was related to a bigger sensitivity of T to aggregation. It was estimated that the percentage of k-casein
hydrolysis at T is 78%. The results demonstrated that T _ not only responded to enzyme concentration
changes as predicted by the Foltmann equation but also changed consistently with other coagulation factors.
For this reason, and for its high sensitivity to aggregation reaction, T was proposed as an accurate alternative

to Berridge method, which justify the usefulness of the backscatter sensor as a process control tool.
Palabras Clave: Tiempo de coagulacion, NIR, reflectancia difusa, fibra Optica, leche de cabra.

INTRODUCCION

Para establecer el punto de gelificacion de la
leche durante la coagulacion enzimatica, tradi-
cionalmente se recurre a la determinacion del
tiempo de coagulacion (TC). El mas comtn de
todos los métodos propuestos, a tal fin, se basa
en la observacion visual de los primeros fléculos
de caseina adheridos a la pared de vidrio de una
botella (Sommer y Matsen, 1935) o de un tubo
de ensayo (Berridge, 1952). Por su sencillez y
exactitud, el tiempo de coagulacién propuesto
por Berridge (TCB) se ha venido utilizando ha-
bitualmente como método de referencia para la
medida de la actividad de las enzimas
coagulantes (norma FIL/IDF 110A: 1987; apén-
dice A). Posteriormente esta norma ha servido
de base para claborar otras mas especificas y
complejas, pero que siguen empleando TCB para
estimar el punto de gelificacion (estandar FIL/
IDF 176: 1996; estandar FIL/IDF 157A: 1997).

Merin et al. (1989) consideran que TCB es
el tiempo de latencia que separa la adicion de la
enzima y la formacion de floculos aparentes de
caseina. Segun McMabhon et al. (1984a), se co-
rresponde con la suma del tiempo minimo em-
pleado por la enzima para hidrolizar el porcen-
taje de caseina, capaz de desencadenar la reac-
cion de agregacion, y del tiempo necesario para
que dicha reaccion avance hasta ser captada por
el ojo humano. En definitiva, TCB no es sino

una estimacion del tiempo transcurrido hasta el
“punto de gelificacion teorico” (PGT) definido
por McMahon et al. (1984a, b) como el preciso
momento en el que la leche deja de comportarse
como un liquido y por Ross-Murphy (1995)
como la transicion desde el estado sol, donde el
peso molecular medio de la molécula gelificante
(M) es finito, hasta el estado gel que supone un
valor infinito de M.

Pero podemos utilizar parametros no visua-
les, y mas objetivos que TCB, para estimar PGT,
basados en diferentes propiedades fisicas tales
como dispersion de luz, ultrasonidos, opacidad,
viscosidad y conductividad eléctrica, entre otras.
Los equipos mas frecuentemente empleados son
el formografo y el redbmetro. Sin embargo, los
TC obtenidos con diversos instrumentos repre-
sentan pesos moleculares y/o grados de coagu-
lacion especificos (McMahon y Brown, 1984),
por lo que la exactitud de estimacion de PGT
dependera de los parametros fisicos elegidos y
de la resolucion del equipo.

Los recientes avances en el campo de las
fibras oOpticas han permitido adaptar, a la linea
de produccion, determinados métodos espectro-
fotométricos de uso generalmente laboratorial.
La gran flexibilidad y el pequefio tamafio de las
fibras opticas y los potentes sistemas actuales
de analisis de datos han abierto nuevas posibili-
dades para la monitorizacion de la coagulacion
en la cuba de cuajado, mediante dispersion de
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radiacién de infrarrojo proximo. El Area de Tec-
nologia de Alimentos de la Universidad de Mur-
cia, en estrecha colaboracion con el Departa-
mento de Biosistemas ¢ Ingenieria Agricola de
la Universidad de Kentucky, viene desarrollan-
do experiencias sobre la aplicacion de sensores
de fibra Optica en el estudio y monitorizacion de
la coagulacion de leche de cabra (Castillo et al.,
2000; Castillo 2001; Castillo et al., 2002; Casti-
llo et al., 2003a, b).

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Cada experiencia consistidé en un disefio
factorial con tres réplicas (n = 3), con dos o tres
factores y con a niveles en el factor 4, b niveles en
el factor B, y asi sucesivamente. Se considerd que
cada combinacion de niveles de factores es un
tratamiento, por lo que contando con n observa-
ciones por tratamiento, el total de observaciones
del experimento, para el caso de tres factores, se
correspondi6 con nabe. El orden de realizacion de
cada uno de los ensayos simples que constituy6 el
experimento se asigné aleatoriamente.

Analisis fisicoquimico de la leche de cabra

El analisis de los componentes mayoritarios de
la leche de cabra empleada se realizd6 mediante
espectrometria de infrarrojo (MilkoScan FT 120 o
MilkoScan 133-B; Foss Electric A/S, Hilleroed,
Denmark). Los equipos se calibraron previamente
con muestras testadas de leche de cabra. El pH se
determind con un electrodo combinado de vidrio
(modelo 81-04, Orion Research Inc., Boston, MA,
EEUU) conectado a un analizador de iones (mo-
delo EA 940, Orion Research Inc.).

Preparacion de muestras de leche
El procedimiento seguido en las experien-

cias se presenta de forma esquematica en el
diagrama de bloques de la Figura 1.

Determinacion del tiempo de coagulaciéon de
Berridge

Antes de realizar el ensayo, la muestra de
leche se calento a la temperatura de coagulacion
y se dividio en dos porciones. Una parte (2kg)
se introdujo en una cuba de 2 L para monitorizar
la coagulacion mediante el sensor optico y la
parte restante se utiliz6 en alicuotas de 10 mL
para la determinacion (por quintuplicado) de
TCB mediante la norma FIL 110A (1987). En
cada caso, la leche para la determinacion de
TCB se coagul6 a la temperatura del ensayo, en
vez de a 30°C como especifica la norma. A fin
de comparar los parametros de reflectancia di-
fusa y TCB, en cada tubo de ensayo en vez de 1
mL de la disolucién de enzima, como requiere
el estandar, se afiadieron 50 puL para asegurar el
mismo efecto de dilucion tanto en los tubos de
coagulacion como en la cuba de cuajado. La
temperatura de coagulacion se controldé median-
te un bafio termostatico (Lauda RM 20,
Brinkman Instrument Inc., Westbury, NY,
EEUU) y el equilibrio térmico de la muestra se
verificé mediante un termémetro digital (mode-
lo 5831 A, Omega Engineering Inc., Stamford,
CT, EEUU).

Enzima

La dilucion de la leche causa un incremento
de TC, siendo ademas los parametros de
reflectancia difusa muy sensibles a la dilucion
(Castillo, 2001). Para poder comparar TCB con
los parametros de reflectancia, a diferentes con-
centraciones de enzima, se requiere que la va-
riacion proporcional del volumen de la muestra
de leche debida a la adicion de la enzima sea
constante tanto en la cuba como en el tubo de
ensayo, y para las diferentes concentraciones de
enzima utilizadas. Se ensayaron concentracio-
nes de enzima de 0,020, 0,035 y 0,050 mL kg
de leche. Previamente a la realizacion de cada
réplica, se prepararon disoluciones en tampon
acetato (pH 5,5) de quimosina B recombinante
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Figura 1. Diagrama de flujo de los ensayos realizados

(Chr. Hansen Inc., Milwaukee, WI, EEUU), que
se mantuvieron a 2°C hasta su uso. Las dilucio-
nes de enzima se estandarizaron de forma que
10 mL suministraron respectivamente 0,04, 0,07
y 0,10 mL de quimosina recombinante a la mues-
tra de 2 kg de leche utilizada para monitorizar la
reflectancia en la cuba de cuajado y a la vez 50
UL proporcionaron respectivamente 2,0 x 10,
3,5% 10*y 5,0 X 10* de quimosina a los 10 mL
de leche empleada para determinar TCB en los
tubos de ensayo. De esta forma el efecto de
dilucién, medido como fraccion de volumen

entre la disolucion que contiene la enzima y la
muestra de leche, fue de 5 x 107, en ambos
€asos.

Obtencion del perfil de reflectancia

La monitorizacion de la coagulacion se rea-
liz6 mediante un sensor de fibra dptica (mode-
los 3 y 4A, CoAgulLite, Reflectronics, Inc.,
Lexington, KY, EEUU) instalado en la pared de
una cuba de cuajado de acero inoxidable (15 cm
x 13.3 cm x 15 cm) como se observa en la



AN. VET. (MURCIA) 19: 23-36 (2003). CLOTTING TIME DETERMINATION BY NIR. CASTILLO, M. ET AL. 27

Figura 2. Sensor de reflectancia difusa

Figura 2. El voltaje se midi6 cada 2 s, alma-
cenandose la media de tres medidas cada 6 s.
Los primeros 10 registros de voltaje, corregidos
con respecto al valor cero de reflectancia (1 V)
y promediados, constituyeron el voltaje inicial
(V,)- El sistema calculo, a tiempo real, la ratio
de reflectancia (R), que aumento con el tiempo
constituyendo el perfil de reflectancia. R se cal-
culé mediante division del voltaje a tiempo t
(menos 1 V correspondiente al cero de reflec-
tancia) por V. También se calcul6 a tiempo real
la primera derivada de R con respecto al tiempo
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(R’), empleando lotes de 4 minutos de las medi-
das mas recientes (41 puntos). La pendiente de
cada lote de datos se calculd mediante regresion
lineal cada 6 s y se asignd al punto medio de
cada lote de datos. De forma similar también se
calculo la segunda derivada (R’’). Los para-
metros obtenidos a partir del perfil de reflec-
tancia son: T_ . tiempo desde la adicion de en-
zima hasta el maximo de la primera derivada
(min); D__, maximo valor de la primera deriva-
da (min™); R, ratio de reflectancia a tiempo
T . (adimensional); T, . tiempo desde la adi-
cion de enzima hasta el maximo de la segunda
derivada (min) y T, , tiempo desde la adicién
de enzima hasta el minimo de la segunda deri-
vada (min). El perfil de reflectancia y los prin-
cipales parametros derivados se representan en
la Figura 3.

Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos se empled el
Modelo Lineal General (GLM) del paquete es-
tadistico Statistical Analysis System (SAS). En
el modelo estadistico se consideraron, como
efectos principales, los factores del disefio ex-
perimental, incluyéndose también en el analisis
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Figura 3. Tipico perfil de reflectancia y parametros derivados
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sus interacciones. El efecto aleatorio ejercido
sobre los parametros estudiados por variables
no fijas se consideré mediante inclusion de co-
variables en el modelo. Tras un analisis prelimi-
nar de los datos, se eliminaron todas aquellas
interacciones y co-variables que no contribuye-
ron significativamente a la variabilidad de los
datos. Para el analisis de la varianza (ANOVA),
las medias de minimos cuadrados (LSM) y la
significacion de cada tratamiento se obtuvieron
mediante suma de cuadrados tipo IV. Las dife-
rencias entre las medias de los tratamientos es-
tudiados se consideraron significativas cuando
P < 0,05. Para la seleccion de un modelo mate-
matico de prediccion de TCB se consideraron
en el analisis de regresion lineal todos los facto-
res experimentales y las variables de reflectancia
difusa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prediccion del tiempo de coagulacion de
Berridge

Tras el analisis de los diferentes modelos de
regresion propuestos, s6lo T_  fué eficaz para
la prediccion de TCB. El modelo de regresion

de TCB frente a T__(Cuadro 1) demuestra la
existencia de una fuerte relacion lineal. La re-
gresion explica el 99,13% del total de la varia-
cion observada en TCB (P < 0,0001) permitien-
do predecir dicha variable a partir de T __, con
un error estandar (SEP) de 53,70 s (Castillo et
al., 2000).

Remeuf et al. (1993) estudiaron la coagula-
cion mediante un sensor de transmision NIR y
un formografo y obtuvieron una buena correla-
cion entre los TC obtenidos mediante ambos
métodos. Recientemente, O’Callaghan et al.
(1999a) realizaron una experiencia en la que
seis técnicas de monitorizacion de la coagula-
cion (sensor “CoAgulLite” de reflectancia difu-
sa de NIR, sensores “Gelograph” y “TxPro” de
transmision de NIR, sensor térmico “hot- wire”
y sensores vibracionales “Viscolite” y
“Sofraser”) se comparan entre si y con los
parametros reoldgicos G’ y G”’. Dichos autores
afirman que usando cualquiera de los sensores
ensayados es posible predecir el valor de TC
determinado con el redmetro (TCR) con un SEP
comprendido entre 45 y 70 s, seglin el sensor
considerado. De los seis sensores estudiados,
solo el sensor CoAgulite es comtn a nuestros
estudios. Mediante el empleo de las correspon-

Cuadro 1. Modelo de regresion lineal para la prediccion de TCB "

ANOVA de regresion lineal
Fuente GL sC Estadistico Significacion
Modelo 1 7206°250 9003°035 0°0001
Residual 79 63234
Total 80 7269°484

Regresion lineal

Parametros del modelo Coeficiente SEE Significacion  CV (%) SEP (min) R?
Ordenada en el origen B,=-0628  0°207 0’0032 5’40 0’895 0’991
T B,=117 00124  0°0001

! TCB, tiempo de coagulacion de Berridge; 7', tiempo desde la adicion de enzima hasta el punto de inflexién de la curva
de reflectancia; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; SEE, error estandar de estimacion del parametro; R%,
coeficiente de determinacion; CV, coeficiente de variacion; SEP, error estandar de prediccion. N = 81. ' Segtin Castillo
(2001).
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dientes ecuaciones de regresion (O’Callaghan
et al., 1999a y modelo del Cuadro 1), podemos
asignar valores arbitrarios de T__ (8-12 min)
para comparar la prediccion respectiva de los
valores de TCR y TCB. De esta forma, se ob-
serva que las predicciones obtenidas para TCB
son, por término medio, 3,81 min menores que
las predicciones de los valores de TCR. Segun
Famelart et al. (1999), no existen diferencias en-
tre los TC obtenidos mediante formdgrafo y red-
metro. Considerando esta afirmacion, nuestros
resultados confirman los de Giangiacomo et al.
(1998) que comprueban que TCB es 3-4 min
menor que el TC determinado con el formografo.

Relacion entre Ty el tiempo de coagulacién
de Berridge

Segtin Castillo (2001) los valores experimen-
tales de T siempre son algo menores que los
de TCB y el valor de la diferencia TCB- T _ ,
en el 90% de las observaciones, es menor de
3,20 min. A partir de las medias de ambos
parametros, se estima que T__ representa un
89% de TCB (Castillo et. al., 2003b). Ya que
el lapso de tiempo entre dichas variables es
pequeiio, se comparan las medias mediante un
test “t de Student” para muestras apareadas.
La hipotesis nula es que la media de las dife-
rencias entre cada dos parejas de datos es cero
(H, : 1, = W,). El pequefio valor de P obtenido
(P <0,0001) sugiere que T,y TCB son varia-
bles diferentes (Castillo et al., 2000). Coinci-
diendo con nuestros resultados, numerosos au-
tores refieren la existencia de diferencias entre
los métodos de determinacion de TC (McMahon
y Brown, 1982) que deben corresponderse con
distintos grados de hidrolisis de la k-caseina y
de agregacion de las micelas. Como T_  es
aproximadamente un 89% de TCB, la primera
variable detectaria un grado de agregacion me-
nor que TCB, por lo que el método optico exhi-
biria una mayor sensibilidad. En esta direccion
apuntan McMabhon et al. (1984b) al afirmar que
los métodos basados en la determinacion de

turbidez detectan antes la coagulacion que los
visuales. Giangiacomo et al. (1998) determinan
TCB y la variacion de luminosidad (DL) con
respecto al tiempo y siempre observan en pri-
mer lugar el punto de inflexion de la curva lu-
minosidad/tiempo. Segun O’Callaghan et al.
(1999a) el punto de gelificacion se detecta antes
con sensores opticos que empleando los sensores
hot-wire y vibracionales.

Grado de hidrdlisis a tiempo T

Segun Castillo et al. (2003b), el porcentaje
de hidrolisis a tiempo T__ es 78%, mientras que
a tiempo t,, es 61% (t,,=periodo de induccion,
definido por Saputra en 1992). Seglin Carlson
et al. (1987), la agregacion no se inicia de forma
apreciable hasta que se ha hidrolizado al menos
un 60-80% de la k-caseina. De acuerdo con di-
chos autores, y considerando los porcentajes de
hidrolisis estimados respectivamente a los tiem-
post,y T _ . sepodria localizar el inicio de la
agregacion entre t, y T .

Ya que T se corresponde con un 89% de
TCB y teniendo en cuenta que, Green et al.
(1978) aseguran que la agregacion se observa a
un tiempo comprendido entre un 70 y un 90%
de TCB, se podria considerar T como el mo-
mento en el que se produce el “inicio significa-
tivo” de los procesos de agregacion y
gelificacion. T representarfa un grado inci-
piente de agregacion, suficientemente significa-
tivo como para que el sensor de NIR sea capaz
de detectarlo, como un punto de inflexion en la
curva de reflectancia difusa. Existe mucha simi-
litud entre nuestra hipotesis y los trabajos de
Carlson et al. (1987) que muestran que una
hidrolisis del 60% corresponde a un incremento
de turbidez incipiente y que una hidrdlisis del
80% coincide con el punto de inflexion de la
curva de turbidez. Dichos autores interpretan
que el nivel de hidrolisis requerido para el “ini-
cio sustancial de la floculaciéon” coincide con el
dramatico aumento de turbidez observado en el
punto de inflexion.
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En resumen, T__ es significativamente di-
ferente de TCB y constituye un 89% de éste,
demostrando una mayor sensibilidad a la agre-
gacion. Existe una correlacion lineal significa-
tiva entre ambas variables, que permite prede-
cir TCB a partir de T, (SEP = 53,70 s). En
T, .. €l 80% de la hidrolisis ha finalizado,
iniciandose, en ese momento o instantes antes,
la agregacion de las micelas de caseina que
determina la aparicion del punto de inflexion
en la curva de reflectancia. Por tanto, podria-
mos considerar a T, como el punto de inicio
significativo de los procesos de agregacion y
endurecimiento.

Efecto de los factores de la coagulacion sobre
T yTCB

max

Tipo de enzima

Los trabajos realizados por Castillo et al.,
(2002) demuestran que la influencia del tipo de
enzima sobre T_ , a igual TCB, es altamente
significativa (P < 0,003). EI valor de T__ en
leche coagulada con cuajo de cabrito es un 89%

del tiempo obtenido con M. miehei. Estos resul-
tados son consistentes con los de Ustunol et al.
(1991) y Lopez (1993) y sugieren una mayor
sensibilidad de T a los procesos de agrega-
cion, en comparacion con TCB. Diversos auto-
res han constatado el efecto del tipo de enzima
sobre la velocidad de agregacion (Lawrence y
Creamer, 1969) y de endurecimiento (Fox,
1988). Los resultados obtenidos indican que la
reflectancia difusa puede ser muy util para com-
parar preparados enzimaticos comerciales tanto
en el laboratorio como en la industria.

Concentracion de enzima

Segun (Castillo et al., 2000), el efecto de la
concentracion de enzima sobre Ty TCB es
muy significativo (P <0,0001). En ambas varia-
bles se aprecia una disminucion al aumentar la
concentracion de enzima (Figura 4) que refleja
un aumento de las velocidades de hidrolisis y
agregacion. Estos resultados coinciden con los
publicados en leche de vaca por Ustunol et al.
(1993) que observan una relacion inversa entre
la concentracion de enzima y los parametros
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T, ..., TCB. Tambien en leche de vaca, Payne et
al. (1993) confirman el ascenso de T _ al des-
cender la concentracion de enzima.

Storch y Segelcke (1874) observaron que TC
es inversamente proporcional a la concentracion
de enzima (7, £ = K; T, tiempo de coagulacion;
E, actividad enzimatica; K, constante). Como esta
relacion sélo resulta valida dentro de estrechos
margenes de pH, temperatura y concentracion de
enzima, Holter (1932) propone una expresion que
es posteriormente modificada por Foltmann
(1959) (T, = (a/ [E]) + b; T , tiempo de coagula-
cion; [E], concentracion de enzima; a y b, cons-
tantes). Posteriormente la “ley de Foltmann” ha
sido reconfirmada en numerosas ocasiones
(McMahon y Brown, 1982).

Si se analiza mediante dicha ecuacion la ten-
dencia de T, en funcion de la concentracion
de enzima (Castillo et al., 2000), se obtiene como
se esperaba, una relacion lineal (R* = 0,9998)
entre dicha variable y la inversa de la concen-
tracion de enzima (T = (0,444 /[E]) +0,0659).
McMahon y Brown (1983) obtienen con un
formografo una pendiente de 0,0754, mientras
que Lopez (1993) encuentra valores de 0,222

(TCB) y 0,173 (viscosimetria). Lamentablemen-
te, la comparacioén de las pendientes, requiere
que TC sea obtenido con el mismo método, en
idénticas condiciones y expresando la concen-
tracion de enzima en las mismas unidades, mo-
tivo por el que en el presente estudio, no se
establece dicha comparacion. En definitiva, po-
demos afirmar que el comportamiento de T
frente a la concentracion de enzima, es equiva-
lente al observado para TCB, que actualmente
sigue siendo el pardmetro de referencia en el
calculo de la actividad enzimatica de los
coagulantes comerciales.

Temperatura y pH

Segin Castillo et al. (2000), las LSM de
T . vy TCB disminuyen significativa y paralela-
mente cuando aumenta la temperatura (P <
0,0001) o desciende el pH (P < 0,0012), como
se aprecia en las Figuras 5 y 6. Nuestros resulta-
dos coinciden con las referencias obtenidas me-
diante reflectancia difusa en leche de vaca por
Ustunol et al. (1993) y por Payne et al. (1993).

Este efecto se atribuye a la modificacion de la
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cinética de las reacciones de hidrdlisis enzimatica
y agregacion micelar, si bien, en ambos casos,
la influencia sobre la reaccion de agregacion es
predominante (Castillo, 2001).

Concentracion de CaCl,

El tratamiento térmico de la leche por enci-
ma de 65-70°C provoca la precipitacion parcial
del fosfato calcico por lo que, antes de la coagu-
lacién generalmente se afiade CaCl, para con-
trarrestar dicho efecto. Castillo et al. (2002) de-
muestran que la influencia de la adicion de CaCl,
sobre T__ vy el tiempo de corte es muy significa-
tivo (P <0,007). Las LSM de T,y del tiempo
de corte decrecen significativamente con la adi-
cién de CaCl, (Figura 7), confirmando lo obser-
vado previamente por Payne et al. (1993). Se-
gun Bringe y Kinsella (1986), la velocidad de
hidrolisis aumenta con la adicion de CaCl,, mien-
tras que contrariamente, Famelart et al. (1999)
observan un descenso lineal de la constante de
hidrolisis al afiadir CaCl,. No obstante, mayorita-
riamente se cree que la adicion de CaCl, no
afecta directamente a la fase enzimatica de la
coagulacion (Van Hooydonk y Van Den Berg,
1988) sino que afecta indirectamente, descen-
diendo el pH de la leche. El calcio ejerce su
principal efecto en la fase de agregacion, espe-
cialmente si se mantiene constante el pH (Van
Hooydonk y Van Den Berg, 1988). Por eso, en
este estudio se ajusta el pH a 6,5 tras la adicion
de los diferentes niveles de CaCl, selecciona-
dos, por lo que las variaciones de T sdlo re-

max

flejan su efecto sobre la fase de agregacion.
Concentracion de sustrato

Castillo et al. (2003a) afirman que la varia-
bilidad de T__ en funcion de la concentracion
de sustrato es muy significativa (P < 0,0001).
T . aumenta con la concentracion proteica (P <
0,0001). La interpretacion no resulta sencilla si
consideramos las profundas contradicciones en-
contradas en la literatura en relacion con el efecto

de la concentracion de sustrato sobre TC y la
constante de hidrdlisis. Algunos autores asegu-
ran que, concentrando la proteina por ultrafil-
tracion, desciende TC (O’Callaghan et al.,
19995b). Sin embargo, nuestros resultados coin-
ciden con Dalgleish (1980) que afirma que,
mediante ultrafiltracion de la leche, TC no varia
o sufre un ligero aumento. Por su parte, otros
autores como Garnot et al. (1982) y Clark y
Sherbon (2000) afirman que TC aumenta al ele-
var la concentracion proteica.

Saputra (1992) y Lomholt (1996), entre otros,
observan que la constante de velocidad de
hidrolisis disminuye con la concentracion de
proteina, lo que se atribuye a la disminucion de
la velocidad efectiva de difusion de la enzima
por aumento de la concentracion proteica, y po-
dria explicar porqué 7 aumenta significativa-
mente con la proteina. Saputra (1992) monitoriza
el proceso de hidrélisis empleando reflectancia
difusa y describe dicha reaccion mediante un
modelo de difusion basado en una cinética de
primer orden. Este autor observa valores ascen-
dentes de 7' al aumentar la proteina a todas
las longitudes de onda, temperaturas y concen-
traciones de enzima estudiadas. No obstante, en
nuestras condiciones experimentales (Castillo et
al., 2003a), la enzima podria estar saturada con
el sustrato, por lo que un incremento en la con-
centracion de caseina, a concentracion constan-
te de enzima, podria traducirse en un aumento
de la duracion del periodo de latencia necesario
para el inicio de la fase de agregacion. En di-
chas condiciones, la misma cantidad de enzima
tendria que hidrolizar a velocidad constante mas
sustrato, provocando un retraso de T__ .

Resumiendo, y en general, se observan com-
portamientos paralelos de TCB y T__ frente a
los diferentes factores de la coagulacion. Estos
resultados nos permiten proponer a T como
alternativa frente al tradicional TCB, no sélo
para la determinacion de la actividad enzimatica
de cuajos y enzimas coagulantes, tanto en labo-
ratorio como en linea, sino también para la ca-
racterizacion de cultivos bacterianos, el ensayo
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de aditivos y la seleccion de las condiciones de
elaboracion.
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