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RESUMEN

La coagulacion es la etapa que marca el inicio de la transformacion de la leche para
convertirse en una red tridimensional referida como cuajada. Las micelas de caseina son particulas
coloidales que se encuentran dispersas en la leche, su estabilidad radica en la presencia de cadenas
de amino&cidos afines al medio acuoso. Agentes coagulantes como la quimosina interrumpen la
estabilidad de fase proteica de la leche constituida principalmente por micelas de caseina, dando
origen a particulas de paracaseina. La alta hidrofobicidad de estas moléculas las hace susceptibles
a la agregacion. Como resultado se producen agregados de alta dimensionalidad con la capacidad
de atrapar en su interior al resto de los componentes de la leche. A partir de la consolidacién de
una nueva estructura tridimensional se presentan una serie de reacomodos internos dependientes
del tiempo, los cuales originan el desplazamiento del suero contenido en su interior, produciendo
una estructura con mayor compactacion. Diferentes factores de proceso tienen la capacidad de
reducir los tiempos de procesamiento, asi como mejorar diferentes atributos de calidad en la
industria lactea. La temperatura y la acidificacion son pardmetros de gran importancia durante la
coagulacion, la formacién de la cuajada y su consolidacién. Su modificacion deriva en estructuras
configuradas de diferente forma y su consecuente particularidad en el producto terminado. Debido
a lo anterior, el enfoque adaptado en este estudio fue dirigido hacia la formacion de la estructura
de la red conocida como cuajada durante el periodo de curado. Las unidades experimentales fueron
sometidas a diferentes condiciones de temperatura y acidez. Los reacomodos estructurales
presentes en las diferentes cuajadas fueron evaluados mediante los cambios de densidad
experimentados a través del tiempo. Se obtuvo que la densidad de la fase proteica de la cuajada fue
mayor en los tratamientos donde no existié variacion en la acidez. A raiz de esto, se realiz6 un
estudio para dilucidar el tipo de interacciones intra e intermoleculares responsables de los
reacomodos en la configuracion del gel. Se encontré que los enlaces quimicos presentes en la
estructuracion de la cuajada estan regidos de manera jerarquica por la energia de formacién de
enlaces, obteniendo que las uniones mas determinantes son los puentes de calcio, seguido de las
interacciones electrostaticas, los puentes de hidrogeno, asi como las interacciones hidrofobicas.

Aunque segun las condiciones del proceso los enlaces pueden cambiar de manera significativa.

Palabras Clave: Coagulacion, cuajada, reacomodos, densidad, enlaces quimicos.



ABSTRACT

Coagulation is the stage that marks the beginning of the transformation of milk to become
a three-dimensional network referred to as curd. Casein micelles are colloidal particles that are
dispersed in milk, and their stability lies in the presence of amino acid chains related to the aqueous
medium. Coagulating agents such as chymosin interrupt the stability of the protein phase of milk,
which is mainly made up of casein micelles, giving rise to paracasein particles. The high
hydrophobicity of these molecules makes them susceptible to aggregation. As a result, high
dimensional aggregates are produced with the ability to trap the rest of the milk components inside.
From the consolidation of a new three-dimensional structure, a series of time-dependent internal
rearrangements appear, which cause the displacement of the serum contained within, producing a
structure with greater compaction. Different process factors can reduce processing times, as well
as improve different quality attributes in the dairy industry. Temperature and acidification are
parameters of great importance during coagulation, curd formation, and consolidation. Its
modification results in structures configured in a different way and its consequent particularity in
the finished product. Due to the above, the approach adopted in this study was directed towards the
formation of the network structure known as curd during the curing period. The experimental units
were subjected to different conditions of temperature and acidity. The structural rearrangements
present in the different curds were evaluated by means of the density changes experienced over
time. It was obtained that the density of the protein phase of the curd was higher in the treatments
where there was no variation in acidity. As a result, a study was conducted to elucidate the intra
and intermolecular interactions responsible for rearrangements in the gel configuration. It was
found that the bonds present in the structuring of the curd are governed hierarchically by the bond
energy, obtaining that the most determining bonds are calcium bridges, followed by electrostatic
interactions, hydrogen bridges, as well as interactions hydrophobic. Although, depending on the
conditions of the process, these links may change significantly.

Keywords: Coagulation, milk curd, rearrangements, density, chemical bonds.
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1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

En el proceso de fabricacion de queso, la etapa de coagulacion da comienzo a la transformacion
que experimenta la leche para convertirse en una red tridimensional compuesta principalmente por
proteina y grasa. Esta modificacion se lleva a cabo cuando las particulas coloidales conocidas como
micelas de caseina son expuestas a agentes coagulantes, resultando en la destruccion de la barrera
que daba estabilidad a estas estructuras. Como consecuencia, al carecer de esta barrera protectora
de manera espontanea comienzan a interactuar entre ellas hasta formar una estructura
tridimensional que atrapa al resto de los componentes de la leche. Una vez iniciada la etapa de
agregacion la formacion de esta estructura se lleva a cabo de forma dindmica, lo cual indica que
sufre de una serie de cambios en su interior derivados de reacomodos estructurales.

El llevar a cabo un estudio relacionado con la formacién y consolidaciéon de la cuajada podria
ayudarnos a dilucidar los mecanismos que causan esta serie de cambios en el interior de la cuajada;
contribuyendo con la comunidad cientifica a través de generacion de conocimiento auténtico que

aporte nueva evidencia para el mejor entendimiento de este fenémeno.

1.2. Antecedentes

La leche es un sistema complejo, que consiste en tres fases principales con propiedades fisiologicas
ampliamente caracterizadas; la fase continua formada suero, la fase de emulsién compuesta por
gldébulos grasos y la fase de suspension constituida por micelas de caseina (De Kruif et al., 2012;
Dalgleish, 2014). Ademas, existen numerosos componentes en menor proporcién, principalmente
en forma de trazas donde se encuentran minerales, vitaminas, hormonas, enzimas y compuestos
diversos (Goulding et al., 2020).
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1.2.1. Caseinas

Las caseinas constituyen mas del 80% de la proteina total de la leche bovina, casi toda agregada
con fosfato célcico. Inicialmente se definen como aquellas fosfoproteinas que precipitan de la leche
cruda por acidificacion a pH 4.6 a 20 ° C. Aunque hoy en dia se definen por su secuencia y su
homologia con las cuatro especies genéticas diferentes que componen los miembros primarios de
la leche bovina (Huppertz, 2013; Horne, 2016); refiriéndose a os1-, os2-, - y k-caseinas que
representan aproximadamente 38%, 10%, 35% y 12% respectivamente. Correspondiente en la
misma forma a 12-15, 3-4, 9-11 y 2-4 g L%, La composicion de aminoacidos de las caseinas se

presenta en la Figura 1.
Entre las caseinas existe una micro heterogeneidad debido a pequefias diferencias que surgen por

los siguientes diferentes factores:

1. Variabilidad en el grado de fosforilacion. Todas las caseinas estan fosforiladas, pero en un
grado variable, la os1 tiene 8 0 9 P; as2 10 a 13P; B- 4 a 5P; k- 1 0 2P por molécula, donde la

letra P indica residuos de fosfato.
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as1- Caseina as2- Caseina
1 10 20 1 10 20
Lys- Asn-Thr-Met-Glu- His- Val-SerP-SerP-SerP- Glu- Glu-Ser- Ile- Ile- SerP- Gln- Glu- Thr-Tyr-| | Lys- Asn-Thr-Met-Glu-His- Val-SerP-SerP-SerP- Glu- Glu-Ser- Ile- Ile- SerP- Gln- Glu- Thr- Tyr-|
21 30 40 21 30 40
Lys- Gln-Glu-Lys-Asn-Met-Ala- Ile- Asn- Pro- Ser- Lys-Glu-Asn-Leu- Cys- Ser- Thr- Phe-Cys{ |Lys- Gln-Glu-Lys-Asn-Met-Ala- Ile- Asn- Pro- Ser- Lys-Glu-Asn-Leu- Cys- Ser- Thr- Phe-Cys-|
41 S0 60 41 50 60
Lys- Glu- Val- Val- Arg-Asn-Ala- Asn- Glu- Glu- Glu- Tyr-Ser- Ile- Gly-SerP-SerP-SerP-Glu-Glu-|  |Lys- Glu-Val- Val- Arg-Asn-Ala- Asn- Glu- Glu- Glu- Tyr-Ser- Ile- Gly-SerP-SerP-SerP-Glu-Glu-|
61 70 80 61 70 80

SerP-Ala-Glu- Val- Ala- Thr-Glu- Glu- Val- Lys- Ile- Thr-Val-Asp-Asp- Lys- His- Tyr- Gln-Lys-
81 90 100
Ala- Leu-Asn-Glu- Ile- Asn-Gln- Phe- Tyr- Gln- Lys- Phe-Pro-Gln-Tyr- Leu- Gla- Tyr- Leu-Tyr-

SerP-Ala-Glu- Val- Ala- Thr-Glu- Glu- Val- Lys- Ile- Thr-Val-Asp-Asp- Lys- His- Tyr- Gln-Lys-
81 90 100
Ala- Leu-Asn-Glu- Ile- Asn-Gln- Phe- Tyr- Gln- Lys- Phe-Pro- Gln-Tyr- Leu- Gln- Tyr- Leu-Tyr-

101 110 120 101 110 120
Gin- Gly-Pro- Ile- Val-Leu-Asn- Pro- Trp- Asn- Gln- Val-Lys-Arg-Asn- Ala- Val- Pro- Ile- Thr-| |Glin- Gly-Pro- Ile- Val-Leu-Asn- Pro- Trp- Asn- Gln- Val-Lys-Arg-Asn- Ala- Val- Pro- Ile- Thr-|
121 130 140 121 130 140
Pro- Thr-Leu-Asn-Arg-Glu-Gln- Leu- SerP- Thr- SerP-Glu-Glu-Asn- Ser- Lys- Lys- Thr- Val-Asp{ | Pro- Thr-Leu-Asn-Arg-Glu-Gln- Leu- SerP- Thr- SerP-Glu-Glu-Asn-Ser- Lys- Lys- Thr- Val-AspA
141 150 160| | 141 150 160
Met- Glu- Ser- Thr-Glu- Val- Phe- Thr- Lys- Lys- Thr- Lys-Leu-Thr- Glu- Glu- Glu- Lys- Asn-Arg-{ |Met- Glu- Ser- Thr-Glu- Val-Phe- Thr- Lys- Lys- Thr- Lys-Leu-Thr-Glu- Glu- Glu- Lys- Asn-Arg-
161 170 180 161 170 180
Leu- Asn-Phe-Leu-Lys-Lys- lle- Ser- Gin- Arg- Tyr- GIn-Lys-Phe-Ala- Leu- Pro- Gin- Tyr-Leu-| | Leu- Asn-Phe-Leu-Lys-Lys- Ile- Ser- GlIn- Arg- Tyr- GIn-Lys-Phe- Ala- Leu- Pro- Gln- Tyr-Leu-
181 190 200 181 190 200
Lys- Thr- Val- Tyr-Gln- His- GIn- Lys- Ala- Met- Lys- Pro-Trp- Ile- Gln- Pro- Lys- Thr- Lys-Val-| |Lys- Thr-Val- Tyr-Gln-His- GIn- Lys- Ala- Mei- Lys- Pro-Trp- Ile- GIn- Pro- Lys- Thr- Lys-Val-|
201 210 201 210
Ile- Pro- Tyr-Val- Arg-Tyr-Leu Ile- Pro- Tyr-Val- Arg-Tyr-Leu
B- Caseina k- Caseina
1 10 20 1 10 20
A rg-Glu-Len-Glu-Glu-Leu-Asn-Val- Pro-Gly-Glu- lle- Val-Glu-SerP-Leu-SerP-SerP-SerP-Glu  |Gln-Glu-Gln-Asn-Gln-Glu-Gln-Pro- Ile- Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe-Phe-Ser- Asp
21 30 40 21 30 40
Cil‘ll' Ser- Ile- Thr-Arg- Ile- Asn-Lys-Lys- 151'16' Glu-Lys-Phe-Gln-SerP-Glu- Glu- Gln- Gln- Gﬁlg' Lys- Ile- Ala- Lys-Tyr- Ile- Pro- Ile- Gln- Tyr-Val-Leu- Ser- Arg- Tyr- Pro- Ser- Tyr-Gly-Leu-
41 50 60
Tﬁhl"GlU'ASP’Glu'MU'GIH'ASP'LYS' lle- His- Pro- Phe- Ala-Gln- Thr- Gln- Ser- Leu- Val- Tyr{  |Asn-Tyr-Tyr-Gln-Gln-Lys-Pro- Val- Ala- Leu Ile- Asn-Asn-Gln- Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro- Tyr-
1 70 80 61 80
Psf‘;-l’he- Pro-Gly-Pro- Ile- Pro-Asn- Sef-LgeO“-Pm-Glﬂ-ASH- Tle- Pro- Pro- Leu- Thr- Gln- '{hog Tyr- Ala-Lys- Pro- Ala- Ala-Val-Arg- Ser- Pro Ala-Gln- lle- Leu-Gla-Trp-Gln-Val-Leu- Ser-

Pro- Val- Val- Val- Pro- Pro- Phe-Leu-Gln- Pro-Glu- Val-Met-Gly- Val- Ser- Lys- Val- Lys- Glu-
101 110 120
|Ala-Met- Ala- Pro- Lys- His- Lys-Glu-Met-Pro- Phe- Pro- Lys-Tyr- Pro- Val- Glu- Pro- Phe- Thr-
121 130 140
Glu- Ser- Gln- Ser- Leu- Thr-Leu- Thr- Asp-Val-Glu-Asn-Leu-His- Leu- Pro- Leu- Pro- Leu- Leu-

141 150 160
Gln- Ser- Trp-Met- His- GIn- Pro- His- Gln- Pro-Leu- Pro- Pro-Thr- Val- Met- Phe- Pro- Pro- Gln-
161 170 180

Ser- Val- Leu- Ser- Leu- Ser- Gln- Ser- Lys- Val-Leu- Pro- Val- Pro- Gln- Lys- Ala- Val- Pro- Tyr-
181 200
Pro- GIn-Arg-Asp-Met-Pro- Ile- Gln- Ala- Phe-Leu-Leu- Tyr-Gln- Glu- Pro- Val- Leu- Gly- Pro-|
201

Val- Arg-Gly- Pro- Phe- Pro- lle- Ile- Val

81 90 100
lAsn-Thr- Val- Pro- Ala-Lys- Ser- Cys- Gln- Ala Gln- Pro- Thr- Thr-Met- Ala- Arg-His- Pro- His-
101 110 120
Pro-His-Leu- Ser- Phe-Met-Ala- Ile- Pro- Pro Lys-Lys-Asn-Gln-Asp-Lys-Thr-Glu- Ile- Pro-
121 130 140
Thr- Ilc- Asn-Thr- Ile- Ala-Ser-Gly- Glu- Pro Thr- Ser- Thr- Pro- Thr-Thr-Glu- Ala- Val- Glu-
141 160
Ser- Thr-Val- Ala- Thr-Leu-Glu-Asp-SerP- Pro Glu-Val- Ile- Glu- Ser- Pro- Pro-Glu- Ile- Asnq
161

[Thr- Val-Gln- Val- Thr- Ser- Thr- Ala- Val

Figura 1 Secuencias de aminoacidos de las principales caseinas de la leche (Huppertz, 2013).

2. Polimorfismo genético. Las variantes existentes en las proteinas de la leche se generan

genéticamente, este fendmeno se denomina polimorfismo genético, lo que significa que hay

una sustitucién natural de residuos en diferentes lugares de las cadenas de aminoacidos que

componen las caseinas.

Enlace disulfuro. Las caseinas os1 y B carecen de cisteina y cistina, pero las caseinas os2 y K

contienen dos y 1/2 residuos de cistina, que se presentan como enlaces disulfuro

intermoleculares. La asz-caseina existe como un dimero unido por enlaces disulfuro, y se

pueden unir hasta 10 moléculas de kappa-caseina mediante enlaces disulfuro.

Grado de glicosilacion. La k-caseina es la Unica caseina glicosilada; contiene galactosa, N-

acetil-galactosamina y acido N-acetilneuraminico (sialico), que se presentan como tri o tetra
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sacéridos unidos a residuos de treonina, cuyo nimero varia de 0 a 4 por molécula de proteina

(es decir, un total de nueve variantes) (Jensen et al., 2015; Goulding et al., 2020).

Por otro lado, las caseinas se pueden observar desde el punto de vista quimico y estructural. La
secuencia de aminoacidos de las proteinas se conoce como estructura primaria. Las interacciones
intra e intermoleculares juegan un papel importante en la polimerizacion (significa estructura
secundaria y terciaria) de las moléculas de proteina, asi como en la agregacion y formacion de gel
de proteinas. Estas interacciones se dividen en enlaces covalentes y no covalentes. La Figura 2
muestra los enlaces disulfuro covalentes (SS), las interacciones electrostaticas no covalentes (EB),
los puentes de calcio (CaB), las interacciones hidrofébicas (Hy), los puentes de hidrégeno (HB) y
las interacciones de van der Waals (vdW) que se pueden formar entre y dentro de las proteinas
(Keim, 2005).

—CIH— —CH— —CH— —CH— —ClH— —TS_- -
I
C|H2 CH2 CH2 H 8’ *
S
|
S
I i
CH2 ClH2 l ﬁ 8_ *
—CH— —CH— —Gl— —p& 2
SS EB CaB Hy WB vdw

Figura 2. Interacciones inter e intramoleculares en sistemas proteicos; SS: enlaces disulfuro, EB: interacciones
electrostaticas, CaB: puentes de calcio, Hy: interacciones hidrofébicas, HB: puentes de hidrégeno, vdW: interacciones
de van der Waals; *: dipolo fluctuante (Keim, 2005).

Los puentes disulfuro (SS) son enlaces formados a partir de la interaccién entre grupos tiol
presentes en las proteinas (Lamichhane et al., 2018) (Lamichhane et al., 2018), las cadenas de
aminoéacidos que componen las proteinas contienen grupos funcionales tiol, formados a partir de
atomos de azufre e hidrogeno, su interaccion es derivada de la afinidad del azufre formando puentes
disulfuro (Vasbinder y De Kruif, 2003). En el caso de la leche, este tipo de enlace puede
manifestarse entre los grupos tiol presentes tanto en las proteinas del suero como en las particulas

de caseina (Kethireddipalli y Hill, 2015). Este tipo de enlace se rige principalmente por el efecto
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de la temperatura, lo que lleva a la division de proteinas exponiendo los grupos tiol que existen en
su interior (Havea et al., 2004; Kethireddipalli y Hill, 2015; Lamichhane et al., 2018).

Las interacciones electrostaticas (EB) son enlaces que involucran tanto a acidos, bases, como a
grupos polares que tienen carga eléctrica (Piazza, 2004; McMahon y Oommen, 2013), que juegan
un papel importante en la conformacion estructural de las proteinas (Munialo et al., 2018). La
presencia de este tipo de fuerzas determina tanto el limite como la proporcién cuando se realiza la

polimerizacion (Horne, 2014).

Durante la formacion de puentes de hidrogeno (HB) existe una interaccion entre atomos
electronegativos (O, N, F y Cl) y atomos de hidrégeno (H) (Walstra, 2003; Lamichhane et al.,
2018). En las proteinas, los enlaces de hidrogeno estan presentes entre los grupos carboxilo y amino
presentes en las cadenas de aminoacidos. Ademas, la formacion de estos enlaces contribuye a la
formacion de la estructura secundaria de proteinas globulares (Otte et al., 2000; Munialo et al.,
2018). La presencia de puentes de hidrogeno permite la hidratacion de proteinas (alrededor de 2-3
g H20 / g proteina), en el caso de la caseina varios grupos funcionales (carbonilo, amino, amida y
carboxilo) tienen la capacidad de formar interacciones con el agua a través de puentes de hidrdgeno.
(Lamichhane et al., 2018; Horne, 2020). La asociacion entre caseina y agua presenta dos tipos de
agua bien definidos: agua ligada, que incluye la presencia de agua estructural (formando parte
importante en la estabilidad de la proteina) y agua de hidratacion (presente como una monocapa de
moléculas de agua con dindmica orientacién y movimiento restringido). Por otro lado, existe agua
de hidratacién no ligada o dinamica (se encuentra en forma libre y mantiene su capacidad como
solvente) (Metwalli et al., 2008; Lamichhane et al., 2018; Dang et al., 2019). Debido a Lo anterior,
los puentes de hidrogeno son una de las fuerzas responsables de la integridad estructural de las

moléculas de caseina (McMahon y Oommen, 2013).

Las interacciones hidrofébicas (Hy) son fuerzas de atraccion de gran importancia, son enlaces que
se dan entre los grupos no polares de las cadenas laterales de diferentes moléculas en solucion
(McClements et al., 2009; Lamichhane et al., 2018). Su origen se deriva del hecho de que las
moléculas de agua pueden interactuar con moléculas relacionadas, pero sin poder establecer una

relacion con grupos apolares (Lamichhane et al., 2018). En el caso de las proteinas de la leche, las
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cadenas de aminoacidos que componen la estructura de la caseina contienen regiones apolares, lo
que permite la formacion de este tipo de interacciones (Horne, 1998; Lamichhane et al., 2018).
Esto se debe a que los grupos no polares estan ordenados dentro de la estructura mientras que los
grupos polares estan fuera de ella, por lo que este tipo de ligamiento da lugar al plegamiento de
caseinas y el consiguiente tipo de compactacion de proteinas (Merel-Rausch, 2007). Esta
caracteristica especifica (hidrofobicidad) permite que las caseinas individuales se asocien para
formar particulas esféricas llamadas micelas(Choi et al., 2007; McMahon y Oommen, 2013;
Ingham et al., 2015; Lin et al., 2018).

En relacion a los puentes de calcio, se debe saber que el calcio existe como componente esencial
tanto dentro como fuera de la fase coloidal de la leche (Wolfschoon-Pombo y Andlinger, 2013;
Franzoi et al., 2018; Lin et al., 2018), estando en equilibrio dinamico (Xu et al., 2016; Lin et al.,
2018). Su presencia es fundamental para la conformacion de las micelas de caseina (Gaucheron,
2010; Franzoi et al., 2018). Las estructuras primarias de las diferentes caseinas que componen la
micela tienen sitios activos con capacidad para formar puentes con el calcio, estos sitios
corresponden a los complejos de fosfoserina formados por aminoacidos serina y grupos fosfato
(Wolfschoon-Pombo y Andlinger, 2013; Horne, 2016; Smith et al., 2017; Considine et al., 2020).

A esto se suma las interacciones de van der Waals (vdW) que se forman entre moléculas que no
tienen un momento dipolar permanente. Sin embargo, estas moléculas no polares pueden
polarizarse cuando chocan. Surgen momentos dipolares temporales (dipolos fluctuantes), que
inducen un momento dipolar opuesto en la molécula vecina. Las moléculas se atraen entre si. Las
interacciones de Van der Waals son dificiles de diferenciar desde un punto de vista puramente
quimico vy, por lo tanto, no son consideradas (Keim, 2005). ElI Cuadro 1 muestra informacion

complementaria sobre las propiedades reactivas de las caseinas individuales.
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Cuadro 1. Propiedades de interaccion y composicion de aminoacidos de las caseinas
Polaridad del

Amino acido a1~ caseina s~ Caseina B- caseina K- caseina grupo R Posibles enlaces
Ala 9 8 5 15 NP Hy

Arg 6 6 4 5 PC Hy, EB, HB
Asp 7 4 4 4 NC Hy, HB, CaB
Asn 8 14 5 7 PU Hy, HB

Cys 0 2 0 2 PU Hy, SS

Glu 24 25 18 12 NC Hy, EB, CaB
Gln 15 15 21 14 PU Hy, HB

Gly 9 2 5 2 NP Hy

His 5 3 5 3 pPC Hy, EB, HB
lle 11 11 10 13 NP Hy

Leu 17 13 22 8 NP Hy

Lys 14 24 11 9 pPC Hy, EB

Met 5 5 6 2 NP Hy, HB

Phe 8 6 9 4 A Hy

Pro 17 10 35 20 PU Hy

Ser 8 6 11 12 PU Hy, HB

Thr 5 15 9 14 PU Hy, HB

Trp 2 2 1 1 A Hy, HB

Tyr 10 12 4 9 A Hy, EB

Val 11 14 19 11 NP Hy, EB, HB
Total de amino 4cidos 199 207 209 169

Peso molecular 23,612 25,228 23,980 19,005

Tipo de polaridad. Cargado negativamente, CN; No polar, NP; Cargado positivamente, CP; Polar sin carga, PU; Aromatico, A.
Tipo de enlaces. Interacciones hidrofébicas, Hy; Interacciones electrostaticas, EB; Puentes de hidrégeno, HB, Puentes disulfuro,
SS; Puentes de calcio, CaB.

Contenido basado en estudios de Sathe (2012), Fox et al. (2017), Keim (2005).

Las cadenas laterales de aminoacidos juegan un papel crucial en el disefio de la conformacion
tridimensional. Se requieren varias fuerzas intermoleculares con los a&ngulos de torsién disponibles
que hacen girar el enlace a su alrededor para estabilizar las estructuras secundarias en un pliegue
tridimensional. En las proteinas, la estructura secundaria esta indicada en gran medida por los
patrones de enlaces de hidrégeno entre los grupos amida y carboxilo de la cadena principal (Kannan
etal., 2012).

Las estructuras secundarias de las proteinas ayudan a formar la estructura proteica tridimensional
a través de interacciones entre los residuos de aminodcidos de la estructura polipeptidica inicial.
Entre las cuales se encuentran las hélices a y las laminas B, los giros B, las hélices de poliprolina
(poliprolina II; PPII) asi como segmentos de la estructura no especificados (no plegados). Cada
tipo de doblez tiene unas caracteristicas particulares, en el caso de la a-hélice proporciona una
conformacion enrollada hacia la derecha o hacia la izquierda en la que cada grupo N - H del
esqueleto dona un enlace de hidrégeno al grupo C = O de la columna vertebral del aminoéacido,
esto ocurre cada cuatro residuos (1 +4 — 1 enlace de hidrogeno). Mientras que la B-plegada consta

de hebras B conectadas lateralmente por cinco o mas enlaces de hidrogeno, formando una hoja

17



plegada generalmente retorcida. Una cadena f§ es un tramo de aminodcidos, generalmente de 5 a
10 aminoacidos de longitud, cuyas cadenas principales de péptidos estan casi completamente

extendidas. De estas dos formaciones se derivan las otras (Kannan et al., 2012; Huppertz, 2013).

Las estructuras secundarias de las caseinas tienen una configuracion particular. En el caso de asl,
se han reportado valores que oscilan entre el 5% y el 20% para la formacion de la a- hélice, en la
B-plegada del 17 al 20% y del 29 al 35% de la B-en espiral. La as2- tiene valores de a-hélice del
24% aunque puede llegar hasta el 54%, para -plegada del 6% al 37%, para B-en espiral del 12 al
31% y finalmente estructuras PPII del 7 al 15%. Para -caseina, el contenido de a-hélice puede ser
del 7 al 25%, en una - plegada los valores varian del 15 al 33%, del 20% al 30% en B-en espiral,
y para el PPII de 20 % a 25%. Para la kappa-caseina, los valores de a-hélice son del 10% al 20%,
B-plegada del 20% al 30%, del 15% al 25% para la B en espiral. En el caso particular de esta
proteina, tiene una estructura con un alto grado de flexibilidad derivada de la presencia de un
segmento hidrofilico conocido como macropéptido (glicomacropéptido: GMP) (Huppertz, 2013)

1.2.2. Micela de Caseina

Desde el punto de vista fisicoquimico, la micela se define como una formacién supramolecular
organizada que se origina en el interior de un liquido, compuesto por moléculas anfifilicas, con un
rango de tamafio de 1-1000 nm (Fox y Brodkorb, 2008; Dalgleish, 2011; Vert et al., 2012). Estas
moléculas individuales tienen una concentracion orientada, donde los grupos cargados se ubican
en la superficie, formando macromoléculas esféricas. Este tipo de estructuracion permite que estas

particulas coloidales existan en equilibrio dindmico dentro de la solucion (Moroi, 1992).

Por lo anterior, los agregados de caseina pueden considerarse micelas. Dado que la superficie de
estos agregados esta formada por moléculas de k-caseina (Hazlett et al., 2018; Isis et al., 2018), las
cuales tienen propiedades anfifilicas (Slattery y Evard, 1973). La presencia de los segmentos
hidrofilos orientados hacia la fase continua, le permite establecer diferentes interacciones con el

medio, tales como fuerzas electrostaticas, estéricas e hidrofilas. EI conjunto de interacciones le
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permite estar en suspension coloidal. Ademas, el tamafio de estas formaciones est4 dentro del rango
permitido con tamarfios de hasta 600 nm (O"Mahony y Fox, 2014; Horne y Lucey, 2017).

En la leche, la fase coloidal tiene una micela de caseina como componente principal, estas
particulas son el resultado de la agrupacion de caseinas individuales como la a-, B- y k- (Dalgleish,
2014). Estos agregados tienen un alto grado de complejidad, ya que a pesar de estar formados por
las interacciones no covalentes entre caseinas (McMahon y Oommen, 2013), la intervencion del
calcio en el interior de la micela es fundamental, ya que actia como puente para unir las caseinas,
para mantener la integridad estructural de las micelas. Esta presente en forma de nanoclusters de
fosfato de calcio coloidal (Holt, 1992; Huppertz et al., 2017; Horne, 2020). Respecto a estos
agregados, la fraccion proteica comprende alrededor del 93% de su masa seca, correspondiente a
las caseinas individuales, mientras que el resto de s6lidos micelares esta constituido por el material
inorganico, denominado fosfato calcico coloidal (CCP) o fosfato célcico micelar (MCP) (De Kruif
et al., 2012). La Cuadro 2 muestra algunas caracteristicas particulares de las micelas de caseina.

Cuadro 2. Propiedades de la micela de caseina

Caracteristica Valor

Diametro 120 nm (rango 50 - 500 nm)
Avrea superficial 8 x 10"% cm?

Volumen 2.1x10% cm?

Densidad (forma hidratada) 1.0632 g cm

Masa 2.2x10% cm?

Contenido de agua 63%

Hidratacion 3.7 g HO / gt de proteina
Voluminosidad 4.4 cmig?

Peso molecular (forma hidratada) 1.3x 10° Da

Peso molecular (forma no hidratada) 5x 10% Da

Numero de cadenas peptidicas 10*

Numero de particulas por mL de leche 10%4 - 10%°

Avrea superficial de las micelas por mL de leche 5 x 10* cm?

Media de la distancia de separacion 240 nm

Punto isoeléctrico (pH) 4.60

Potencial Zeta -20 mV

Otra caracteristica particular de la micela de caseina es la sensibilidad al calcio, donde las caseinas

as2, asl y B- son altamente susceptibles a la presencia de calcio, ordenadas de mayor a menor
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como se acaba de indicar. Por el contrario, la Unica caseina insensible es la k-, esta propiedad
permite que se ubique hacia el exterior de la micela, y de esta forma proteger al resto de las caseinas
de la exposicion al calcio presente en la fase continua (Horne, 2020), puede estabilizar y proteger

~ 10 veces su masa (O’mahony y Fox, 2013).

La estructura de la micela de caseina es dindmica, ya que responde a cambios en su entorno, como
las condiciones de acidificacion, temperatura y presion. Como ejemplo de lo anterior esta su
comportamiento a bajas temperaturas, donde existe una solubilizacion principalmente de B-caseina
pero también de asl-, as2- y k- caseinas incluso en menor medida. Al volver a la temperatura
inicial, este proceso de solubilizacion se invierte, dejando intacta la micela sin haber alterado su

estructura interna (O’mahony y Fox, 2013; Horne, 2014).

Una perspectiva diferente relacionada con las micelas de caseina sugiere que tienen una estructura
similar a una esponja, conteniendo una serie de canales internos ocupados por el suero,
caracteristica que le otorga la capacidad de interaccion dindmica entre sus componentes y el
ambiente (Cheema et al., 2015).

1.2.3. Fosfato de Calcio

Una de las formas en las que el calcio se encuentra en la leche se conoce como fosfato de calcio,
esta formacion particular se encuentra en un estado coloidal ubicado dentro de la micela de caseina
(Goulding et al., 2020). Se define como agregados formados por la reticulacion entre los grupos
calcio y fosfato unidos a residuos de serina presentes en la estructura primaria de las proteinas
(Guacheron, 2011; Bijl et al., 2013), por lo que el cambio en las condiciones de acidez y
temperatura afecta considerablemente el equilibrio de esta sal, afectando directamente la
solubilidad y el estado de ionizacion de las especies ionicas que la componen (Goulding et al.,
2020). Por tanto, el fosfato de calcio tiene un papel importante en la estabilidad estructural de las
micelas (Silva et al., 2013).

20



1.2.4. Modelos Estructurales de la Micela de Caseina

A lo largo de los afios se han propuesto y desarrollado diferentes modelos con la intencion de
describir la estructura de las micelas de caseina. El primer modelo inicialmente abordado por
Slattery y Evard (1973) y posteriormente propuesto por Schmidt y Fox (1982) al que se le
denomin6 modelo sub micelar, que posteriormente fue modificado por Walstra (1990) (De Kruif,
2014; Horne, 2014). En este modelo, la micela se concibe como una molécula formada por
subunidades proteicas llamadas submicelas, que estan unidas entre si por nanoclusters de fosfato
de calcio (Broyard y Gaucheron, 2015; Horne, 2020). En esta propuesta se sugiere que las regiones
polares de las caseinas asl-, as2- y B- estén orientadas hacia el exterior de las submicelas, lo que
reduce la repulsion electrostatica entre los grupos cargados de las submicelas vecinas. Cada
submicela se considera como un agregado rodeado por una capa superficial de k-caseina, que en
consecuencia dota a toda la micela de este recubrimiento (Goulding et al., 2020). El conocimiento
de que la kappa-caseina se encuentra principalmente en la superficie implica la existencia de dos
tipos diferentes de submicelas; los que son ricos en kappa-caseina mirando hacia afuera y los

pobres en kappa-caseina que se encuentran dentro de la micela (Dalgleish y Corredig, 2012).

Con el tiempo, Holt (1992) propuso la segunda teoria denominada modelo de nanoclusters, en el
que la micela de caseina se concibié como una estructura similar a una red altamente flexible
formada por caseinas individuales. Donde el fosfato de calcio coloidal adquiere gran relevancia,
ya que se distribuye estratégicamente, formando parte integral de la base estructural de la micela
(Horne, 2020). Esta nueva perspectiva se derivd de la observacion de la capacidad de los
fosfopéptidos de 3-caseina para unirse al fosfato de calcio, estas nuevas formaciones se denominan
nanoclusters. En la misma linea, se encontrd que las caseinas asl y as2 contienen una mayor
cantidad de grupos fosfato en su cadena primaria lo que la hace méas propensa a formar este tipo de
interacciones (Dalgleish y Corredig, 2012; Broyard y Gaucheron, 2015).
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Figura 3. Diferentes modelos de la micela de caseina. a. Modelo de Submicela (De Kruif et al., 2012); b. Modelo de
Submicela (Horne, 2006); c. Modelo de Doble enlace (Fox et al., 2017a); d. Shukla et al. (2009); e. Modelo de
Nanoracimos (Holt, 2016); f. Modelo de Red entrelazada (McMahon y Oommen, 2013); g. Modelo de Red entrelazada
(Dalgleish, 2014); h. Dalgleish (2011)

Algun tiempo después, surgid una nueva teoria estructural de la micela de caseina, que se llama
unién dual, descrita por Horne (1998). En este nuevo enfoque, se considera que las moléculas de
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caseina que componen la micela interactlan entre si a través de los diferentes sitios activos que
poseen. Una de estas uniones se realiza entre aminoacidos con dominios fosforilados, que se
caracterizan por la presencia de grupos cargados e hidrofilos. Por otro lado, los enlaces que tienen
dominios hidrofébicos se presentan por tener principalmente grupos no cargados asi como su

caracteristico rechazo de agua (Dalgleish, 2014; Horne, 2020).

La presencia de interacciones y uniones hidrofébicas con nanoagrupamientos de fosfato de calcio
como fuerzas determinantes en la conformacion estructural de la micela de caseina sugerida por
Horne (1998) en el modelo de unidén dual dio lugar a una nueva teoria propuesta por McMahon y
Oommen (2008), en donde se destaca la formacion de canales adicionales a travées de los cuales
circula el agua presente, lo que se denomina red entrelazada. Lo anterior vino a fortalecer de mejor

manera la concepcidn de la estructura micelar.
En todos los modelos mencionados anteriormente se acuerda que la k-caseina se ubica en la

superficie de las micelas de caseina, lo que les confiere carga negativa y estabilidad debido a la

repulsion electrostatica y al impedimento estérico (Broyard y Gaucheron, 2015).

1.2.5. Representacion de las Micelas de Caseina

Es importante sefialar que a lo largo de los afios ha persistido la preocupacion por poder describir
con mayor certeza la estructura de la micela de caseina, luego en la Figura 3 se muestran las

diferentes representaciones gréaficas, asi como las iméagenes obtenidas en diferentes estudios.

1.2.6. Efecto de Diferentes Condiciones Fisico-Quimicas sobre las Micelas de Caseina

Las micelas de caseina estan en equilibrio dinamico con la fase continua de la leche. Dependiendo
de las condiciones fisicoquimicas en las que se encuentre el ambiente, pueden ocurrir cambios en

los componentes de la leche; como moléculas de caseina, calcio, fosfato inorganico y en agua. A
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veces, algunos iones, asi como las moléculas de caseina, pueden cambiar de estado, pasando de la
fase micelar a la fase acuosa. Por otro lado, estos constituyentes podrian cambiar su estado natural
y pasar a formar parte de las micelas de caseina (Broyard y Gaucheron, 2015). Estos tipos de

cambios se muestran en la figura 4.

Figura 4. Intercambio de agua, minerales y caseinas en funcion de diferentes condiciones fisico-quimicas (Broyard y
Gaucheron, 2015)
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1.2.7. Coagulacién de la Leche

La etapa de coagulacion es un proceso complejo (Carlson et al., 1986), considerado por muchos
expertos como una de las etapas mas importantes en la elaboracién del queso. En esta fase se
produce la conversién de la leche liquida en un gel tridimensional conocido como cuajada de leche
(Horne y Banks, 2004).

La desestabilizacion de las micelas de caseina es el preludio de la formacion de la cuajada, de las
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etapas posteriores hasta obtener el queso como producto final (Zhao y Corredig, 2020). El principal
constituyente de la leche involucrado en la etapa de coagulacion son las micelas de caseina, estas
particulas coloidales se encuentran suspendidas en la leche, sin embargo, al ser sometidas a la

accion de agentes coagulantes su estabilidad se ve comprometida (Zhao y Corredig, 2020).

Existen dos procesos cinéticos principales involucrados en la etapa de coagulacion (ver Figura 5).
La primera es la fase hidrolitica, que obedece a la cinética de Michaelis-Menten (Lucey, 2014). El
cuajo, como la quimosina, actla directamente sobre el segmento C-terminal que sobresale de la k-
caseina llamada glicomacropéptido (residuos 106-169), que tiene propiedades altamente hidrofilas
(Lucey, 2020). La quimosina tiene una gran especificidad por lo que actla directamente sobre el
enlace peptidico Phel05-Met 106 de la x-caseina, dando lugar a dos cadenas peptidicas, la primera
y mas larga es la paracaseina, que esta formada por caseinas altamente hidréfobas. Mientras que la
segunda secuencia de péptidos se conoce como glicomacropéptido que se encuentra en la superficie
micelar (Jensen et al., 2015). Destacando que las micelas de caseina permanecen estables durante
la etapa de hidrolisis hasta que se ha eliminado aproximadamente el 80% de la capa superficial de
k caseina (Horne y Banks, 2004; Dalgleish, 2014; Liu et al., 2014; Lucey, 2014). El segundo
proceso cinético es la agregacion, se lleva a cabo entre las micelas de paracaseina, su propiedad
hidrofébica no les permite permanecer suspendidas en la fase continua, por lo que tienden a
aglutinarse y formar fléculos que luego se convierten en una red tridimensional. Este proceso sigue

el modelo cinético de Von Smoluchowski (Fox et al., 2017b).

Cuando se lleva a cabo la coagulacion enzimatica de la leche, la estabilidad de las micelas de
caseina se ve comprometida, el potencial zeta se reduce al cambiar la carga neta negativa de -20
mV (Cuadro 2) a alrededor de 5-7 mV, lo que significa una reduccion en repulsion electrostatica
entre micelas hidrolizadas (Horne y Banks, 2004). Adicionalmente, es importante resaltar que
ambos procesos cinéticos presentes durante la etapa de coagulacién se superponen, lo que significa
que la agregacion ocurre a pesar de que la hidrolisis no ha concluido (Lucey, 2014).
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Figura 5. Representacién de la etapa de coagulacion. [Las Tijeras indican el cuajo]. a. Leche adicionada con cuajo, b.
Micelas de caseina parcialmente hidrolizadas por el cuajo, c. Micelas de caseina totalmente hidrolizadas por el cuajo,
d. Agregacién de micelas de paracaseina (Fox et al., 2017b).

1.2.8. Formacion de la Cuajada de Leche

La cuajada de leche se forma a partir de la agregacion de micelas de paracaseina, con la presencia
de calcio i6nico (Ca®") las micelas desestabilizadas interactGian entre si iniciando la floculacion,
dando lugar a hebras que tienden a aumentar en longitud y dimensionalidad con el tiempo como se
muestra en la Figura 6 (Horne y Banks, 2004; Dalgleish y Corredig, 2012; Goulding et al., 2020).
Durante la formacién paulatina de la red tridimensional, quedan atrapados el resto de constituyentes
de la leche, principalmente el suero y los glébulos grasos (Fox y Guinee, 2013; El-Bakry y
Sheehan, 2014). Estas ultimas pueden formar parte importante en la estructura de la cuajada debido
a su membrana superficial que le permite interactuar tanto con las micelas de paracaseina como
con la fase continua (Zamoraet al., 2012). De forma natural, las sales de la leche estan en equilibrio,
sin embargo, al desestabilizar la estructura nativa de las proteinas, este equilibrio desaparece, donde
las sales pueden migrar a sitios activos relacionados y asi poder consolidarse como parte de la

estructura de la cuajada (Bijl et al., 2013).
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Figura 6. Representacion de la formacién de la cuajada. a. Estructura tridimensional de micelas de paracaseinas
agregadas, b. Cuajada de leche que consiste en una red de paracaseina con poros, ocupados por glébulos de grasa y
suero (Fox et al., 2017b).

1.2.9. Sinéresis

La sinéresis es un proceso crucial de elaboracién de queso que ayuda a controlar la humedad de las
particulas de cuajada que afectan las caracteristicas finales del queso, como el rendimiento, las
propiedades funcionales y sensoriales (Dejmek y Walstra, 2004; Giroux et al., 2014; Lucey, 2014).
Se considera como el proceso final de transformacién de la leche en queso mediante el
desplazamiento del suero de los granos de cuajada (Everard et al., 2009; Choi et al., 2015; Lu y
McMahon, 2015).

La formacion de cuajada se considera un fenémeno transitorio con la tendencia inherente a la
separacion de fases (la matriz proteina + grasa del suero) (Fagan et al., 2017). Esto implica que las
micelas de paracaseina que componen la estructura tienden a reordenarse, creando enlaces con
mayor estabilidad, obteniendo una matriz mas densa con grasa y suero intercalados en su estructura
(O’Callaghan, 2011; Hickey et al., 2015); Durante el reordenamiento reticular, el nimero de
enlaces aumenta como resultado de la deformacion y rotura de las interacciones inter-particulares,
dando lugar a nuevos enlaces apoyados por el movimiento térmico de las moléculas (Figura 7),

resultando en una disminucion de la energia libre del sistema (Lucey, 2014; Fagan et al., 2017).
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Figura 7. Representacion de la sinéresis; Reordenamiento de las hebras de paracaseina (Fagan et al., 2017).

Una vez consolidada la red de paracaseina tridimensional, se produce de forma natural un
desplazamiento del suero desde el interior (Dejmek y Walstra, 2004; Giroux et al., 2014), que se
conoce como sinéresis endégena (Janhgj y Qvist, 2010). Al mantener la estructura inactiva y
estable, puede perder alrededor del 65% del suero, pero esto cambia si se altera con métodos
mecanicos como el corte pierde hasta el 90% del suero (Lucey, 2014; Hickey et al., 2015).

Se considera que el proceso de sinéresis en la cuajada esta gobernado por la ley de Darcy, la cual
relaciona el factor de temperatura con la velocidad a la que fluye el suero (Everard et al., 2009).
Por otro lado, diversos estudios sugieren que la estructura de la red tridimensional esta constituida
por la superposicién de agregados fractales; este concepto propone que la configuracion de la red
tiene la misma disposicion molecular a lo largo de diferentes escalas de longitud. Coincidiendo en
que la consolidacion de la estructura de la cuajada se debe a los reordenamientos de la red a
diferentes escalas (Van Vliet et al., 2004; Law y Tamime, 2011; O’Callaghan, 2011).

Ademas, diferentes procesos mecanicos ayudan a promover la sinéresis de la cuajada, entre los que
podemos mencionar el corte, la agitacion, el cocimiento, el salado y el prensado (Choi et al., 2015;
Lamichhane et al., 2017).

1.2.10. Factores de proceso

Las condiciones fisicoquimicas de la leche juegan un papel determinante en todo el proceso de

elaboracion del queso, factores como el pH y la temperatura tienen una influencia importante en
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las diferentes etapas en las que se encuentran las micelas de caseina a lo largo de la transformacion

de la leche en una red tridimensional de caseinas.

Cuadro 3. Métodos que modifican las caseinas (Broyard y Gaucheron, 2015)

Métodos

Cambios bioquimicos

Carga eléctrica de las caseinas

Tratamiento térmico

Enfriamiento

Altas presiones
Ultrasonido
Disminucion del pH (6.7-4.6)

Incremento del pH (6.7-9.0)

Adicidn de cationes divalentes

Adicion de NaCl
Micro o ultrafiltracion combinada
con diafiltracion

Adicion de quelantes del calcio

Adicién de compuestos
Glicacion / Lactosilacion
Reticulacion quimica
Succinilacién
Acetilacion
Fosforilacion quimica
Desfosforilacion
Desamidacion

Reticulacion por transglutaminasa
Desglicosilacion de la k-caseina por
neuraminidasa
Protedlisis  de
quimosina

k-caseina  por

VVVYVYVYVYVYYV VY Y V VVYVY VVVVVVYVY VYVY

VYV V

>

Bloqueo de residuos de lisilo por lactosa

Union covalente de la B- lactoglobulina

Precipitacion de fosfato de calcio

Solubilizacién del fosfato de calcio micelar

Solubilizacion de la B-caseina

Ruptura de las micelas de caseina

Ruptura de las micelas de caseina

Protonacion de la caseina

Disminucion de las interacciones cation-caseina
Incrementa la ionizacion de la caseina

Insolubilizacion del fosfato de calcio

Asociacion directa a la caseina de los cationes adicionados
Asociacion de cationes-fosfato inorganico con las micelas de caseina
Incremento de la fuerza iénica

Solubilizacion del calcio micelar
Remocion de iones difusibles (disminucion de la carga de proteccion)

Disminucion de la interaccion caseina-calcio

Solubilizacion del fosfato de calcio micelar

Union de la caseina por uniones de hidrdgeno e hidrofébicas
Bloqueo de residuos de lisilo

Bloqueo de residuos de lisilo

Bloqueo de residuos de lisilo

Bloqueo de residuos de lisilo

Adicion de fosfato

Remocion de fosfato organico de los residuos de fosforeril
Liberacion de amonio de la transformacion de la glutamina en
residuos de glutamato

Entrecruzamientos entre lisilo y los residuos de la glutamina
Liberacion de NANA

Liberacion del glicomacropéptido (106-169) cargado negativamente

MN

ND

ND
ND
MN

MAN

MN

SE
MAN

MAN

ND

MAN
MAN
MAN
MAN
MAN
MN

MAN

MAN
SE

MN

La carga de las moléculas de caseina o de las micelas de caseina se determind mediante la evaluacion del potencial zeta.
ND. No determinado, SE. Sin efecto, MN. Menos negativo, MAN. Méas negativo

La estructura supramolecular de estas particulas coloidales cambia su naturaleza fisicoquimica

debido a modificaciones en su entorno (McMahon y Oommen, 2013). El Cuadro 3 muestra

diferentes metodologias que modifican la naturaleza de las caseinas.
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El pH es un factor determinante durante la etapa de coagulacion, el pH fisioldgico de la leche es
de 6,7. Sin embargo, se puede reducir mediante la adicion de cultivos lacticos o reactivos
acidificantes. Este cambio mejora la actividad coagulante durante la hidrdlisis (Van Vilet et al.,
1989; Kumar et al., 2010), ademas de reducir la repulsion electrostatica entre las micelas de caseina
y alterar la distribucion del calcio entre la fase continua y coloidal (Zobrist et al., 2005; Dalgleish
y Corredig, 2012; Ong et al., 2012). En cuanto al efecto de la temperatura, la medida de la tasa de
variacion de la temperatura referida al coeficiente Q10 en relacion a la fase enzimatica es 2-4 por
10 ° C, lo cual es tipico de una reaccion enzimatica. Sin embargo, el Q10 para la fase de agregacion
es 13-16 (Bansal et al., 2007).

Mientras tanto en la consolidacion de la matriz de paracaseina, la reduccién del pH altera el
equilibrio del contenido mineral de la leche, lo que induce una solubilizacion del fosfato célcico
dentro de las micelas de caseina, modificando el contenido de calcio i6nico presente en la fase
continua (Wolfschoon-Pombo y Andlinger, 2013). De esta forma, la presencia de una mayor
cantidad de cationes y aniones libres en solucion cuando se forma el gel produce una estructuracion
con bases reforzadas que le otorgan mayor firmeza (Crabbe, 2004; Zobrist et al., 2005). Por otro
lado, aunque el cuajo actla sobre las micelas de caseina hasta una temperatura de 0 ° C, estas
particulas desestabilizadas no tienen la capacidad de agregarse por debajo de los 15 ° C. Por el
contrario, a medida que aumenta la temperatura, la formacién de la red tridimensional se produce

a mayor velocidad (por ejemplo, alrededor de 50 ° C) (Horne y Banks, 2004; Bansal et al., 2007).

En una etapa posterior de la sinéresis, se sabe que en la transicion de este fendmeno se produce una
serie de reordenamientos moleculares que dan lugar a una estructura mas compacta. Estos cambios
ocurren en interacciones inter e intramoleculares y aunque ocurren de forma natural, pueden ser
potenciados tanto por la disminucion del pH como por el aumento de la temperatura (Rovira et al.,
2011; Fox y Guinee, 2013; Fagan et al., 2017; Lamichhane et al., 2017). Ambas modificaciones
desencadenan un desplazamiento del suero dentro de la red tridimensional (Ferreira, 2011; Law y
Tamime, 2011; Giroux et al., 2014).
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1.2.11. Metodologias

En el estudio de la micela de caseina a nivel estructural, asi como la etapa de coagulacion y la
formacion de una red tridimensional formada por micelas de caseina desestabilizadas, se han
aplicado una serie de metodologias que han contribuido significativamente al conocimiento de
estas areas. El Cuadro 4 muestra una lista de los métodos mas recurrentes para estudiar los temas

mencionados anteriormente.
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Cuadro 4. Metodologias aplicadas en el estudio de la trasformacién de la leche en cuajada

Metodologia

Fundamento

Equipo

Referencia

Medicion de
Glicomacropéptido
(GMP)

SDS-PAGE

Turbidez

Reologia

Cromatografia

Microscopia

Dispersion de
rayos X

Medicion de la cantidad de NANA (4cido N-acetil-neuraminico) mediante el
GMP liberado derivado de la accién de enzimas coagulantes.

Medicion de la degradacion de la paracaseina en péptidos y aminoacidos.

Medicién de la transmisién de ondas electromagnéticas en muestras de leche a
diferentes intervalos de la etapa de coagulacion utilizando diferentes longitudes
de onda.

Medicion de las propiedades viscoelasticas de muestras de leche durante su
transformacion en una red de cuajada

Método selectivo de separacion fisica de los componentes del suero resultante
del proceso de coagulacion de la leche. La determinacion se realiza mediante dos
fases inmiscibles: una fase movil fluye a través de una fase estacionaria

Medicion de la transmisiéon en muestras de cuajada de leche a diferentes
intervalos de la etapa de coagulacion utilizando diferentes longitudes de onda
para obtener parametros estructurales esenciales de las redes de paracaseina.

De las ondas dispersas se puede deducir el orden atdmico de las muestras de
micelas de caseina.

Uso de &cido tricloroacético (TCA) / HPLC

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Medidas de transmisién mediante espectrofotometria

Reémetro oscilatorio dindmico de baja amplitud

HPLC
RP-HPLC
HPLC-MS
UHPLC

Microscopia electronica de barrido (SEM)
Microscopia electronica de transmision (TEM)
Microscopia laser de barrido confocal (CSLM)
Electrones de barrido criogénico (Cryo-SEM)
Microscopia electronica de transmision de barrido
criogénico (Cryo STEM)

Dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS)
Dispersion de neutrones de angulo pequefio (SANS)

De Kruif (1993)
Furlanetti y Prata (2003)
Bansal et al. (2007)

Zamora et al. (2012)
Ghosh et al. (2013)
Liu et al. (2014)
McMahon et al. (1984)
De Kruif (1993)

Caron et al. (1997)

N4jera et al. (2003)
Ong et al. (2012)
de Castro Leite et al. (2014)

Kim et al. (2007)
Lewis et al. (2014)
Cheema et al. (2015)
Jensen et al. (2015)

Kalab (1993)

Ong et al. (2011)
Uniacke-Lowe (2011)
Munialo et al. (2018)

(De Kruif, 2014)
(Gebhardt, 2014)
(Bouchoux et al., 2015)
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1.3. Hipdtesis

Los factores del proceso como la acidez y la temperatura afectan significativamente la

conformacién estructural de la cuajada durante su formacién y maduracion.

1.4. Objetivo general

Evaluar las modificaciones estructurales presentes durante la formacién de la cuajada a traves del
tiempo de curado promovido por la variacion en los factores del proceso como la acidez y la

temperatura.

1.5. Objetivos especificos

» Evaluar el cambio de densidad de la cuajada durante el proceso de curado a diferentes

condiciones de temperatura y acidez.

» Evaluar la presencia de los enlaces quimicos determinantes en la estructura de la cuajada

durante el proceso de curado a diferentes condiciones de temperatura y acidez.

1.6. Seccion Integradora del Trabajo
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La seccidn de antecedentes nos permite observar un panorama general sobre la coagulacién de la
leche, asi como sus caracteristicas y particularidades. EI conocimiento de la complejidad de las
micelas de caseinas y su papel como parte estructural de la red proteica conocida como cuajada es
de gran importancia para el entendimiento de este fenébmeno. En secciones posteriores se muestran
dos proyectos de investigacion desarrollados con la finalidad obtener nuevo conocimiento para
poder entender de mejor manera el mecanismo de accién de la formacion y maduracion de la
cuajada. El primer articulo tiene como objeto de estudio el cambio de densidad en cuajadas de
leche a través del tiempo y como los factores temperatura y acidez contribuyen en la consolidacion
de la cuajada. La fase proteica es el principal componente estructural de la cuajada, el cambio
dindmico que experimenta permite la reconfiguracion de la red tridimensional a través del tiempo,
lo cual repercute directamente en el cambio de densidad de la cuajada. La densidad de todas las
muestras estudiadas mostré un pequefio aumento lineal durante el periodo de evaluacion. Mientras
que con la variacion en los factores de proceso no se observé diferencia en la densidad de la cuajada
entre las muestras con y sin acidificacion. Aungue se observoé un ligero efecto de la temperatura, a
mayor temperatura se produjeron cuajadas con mayor densidad. La densidad de todas las cuajadas
estudiadas se comportd de manera muy similar. Sin embargo, la evolucion radicalmente diferente
de la densidad de fase proteica de las muestras de cuajada respecto a la variacion en acidez sugirio
la existencia de 2 mecanismos independientes involucrados en el desarrollo de la estructura basada
en proteinas de la cuajada. Por otra parte, el enfoque del segundo articulo esta dirigido al estudio
de los enlaces quimicos involucrados en la formacion y estructuracion de la cuajada. Enlaces como
puentes disulfuro, de hidrégeno y de calcio, asi también interacciones hidrofdbicas y electrostaticas
se evaluaron después del corte de la cuajada. Las interacciones hidrofébicas presentes en las
micelas de caseina nativas fueron sustituidas por enlaces electrostaticos, de hidrégeno y calcio
durante todo el periodo de evaluacion. Todo esto a raiz de que las micelas pierden su estabilidad y
se vuelven parte de la configuracion estructural de la cuajada. Se encontro que la formacion de los
enlaces estudiados sigue un nivel jerarquico derivado de su energia de formacion. Mientras tanto
la variacién de los factores de proceso indicd que la temperatura actia como un catalizador
reduciendo el tiempo de formacion de los enlaces, mientras que el desarrollo de acidez promueve

la desestabilizacién de la estructura interna de las micelas de caseina mediante la solubilizacion el
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fosfato de calcio. Se obtuvo que los enlaces quimicos mas fuertes tienden a reemplazar los enlaces
mas débiles a medida que la desagregacion de la estructura deja al descubierto nuevos sitios

reactivos disponibles.
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ABSTRACT

Milk curds are a semisolid structure resulting from
the enzymatic coagulation of milk, consisting mainly
of paracasein micelles, fat globules, and whey. This gel
undergoes a series of changes in its composition and
structure during setting and curing, affecting curd den-
sity. The present study investigated the composition
and density of inoculated and noninoculated milk curds
during a 60-min curing period conducted at 30, 35, and
40°C. The purpose of the study was to determine the
density changes occurring in the protein phase of curds
during curing under different conditions of tempera-
ture and pH to understand the nature of the structural
changes happening in the paracasein matrix. Noninocu-
lated curd density values oscillated between 1.0247 and
1.0294 g/em® after 60 min of curing, whereas inoculated
treatments showed values between 1.0222 and 1.0321 g/
em®. This small difference in density between the stud-
ied samples was surprising because the whey content of
samples differed greatly. Density of the groteiu phase
reached values of 1.8002 and 1.4388 g/em® for noninoc-
ulated and inoculated curds, respectively, after 60 min
of curing. Two independent mechanisms involved in the
development of the protein-based structure of curds
were identified upon comparison of the development of
protein phase density in inoculated and noninoculated
curds, Although the larger increase in protein phase
density observed in noninoculated curds was prob-
ably due to the concurrent action of caleium-mediated
electrostatic bonds and temperature-dependent hydro-
phobic bonds, inoculated curds showed a lower protein
phase density caused by calcium solubilization and by
a decrease in the net charge of paracasein micelles in-
duced by pH reduction.

Key words: curd density, curd temperature, curd pH,
curd protein phase density, eurd syneresis
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INTRODUCTION

Rennet coagulation of milk is a physicochemical phe-
nomenon that has been known for millennia (Sorensen et
al., 2011). During rennet coagulation, liquid milk turns
into a semisolid gel that evolves through time (curing),
losing whey and gaining firmness (O’Callaghan, 2011).
Although there is a consensus identifying paracasein
micelles as the milk components responsible for the
formation of the semisolid matrix, the actual mecha-
nism through which the structure of the gel is formed
and evolves through time is not well known (Fox et al.,
2017).

Shrinking of eurds after gelling suggests the rearrange-
ment of paracasein micelles forming the gel network
(Lueey, 2011). Such rearrangement is likely caused by
an increment in the number of protein-protein interac-
tions, leading to the formation of thicker paracasein
micelle strands and thus reducing the available space
for whey (Meakin, 1987). Intramicellar rearrangements,
individual micelle shifts, and strand rearrangements
have been suggested as potential mechanisms involved
in rennet-induced casein gel curing (Mellema et al.,
2000). Particle fusion (disintegration of the micellar
structure within the newly created hyperdimensional
strands) has also been suggested as a relevant phenom-
enon potentially taking place during milk gel aging
(Mellema et al., 2002),

These structural rearrangements, together with
composition changes caused by syneresis, undoubtedly
modify the density of curds, Three main phases may
be identified within the gel structure: fat globules,
which for structural purposes can be considered an in-
ert filler with homogeneous physical properties (Horne
and Banks, 2004); liquid whey, also a structure-filling
substance with homogeneous physical properties (Wal-
stra et al,, 2005; Yadav et al, 2015); and a protein-
based solid-like network comprising mainly paracasein
micelles, minerals in soluble and insoluble form, and
some hydration whey (Akkerman, 1992; Ong et al.,
2011; Hickey et al., 2015). This third phase, the most
complex of the 3, has unknown and changing composi-
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tion and physical properties, which depend on environ-
mental conditions (pH, ionic force, temperature) and
the degree of advance of the curing process. Paracasein
micelles (spherical, highly hydrated, open structures in
liquid milk) may also change their configuration during
the curing process, contributing to the modification of
the physical properties of the proteinaceous part of the
structure (Dalgleish and Law, 1988),

Taking into account all of these conditions, in the
present study the composition and density of rennet-
coagulated milk were monitored during curing pro-
cesses with and without microbial acidity development
in an attempt to estimate changes in the density of
the protein-based network through measurement of the
density of curds, whey, and fat phases as well as their
relative abundances. It is expected that this knowledge
will shed some light on the nature of the structural
rearrangements happening in the paracasein network
during aging of milk gels.

MATERIALS AND METHODS

The density and composition of curds were measured
during gel curing under different conditions of acidity
and temperature. The density of the protein phase was
calculated based on the density and relative abundance
of the rest of the curd components.

Curd Manufacture and Conditioning

Pasteurized bovine whole milk (2 L/treatment)
was conditioned at 3 temperatures (30, 35, and 40°C)
with and without the addition of lactic cultures, For
inoculated samples, 0.8 U of lactic acid bacteria was
added (RTS 743, Chr. Hansen, Horsholm, Denmark).
Milk was then coagulated by adding 100 pL (50 inter-
national milk-clotting units) of a solution of Chy-Max
M 1000 (Ch. Hansen). Subsequently, each mixture was
stirred and left undisturbed for 30 min to complete
curd formation.

After obtaining a uniform gel, it was cut into cubes
of about 1 em, leaving the curd pieces in the vat to
start the undisturbed curing period. Curd samples were
taken during this stage (0, 15, 30, 45, and 60 min),
considering time 0 as the moment immediately follow-
ing cut, Composition, pH, and density were evaluated
for each sample at each sampling time.

Composition and Physicochemical Analyses

Moisture and fat contents of curds were measured
using the AOAC International (2002) method 926.08
and AOAC International (2006) method 989.05 test
protocols, respectively. Soluble solids content of whey
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was measured using the AOAC International (2002)
method 990.20 test protocol to determine the whey
content of curds based on their measured moisture con-
tent. The pH was measured potentiometrically (Hanna
HI5222, Hanna Instruments, Woonsocket, RI).

Whey and fat densities were measured using a 2-mL
pyvenometer (Hubbard/Carmick, Pyrex, Greencastle,
PA). Pure milk fat was obtained using the Gerber
method. Curd density was determined via the water
displacement method using a 25-mL pycnometer (Hub-
bard/Carmick, Pyrex) as follows. Curd samples (~3 g)
were placed inside the 25-mL pyenometer and weighed
on an analytical balance after taring. Afterward, the
pyenometer was filled to the 25-mL mark with distilled
water. The weight increase caused by water addition
was then used to estimate the water volume, consider-
ing water density. Curd sample volume was determined
by subtracting the estimated water volume from the
pyenometer's 25-mL nominal vohune, Curd density was
obtained by dividing curd weight by curd volume.

Determination of Protein Phase Density

Walstra et al, (2005) established that the density
(p) of a multicomponent mixture such as curds can
be determined by adding the quotients obtained from
dividing the mass fraction of each one of its individual
components (m,) by their respective densities (p,):

s s

Curds comprise whey, fat, and a protein phase of com-
plex composition (mainly casein, whey, and minerals).
The mass fraction of each of these 3 components may
be calculated by dividing their respective measured
weights over the total curd weight, For this purpose, the
weight of the protein phase may be calculated by sub-
tracting the measured weights of fat and whey from the
total curd weight. Considering that fat, whey, and curd
densities were experimentally determined, Equation 1
may be solved for protein phase density (p,.n pase)s
vielding Equation 2:

LLLS— phase
ppmlrin phase = = ’ [2]
I 1 ] "lm ’"l“' l
Prurds Fehey pjnf

where my, M, and M0 wee Stand for the mass
fraction of fat, whey, and the protein phase, respec-
tively, pray Pubey a0d p g, stand for the density of fat,
whey, and curds, respectively.
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Statistical Analysis

The experiment was conducted in triplicate. Analyses
of variance were conducted for each response variable,
considering a 2 x 3 x 5 factorial experimental design
(2 inoculation levels: inoculated and noninoculated; 3
temperature levels: 30, 35, and 40°C; 5 time levels: 0,
15, 30, 45, and 60 min), using SAS statistical software
(SAS Institute Inc., Cary, NC), considering a signifi-
cance level of P < 0.01.

RESULTS AND DISCUSSION
pH

The pH of studied curd samples is shown in Figure 1.
As expected, higher incubation temperatures caused a
larger decrease in pH than lower temperatures, whereas
noninoculated samples did not develop any acidity
throughout the studied time. The pH of all studied
samples was around 6.5 before conducting the tests.
Lactic acid bacteria inoculation took place 90 min
before the time presented as time 0 in Figure 1. Inocu-
lated samples showed linear acidification trends with
respect to time, displaying coefficients of determination
of 0.9577, 0.9776, and 0.9965 at 30, 35, and 40°C, re-
spectively. Previously published studies reported simi-
lar acidification trends in inoculated curds. Gongalves
and Cardarelli (2019) used Streptococcus thermophilus
and Lactobacillus delbrueckii for the manufacture of
mozzarella cheese, inducing an acidity increase from a
pH of 6.50 to 5.1 during a period of 60 min.

Acidification plays an important role in curd setting
and curing, influencing the physicochemical properties
of casein micelles and therefore potentially modifying
the density of the protein phase of curds. The enzymatic
activity of chymosin is favored at lower pH, increasing
the rate of proteolysis, which is the first step in curd
formation (Van den Bijgaart, 1988; Janhoj and Quvist,
2010). Acidity development also plays an important
role in increasing the rate of aggregation of paracasein
micelles during gel formation (Mellema et al., 2000),
producing rearrangements inside the protein matrix
that simultaneously result in a firmness increase and
in greater whey expulsion (van Vliet et al., 2004). The
Z potential of paracasein micelles increases gradually
during acidity development (from —18 to —11 mV in a
pH range of 6.7-5.5), causing a decrease in net negative
charge and reducing the space between micelles (Van
den Bijgaart, 1988; Janhgj and Qvist, 2010). Colloidal
caleium phosphate from the interior of micelles is also
dissociated at lower pH, promoting the weakening of
the micellar structure (Lodaite et al., 2000; Choi et al.,
2015).
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Whey Content

Figure 2 shows whey syneresis of curd samples during
the 60 min of the study. Whey content of all studied
samples was about 93 g of whey/100 g of curds at the
beginning of the study. However, as gels cured, inocu-
lated samples incubated at 35 and 40°C lost whey at a
higher rate than the rest of the studied samples. No sig-
nificant difference in whey content was found between
noninoculated samples and the inoculated sample
incubated at 30°C, indicating that small decreases in
pH (those resulting in pH values >5.75) do not cause
a significant change in whey loss rate. All studied
samples lost whey in a fairly linear trend (R? values
between 0.9624 and 0.9932). Noninoculated samples,
together with the inoculated sample incubated at 30°C,
lost whey at an average rate of 0.1408 g of whey/min.
Inoculated samples incubated at 35 and 40°C lost whey
at rates of 0.2113 and 0.4451 g of whey/min, respec-
tively. It is important to point out that noninoculated
samples lost some whey even though their pH remained
constant during the study, suggesting that other factors
besides pH play a relevant role in whey loss.

Several authors agree that treatments with acidified
milk improve the properties of rennet curds during for-
mation and maturation, including increasing firmness,
whey displacement, and whey loss rate. Lodaite et al.
(2000) evaluated the syneresis of blocks of curds of dif-
ferent thickness using pH 6.4 and 6.0. These research-
ers measured the relative flow rate of whey and, using
Darcy’s law, concluded that curds with a greater degree

4.0 t t t t
0 15 30 45 60
Time(min)

Figure 1. The pH development of inoculated and noninoculat-
ed curds incubated at 3 temperatures. Noninoculated samples are
represented by empty symbols: 30°C (0), 35°C (A), and 40°C (O).
Inoculated samples are represented by filled symbols: 30°C (#), 35°C
(A), and 40°C (@). Error bars indicate SD.
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of acidity and thickness show higher shrinkage due to
whey loss. Van den Bijgaart (1988) studied the effect of
the endogenous pressure inside curds on samples at pH
6.68, 6.48, and 6.33 and found that the internal pres-
sure of curds was affected by pH, reporting endogenous
pressure values of .25, 1.10, and 2.00 Pa, respectively.
In a similar study, Marshall (1982) measured the syn-
eresis of undisturbed curds during the maturation pro-
cess at pH 6.6, 6.3, and 6.0 using a stainless steel mesh
to prevent curd movement when collecting displaced
whey, obtaining values of 0.2, 0.35, and 0.4% of whey
loss, respectively.

The presence of some specific chemical bonds during
aggregation is of great importance. Hydrophobic and
electrostatic (calcium bridges) interactions give para-
casein particles the ability to join together and form a
3-dimensional structure (Fox and Guinee, 2013). The
increase in the number of links between molecules of
paracasein produces a series of internal rearrangements
in the protein network that manifests as shrinkage, as if
the curd was naturally squeezed from the inside (Ozil-
gen and Kauten, 1994; Lucey, 2014). Electrostatically
driven internal changes are potentiated by lowering pH
to about 5.2, causing an increase in the speed of mo-
lecular rearrangements, resulting in an increase in the
permeability of the curd (van Vliet and Walstra, 1994;
Janhgj and Qvist, 2010).

Hydrophobic interactions also play a transcendent
role by giving a capillary force to the surface of undis-
turbed gels (hydrophobic regions oriented to the air).
However, cutting and stirring (wetting) trigger the

Whey(g/100g of curd)

0 15 30 45 60
Time (min)

Figure 2. Whey loss in inoculated and noninoculated curds incu-
bated at 3 temperatures. Noninoculated samples are represented by
empty symbols: 30°C ({), 35°C (A), and 40°C (O). Inoculated samples
are represented by filled symbols: 30°C (#), 35°C (A), and 40°C (@).
Error bars indicate SD.
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contraction of the structure and the expulsion of whey
(Renault et al., 1997; Walstra et al., 2005).

Density

Curd Density. Figure 3 shows changes in curd den-
sity observed during the 60 min of the study. Curd den-
sity increased in a linear trend with respect to time at
a rate of 0.0003, 0.0002, and 0.0003 g/cm® per minute
at 30, 35, and 40°C, respectively, showing coefficients
of determination higher than 0.9875. Surprisingly, only
the factors temperature and time were statistically
significant (P < 0.01). Lactic acid bacteria inoculation
was not a statistically significant factor, indicating that
pH does not play a relevant role in defining curd den-
sity during the studied period, as temperature and time
do. These findings are intriguing because whey con-
tent of inoculated and noninoculated samples is very
different, especially at longer curing times (Figure 2),
and such marked composition difference was expected
to cause a significant effect on curd density. It is also
worth noting that although the factor temperature was
statistically significant, the maximum observed density
difference among treatments was less than 0.01 g/cmﬁ,
which for practical purposes is a very small difference.
Curd density was lower than whey density (1.0221 g/
cm") during the first 30 min at all temperatures, imply-
ing that curds float on whey during the early phases
of curd curing and cooking, as previously reported by
Munro and Tan (1984), Van den Bijgaart (1988), and
Walstra (1993).

1.05 +
1.4 T
glm
z
£ 102
a
101
1.00 + t + t
0 15 30 45 60
Time (min)

Figure 3. Density of inoculated and noninoculated curds incubated
at 3 temperatures. Noninoculated samples are represented by empty
symbols: 30°C (Q), 35°C (A), and 40°C (O). Inoculated samples are
represented by filled symbols: 30°C (#), 35°C (A), and 40°C (@). Error
bars indicate SD.
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Table 1. Reported values of casein density in different forms in milk and curds

Component Density (g/cm®) Method' Reference

Rennet casein hydrated 1.030-1.180 WD Munro (1980)

Rennet casein dry 1453 WD, MM Munro (1980)

Lactic casein dry 1.362 WD, MM Munro (1980)

Sulfuric acid casein dry 1.385 WD, MM Munro (1980)

Calcium caseinate 1430 WD, MM Munro (1980)

Curd particle 1.035 NSp Van den Bijgaart (1988)
Calcium paracaseinate 1.390 NSp Van den Bijgaart (1988)
Curd particle 1.028-1.057 WD Akkerman (1992)
Paracaseinate 1.438 NSp Akkerman (1992)

Casein micelle 1.100 NSp Walstra et al. (2005)

Casein micelle 1.078 MM de Kruif and Huppertz (2012)
Micellar solids (casein micelle plus micellar calcium phosphate) 1.420 MM de Kruif and Huppertz (2012)
Casein micelle 1.063 NSp Broyard and Gaucheron (2015)
Casein micelle 1.036 NSp Fox et al. (2015)

'WD = water displacement; MM = mathematical model; NSp = none specified.

Previous attempts to measure curd density have
vielded results similar to the ones obtained in the
present study (Table 1). Munro (1980) calculated the
density of milk casein obtained by different means
(lactic acid, sulfurie, and rennet), reporting that the
density of rennet casein with high moisture content has
a value of approximately 1.030 g/em®. Van den Bijgaart
(1988) evaluated the effect of gravity-induced pressure
on a recently formed gel, reporting a density of curd
particles of 1.035 g/em®. Akkerman (1992) measured
Gouda cheese curd density through flotation on sodium
chloride solutions at different concentrations (5-9%),
obtaining values of density of the curds between 1.028
and 1.057 g/em®.

Protein Phase Density. Development of the cal-
culated protein phase density of curds through time
is shown in Figure 4. To avoid overlapping of the
data, curves corresponding to noninoculated samples
are plotted on the left side (panel a) and inoculated

samples are presented on the right side (panel b). All
studied samples showed an initial protein phase density
of around 0.83 g/cm®. However, noninoculated samples
showed a temperature-dependent linear increase in
their protein phase density up to 1.80 g/em® (R* =
0.960, 0.997, and 0.997 at 30, 35, and 40°C, respec-
tively), whereas inoculated samples showed a nonlin-
ear increase in their protein phase density, changing
slope at around 15 to 30 min and reaching a density of
about 1.43 g/em® after 60 min regardless of treatment
temperature, showing asymptotic behavior. This value
(1.43 g/cm®) is similar to the one used by Van den
Bijgaart (1988) when calculating the gravitational pres-
sure exerted on curds; this study used a value of 1.39 g/
em® for calcium paracaseinate. Similarly, Munro (1980)
reported a value of 1.43 g/em® for casein and caseinate
in water suspension.

As described before, protein phase density was calcu-
lated based on the density and relative abundance of the

a b
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Figure 4. Protein phase density of inoculated and noninoculated curds incubated at 3 temperatures. Noninoculated samples are represented
by empty symbols: 30°C (), 35°C (A), and 40°C (O). Inoculated samples are represented by filled symbols: 30°C (#), 35°C (A), and 40°C (@).

Error bars indicate SD.
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rest of the curd components using Equation 2. Whey
mass fraction was estimated by considering moisture
content and a TS content in whey of 6.61% (wt/wt),
which is similar to the value of 6.8% (wt/wt) reported
by Walstra et al. (2005). Dry-basis fat content of curds
remained constant at approximately 3.21% (wt/wt)
during the 60 min of the study, although its wet-basis
value increased due to whey loss. On the other hand,
the experimental values obtained in the present study
for whey and fat density remained constant throughout
the study, showing values of 1,022 and 0.914 g/em’,
respectively. These values have great similarity to those
reported in the literature for whey (1.020-1.023 g/cm®;
Akkerman, 1992; de Kruif and Huppertz, 2012) and fat
(0.90-0.92 g/cms; Walstra et al., 2005; Fox et al., 2015).

The nonlinear behavior of inoculated samples shown
in Figure 4b resembles the result of the addition of
2 linear trends of different slope, suggesting 2 differ-
ent phenomena with an effect on protein phase density
happening at the same time. The first one, starting at
time 0, is a trend shared by inoculated and noninocu-
lated samples, where temperature plays a relevant role.
At this time, pH plays no role in protein phase density
(the same trends are observed on inoculated and nonin-
oculated samples). The second one, which becomes
evident around 15 to 30 min, is a different phenomenon
that interferes with the first one, restraining inoculated
samples from inereasing their protein phase density in a
temperature-dependent linear fashion as noninoculated
samples do (although a new temperature-independent
linear trend of different slope is set). This second phe-
nomenon seems to be related to pH development, as the
protein phase density of inoculated samples incubated
at 30°C (slowest pH development) is very similar to
that of noninoculated samples incubated at the same
temperature. From these observations, we may conclude
that what is witnessed in Figure 4a is the result of the
unhindered aggregation of paracasein micelles through
ionic (caleium mediated) and hydrophobic interactions,
the later ones being strongly dependent on temperature
(Carlson et al., 1986; Bansal et al., 2007; Kumar et al.,
2010). On the other hand, the pH decrease observed in
inoculated samples promotes the reduction in the net
electrostatic charge of micelles, causing the solubiliza-
tion of ionic calcium (Choi et al., 2015). This in turn
causes the weakening of the protein structure and the
reduction of the density of the protein phase (or rather
prevents it from reaching the density values observed
in noninoculated samples). Modification of the protein
phase density by the presence of bacterial cells in inoc-
ulated samples (density = 1.035-1.093 g/cm®; Bakken
and Olsen, 1983) is another possible explanation for the
differences observed in Figure 4a and b. However, this
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seems unlikely because bacteria grow in an exponential
fashion, whereas the observed effect seems to be linear.

CONCLUSIONS

Development of eurd density under various tempera-
ture and pH conditions throughout a 60-min curing
period is reported here for the first time. The protein
phase density of inoculated and noninoculated curds
was successfully calculated using the proposed meth-
odology. Inoculated curd samples developed lower pH
levels than noninoculated samples, concwrrently show-
ing higher whey loss during the curing process. Whey
loss and pH showed a linear dependence with time
and temperature. Higher incubation temperatures and
longer incubation times induced larger pH decreases
and higher whey loss. Density of all studied samples
showed a small linear increase during the curing period.
No difference in curd density was observed between in-
oculated and noninoculated samples. Although a slight
effect of temperature was observed (higher incubation
temperatures produced denser curds), the density of all
studied curds behaved in a very similar way throughout
curing time. This behavior was surprising because the
whey content of inoculated and noninocunlated samples
differed greatly, and such composition differences were
expected to have an influence on curd density. The radi-
cally different evolution of the protein phase density of
inoculated and noninoculated curd samples suggested
the existence of 2 independent mechanisms involved
in the development of the protein-based structure of
curds. Noninoculated curds displayed a larger increase
in protein phase density, probably due to the concur-
rent action of calecium-mediated electrostatic bonds and
temperature-dependent hydrophobic bonds. Inoculated
curds, on the other hand, showed signs of weakening
of the protein structure (compared with noninoculated
samples), probably caused by calcium solubilization
and the reduction in the net charge of paracasein mi-
celles induced by the reduction in pH. Further studies
are necessary to corroborate these hypotheses.
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ABSTACT

Rennet milk curds were prepared under 4 different
temperature and acidity conditions. The development
of different types of inter-protein chemical bonds (disul-
fide. hydrophobic, electrostatic, hydrogen, and calcium
bridges) was monitored for 60 min after curd cutting.
Hydrophobic inter-protein interactions originally pres-
ent in casein micelles in milk were substituted by elec-
trostatic, hydrogen, and caleium bonds throughout the
curd curing period. Disulfide bonds were not disturbed
by the experimental conditions employed in the study,
remaining at a constant level in all studied treatments,
Acidification of curds increased the availability of solu-
ble ionic calcium, increasing the relative proportion of
calcium bridges at the expense of electrostatic-hydrogen
bonds. Although pH defined the nature of the interac-
tions established among proteins in curd, temperature
modified the rate at which such bonds were formed.
Key words: milk curd, inter-casein chemical bonds,
curd caseins interactions

INTRODUCTION

Bovine milk gels under the action of rennet, forming
a complex protein-based tridimensional arrangement
(Sinaga et al., 2017; Lamichhane et al., 2018; Mehta,
2018). Paracasein micelles in curd interact mainly by
exposing their hydrophobic cores and through electro-
static and calcium-mediated ionic bonds (Panteli et al.,
2015; Ono et al., 2017). After the onset of coagulation,
some additional rearrangements of the structure occur
(Lucey, 2014). External factors such as pH and temper-
ature play an important role in determining the estab-
lishment of the various types of chemical bonds among
caseins during this period (Corredig and Salvatore,
2016; Mehta, 2018). The continuous paracasein matrix
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physically entraps fat and whey (Geng et al., 2011),
creating a structure of high dimensionality supported
by casein strands that get thicker through time (Fagan
et al., 2017). Depending on the nature and abundance of
the formed chemical bonds, the tridimensional protein
structure develops a specific capacity to retain whey or
to lose it (Mehta, 2018). The driving force behind whey
loss is the formation of strong inter-casein interactions
that promote micro-syneresis (Walstra et al., 2003),
expelling whey as the protein structure becomes denser
(Amaro-Hernandez et al., 2020).

Although the general mechanism behind curd set-
ting and curing has been abundantly discussed in the
literature, the specifics regarding the role played by
different types of inter-casein chemical bonds on the
development of the proteinaceous curd structure dur-
ing gel curing remain mostly unknown. An analytical
technique reported by Van Camp et al. (1997) and fur-
ther developed by Keim and Hinrichs (2004) has been
suggested as a feasible method to quantify the relative
proportion of hydrophobie, electrostatic, hydrogen, cal-
cium, and disulfide bonds in milk gels and other dairy
products (Gongalves and Cardarelli, 2019), providing a
means to advance the knowledge in this field.

Based on this, the objective of the present study was
to determine the relative proportion of hydrophobic,
electrostatic or hydrogen, calcium, and disulfide bonds
in curd during a curing period of 60 min under different
conditions of pH and temperature.

MATERIALS AND METHODS

The relative proportions of hydrophobie, electro-
statie, hydrogen, calcium and disulfide bonds among
proteins were measured on curd prepared from lactic
acid bacteria-inoculated, and uninoculated milk, tem-
pered at 30 and 40°C, resulting in 4 different treat-
ments. Curd samples were taken every 15 min starting
at cutting time, which was considered as time 0. Whey
content and pH of each sample were determined as well
throughout the curing period.
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Curd Manufacturing and Conditioning

Four pasteurized bovine whole milk aliquots (2 L
each) were conditioned at 2 different temperatures (2 at
30°C, and 2 at 40°C). One sample of each temperature
was inoculated with 0.8 U of lactic acid bacteria (LAB;
RTS 743, Chr. Hansen). A resting period of about half
an hour allowed inoculated samples to reach a pH value
of 6.2 after a little lag time, ensuring strong LAB ac-
tivity. Uninoculated samples remained at the original
pH of milk (about 6.7). Once milk samples were LAB
and temperature preconditioned, milk coagulation was
performed by addition of 100 L (50 international milk
clotting units) of a solution of Chy-Max M 1000 (Chr.
Hansen). Each sample was left undisturbed for 30 min
until curd formation was complete. Afterward, the set
curd was cut into cubes of about 1 em and cured im-
mersed in whey, undisturbed, for a period of 60 min.
Curd samples were taken every 15 min (0, 15, 30, 45,
and 60 min) for pH, whey content, and analytical char-
acterization of inter-protein chemical bonds.

Whey Content and pH Determinations

The moisture content of curds was determined for
each sample by the standard method 926.08 (AOAC In-
ternational, 2006a). Soluble solids content of whey was
measured employing standard method 990.20 (AOAC
International, 2006b), to determine the whey content
of curds based on their moisture and soluble solids con-
tent. The pH was measured potentiometrically (Orion
Star A211, Thermo Scientific).

Inter-Protein Chemical Bonds

The method used to characterize chemical bonds
is based on selective solubilization of curd protein in
different buffer solutions. The assay was performed ac-
cording to the methodology described by Gongalves and
Cardarelli (2019) with some modifications. Two grams
of curd sample was placed in 85-mL polycarbonate
tubes together with 20 mL of 1 of the 4 buffer solutions,
A, B, C, or D (Table 1). Each buffer solution dissolves
a given protein fraction depending on its particular
bond-destabilizing properties. Curds in buffer were
homogenized (Ultra-Turrax T25) at room temperature
for 5 min at 13,500 rpm, Samples were then shaken for
20 min in an orbital agitation shaker (Incubator Shaker
Series 126) and centrifuged at 15,000 x g for 23 min at
20°C (Allegra 64R centrifuge/rotor FO685). Afterward,
samples were filtered through 0.2-pm paper, and the
total nitrogen content of each sample was determined
using the Kjeldahl method (AOAC International,
2006c). The nitrogen content of each buffer (by itself)
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Table 1, Chemical composition of buffers emploved for selective
protein solubilization

Destabilized
Buffer Composition’ pH bonds®
A Tris 12.12 g/L 7.2 EB, HB, Hy
SDS 1 g/L
B Tris 12.12 g/L. 7.2 EB. HB, Hy, S8
SDS 1 g/L
DTT 5 g/L
C NaCl9 g/L 7.2 EB, HB
NaH,PO.H,0 7.8 g/L
D EDTA 14.6 g/L 8.0 EB, HB, CaB

"\Millipore water for buffer preparation; HCl/NaOH for pH adjust-
ment; DTT = dithiothreitol.

*EB = electrostatic interactions; HB = hydrogen bridges; Hy = hydro-
phobic interactions; SS = disulfide bridges; CaB = calcium bridges.

was also determined and subtracted from the nitrogen
content found for each sample, to block out the buffer's
contribution.

Considering the different protein fractions solubilized
by each buffer (Table 1), a set of equations was com-
posed to determine the relative abundance of each type
of bond from the assayed nitrogen contents:

Nbond.B  Nbond. A
P(SS)- N Na (1)
Nbond,A  Nbond.C
P(Hy) T Ns Ns @
P(EB) + P(HB)+ P(u) =222C; (3)
s
P(CaB) =Nbond,D _Nbond,C ! )

Ns Ns
where Nbond,A, Nbond,B, Nbond,C, and Nbond,D
correspond to the nitrogen content measured in buf-
fer solutions A, B, C, and D, respectively (g/g); Ns is
the total nitrogen content of curd (g/g); and P is the
proportion of protein (%) stabilized by a given specific
interaction: electrostatic bonds (EB), hydrogen bridges
( HB), hydrophobic interactions ( Hy). disulfide bridges
(SS), caleium bonds (CaB), and free protein (ub).
Due to their similar nature, electrostatic and hydrogen
bonds are quantified as a single group in the present
study (Equation [3]).

Statistical Analysis

The experiment was independently repeated 3 times.
For each response variable, ANOVA were conducted,
considering a 2 x 2 x 5 factorial experimental design,
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with 2 inoculation levels (inoculated and uninoculated),
2 temperature levels (30 and 40°C), and 5 curing time
levels (0, 15, 30, 45, and 60 min). Statistical analyses
were performed using SAS software (SAS System for
Windows 9.0; SAS Institute Inc.), considering a signifi-
cance level of P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

The 4 studied treatment conditions produced dif-
ferent chemical and physical characteristics on the
studied curd during the 60-min curing period. The pH
of the studied samples developed as expected (Figure
1), showing a temperature-dependent decrease in in-
oculated samples caused by the metabolic activity of
LAB. Uninoculated samples, by contrast, remained at
a constant pH level around 6.7 for the duration of the
experiment. Concomitantly, LAB-inoculated samples
showed a steeper whey loss trend than uninoculated
samples (Figure 2), being more pronounced at higher
curing temperature (0.373 g of whey/min). Uninocu-
lated samples cured at 40°C showed a whey loss trend
similar to that of inoculated samples cured at 30°C
(0.150 g of whey/min), with uninoculated samples
cured at 30°C showing the least whey loss among the
studied samples (0.076 g of whey/min). This behavior
is consistent with previous reports indicating that curd
syneresis increases as temperature and acidity increase
(Van Vliet et al., 2004: Janhoj and Qvist, 2010).

Regarding the development of the different types of
inter-protein chemical bonds during the curing period,
it is relevant to mention that disulfide bridges remained
at a constant average level of 1.58% for all treatments
during the 60-min curing period, showing no statisti-

70 1
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Figure 1. pH development of inoculated and uninoculated curds
incubated at different temperatures. Empty markers correspond to
uninoculated samples incubated at 30°C (O) and 40°C (A). Inoculated
samples are represented by filled markerss 30°C (W) and 40°C ().
Error bars represent SE.
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Figure 2. Whey loss in inoculated and uninoculated curds incu-
bated at different temperatures, Empty markers correspond to unin-
oculated samples incubated at 30°C (O) and 40°C (A). Inoculated
samples are represented by filled markers: 30°C (W) and 40°C ().
Error bars represent SE,

cally significant difference among them. (The whole
model was not statistically significant, showing no ef-
fect of temperature, acidification, time, or any of their
interactions.) This observation suggests that disulfide
bonds are not disturbed by the experimental conditions
employed in this study, which is consistent with previ-
ous reports by Gongalves and Cardarelli (2019), who
found 2% disulfide bridges in Mozzarella cheese dur-
ing the stretching stage. Similarly, Keim et al. (2006)
reported 0.5% disulfide bridges in rennet-induced milk
gels. In both cases, the researchers mention that stan-
dard processing conditions are not able to change the
proportion of disulfide bonds, probably due to their
high intrinsic energy (Table 2). The small proportion
of disulfide bridges found in curd, in any case, is due
to the limited number of thiols in caseins, which is re-
duced to 2 in asy-casein and 2 in k-casein (Broyard and
Gaucheron, 2015; Fox et al., 2017). Reports mentioning
higher proportions of disulfide bridges in curd typically
include binding of cysteine-rich whey proteins (Table
3).
Statistical analyses for the rest of the studied types of
bonds (hydrophobic, electrostatic+hydrogen, and cal-
cium bridges) indicated statistically significant effects
of temperature and LAB inoculation (acidification) in
all of them, establishing the unequivocal dependence
of bond formation with acidity and temperature.
The effect of temperature in the case of formation of
electrostatic+hydrogen bonds appeared to be interde-
pendent on time, as a statistically significant interaction
between temperature and time was found. In a similar
way, hydrophobic bond formation showed a statisti-
cally significant interaction between temperature and
acidification. Finally, calcium bond formation showed a
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statistically significant effect of all studied factors and
their interactions, although 80% of the model’s sum of
squares was taken by the acidification factor, indicating
the great relevance of pH on calcium bond formation.

Inter-Protein Chemical Bonds in Uninoculated
Curd at 30°C

The relative  proportion  of  hydrophobic,
electrostatic+hydrogen, and calcium bonds in unin-
oculated curd during the 60 min of curing at 30°C is
shown in Figure 3. From a theoretical point of view,
this treatment is the mildest studied condition. The
absence of pH development ensures constant solubility,
concentration, ionization, and general chemical reac-
tivity characteristics, for all present chemical species
throughout the studied period. The low temperature
used in this treatment limits the rate of chemical reac-
tions compared with the higher temperature used in
other treatments.

Under these conditions, Figure 3 shows how some
regions of paracasein micelles, structurally stabilized
through hydrophobic interactions in their original
configuration, are disassembled throughout the curing
time, reducing the proportion of hydrophobic interac-
tions from 58% to 33%.

Simultaneously, some new electrostatic+hydrogen
and calcium bonds start to emerge in the newly formed
proteinaceous structure, increasing from 21 to 38% and
from 20 to 29%, respectively. Previous reports have
established that casein micelle destabilization caused
by external factors gives rise to the formation of new
links (Choi et al., 2007; Dalgleish, 2014). Casein amino
acid residues such as Asp, Glu, and the HPO, ion of
the phosphoserine complex, are capable of establish-

ing both electrostatic and calcium bonds, whereas Lys
forms only electrostatic bonds (Gaucheron, 2011; Kou-
tina et al., 2015; Mehta, 2018). Amino acid residues
of Asn, Thr, Ser, Gln, Met, Tyr, and Trp are capable
of establishing hydrogen bridges. whereas His and Arg
are capable of forming both electrostatic and hydrogen
interactions (Keim, 2005),

Electrostatic and hydrogen bonds developed more
quickly than calcium bonds under the studied condi-
tions, probably because soluble ionic calcium is not
readily available at this pH level (pH 6.7). The mod-
erate development of new electrostatic+hydrogen and
calcium inter-protein bonds resulted in a moderate in-
crease in protein-protein interactions, translating into
a limited whey loss (4.8% loss), as shown in Figure 2,
for this treatment.

The hydrophobically stabilized region in the original
micelle structure was only possible thanks to the colloi-
dal stability conferred upon micelles by the glycomac-
ropeptide in k-caseins (Fox and Guinee, 2013). Once
absent, the old structure must turn into a new more
thermodynamically stable one, which, to be formed,
requires the dissolution of old bonds and the establish-
ment of new ones (Huppertz, 2013). This bond reor-
ganization process takes place following a hierarchical
order, CaB > EB > HB > Hy, in which stronger bonds
tend to replace weaker bonds as the disaggregation of
the structure exposes new reactive sites (Table 2).

Some punctual values similar to those obtained in
the present study have been reported in the literature
(Table 3). Lefebvre-Cases et al. (1998) reported HB
values of 30% in rennet skim milk gels of constant pH
at 30°C. Keim et al. (2006) reported values of 23% for
EB+HB in rennet gels under similar conditions. Benya-
hia-Krid et al. (2016) reported values of 42 to 46% for

Table 2. Properties of various interactions stabilizing inter-casein structures

Type of interaction Evergy (kJ/mol)

Functional groups involved

Reference

Peptide bond 300-400 NH-CO Messens et al, (1997)
Keim (2005)
Disulfide bridges (SS) 200 Cystine S-S Messens et al. (1997)
Keim (2003)
Calcium bridges (CaB) 90-97 H donor Keim (2005)
Tyr, Thr, Ser residues Gaucheron (2011)
Residue HPO,~ Permyakov and Kretsinger (2011)
Asp and Glu
Deprotonated COO™
Electrostatic interactions (EB) 42-84 Carboxyl COO™ Messens et al. (1997)
(Asp, Glu) Keim (2005)
Amino NH,*
(His, Arg, Lys)
Hydrogen bridges (HB) 8-40 H atom of OH, Messens et al, (1997)
NH (donor), or Keim (2003)
CO (acceptor) groups
Hydrophobic interactions (Hy) 4-12 Residues with aliphatic (Leu, Ile, Val) or Messens et al. (1997)

aromatic (Phe, Tyr) side chains

Keim (2005)
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Figure 3. Inter-protein chemical bonds in uninoculated curd sam-
ples at 30°C are represented by different markers: hydrophobic interac-
tions (@), electrostatic bonds and hydrogen bridges (W), and calcinm
bonds (A). Error bars represent SE.

HB, and 28 to 32% for CaB in skim milk powder gels
prepared with different types of coagulant agents, Fi-
nally, Zamora et al. (2012) reported CaB values around
20% in curd made of milk subjected to high pressure.

Inter-Protein Chemical Bonds in Uninoculated
Curd at 40°C

Figure 4 shows the relative proportion of hydropho-
bie, electrostatic+hydrogen, and calcium bonds found
in uninoculated curd cured at 40°C for 60 min. This
treatment, similar to the one previously described, did
not induce curd pH changes during the studied period,
ensuring constant chemical reactivity properties of all
the present chemical species. The higher temperature
employed in this treatment, however, increased the
kinetic energy of the system, roughly doubling the re-
action rate of all chemical changes, as established by
the Arrhenius law. In agreement with this, the relative
proportion of all studied chemical bonds at 40°C after
30 min coincided almost exactly with the values found
at 30°C after 60 min, showing an average difference of
only 0.64%.

Curd tempering at 40°C induced faster changes from
the beginning of the curing process. By the first mea-
surement (time 0), a large percentage of the hydrophobic
interactions had already been severed, quickly reaching
an asymptotic value around 34%, which is nearly the
same level of hydrophobic bond content found after 60
min at 30°C (Figure 3). The reduction of hydropho-
bic bonds was obviously caused by formation of new
electrostatic+hydrogen bonds, which accounted for a
much larger proportion (44%) at time 0 in curd at 40°C.
Calcium bridges, on the other hand, again showed a low
initial proportion (22%), similar to what was observed
at 30°C, confirming the unavailability of soluble ionic
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caleium at high pH (Lamichhane et al., 2018; Horne,
2020). Calcium bridges increased up to 33% after 60
min at the expense of electrostatic+hydrogen bonds,
which gradually yielded reaction sites to calcium. Whey
loss increased under these conditions, roughly doubling
whey loss at 30°C after 60 min.

Inter-Protein Chemical Bonds in Inoculated
Curd at 30°C

The relative proportions of chemical bonds in LAB-
inoculated curd samples cured at 30°C are shown in
Figure 5. The low temperature employed in this treat-
ment induced low chemical reaction rates, similar to
what was observed in uninoculated curds at 30°C.
Nevertheless, the pH decrease resulting from moder-
ate LAB metabolic activity in this treatment modified
the reactivity of some chemical species and increased
the availability of soluble ionic calcium, as previously
reported (Bijl et al., 2013; McMahon and Oommen,
2013). Soluble ionic calcium may interact with non-
protonated Glu and Asp, whose abundance depends on
pH, becoming scarcer as pH lowers. Proteins are also
capable of reacting with calcium through the amino
acids Ser, Thr, and Tyr via intermediation of a phos-
phate group forming calcium-reactive phosphoserine,
phosphothreonine, and phosphotyrosine (Keim, 2005;
Horne, 2016). The relative abundance of these amino
acids in individual caseins determines their potential
for interaction through calecium bridges or other elec-
trostatic interactions (Cooke and McSweeney, 2017;
Sinaga et al., 2017; Kern et al., 2018).

The effect of the increase in soluble ionic calcium
is immediately apparent, as the relative proportion of
caleium bridges between proteins in this treatment is
notably larger than in the rest of the studied treat-
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Figure 4. Inter-protein chemical bonds in uninoculated curd sam-
ples at 40°C are represented by different markers: hydrophobic interac-
tions (@), electrostatic bonds and hydrogen bridges (W), and calcinm
bonds (A). Error bars represent SE,
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ments (68%). The observed values are similar to those
reported by Keim et al. (2006) under similar conditions.
The gradual decrease in hydrophobic bonds observed in
uninoculated curds at 30°C in this case occurs abruptly
even before the first measurement is conducted (time
0), probably forced by the sturdy structure developed
by strong calcium bridges, reducing it below the levels
previously observed (10%). Although similar to what
was observed in uninoculated curds at 40°C, in this
case hydrophobic interactions are mainly extinguished
by caleium bridges and, to a lesser extent, by generic
electrostatic4+hydrogen bonds. Curd structure remains
mainly calcium bridge-stabilized until the end of
the 60-min curing period, although a slight recovery
of hydrophobic interactions occurs at the expense of
electrostatic+hydrogen bonds (32% reduction) and, to
a lesser extent, of calcium bridges (13% reduction). This
increase of hydrophobic bonds during the curing period
may be related to the decrease of electrostatic repulsion
experienced among caseins as pH lowers, reducing their
net charge (Gongalves and Cardarelli, 2019). Curd whey
content remained relatively high throughout the curing
period, similar to what was observed in uninoculated
curd cured at 40°C. The limited pH reduction margin-
ally modified the water holding capacity of curds (Lin
et al., 2018; Mehta, 2018).

Inter-Protein Chemical Bonds in Inoculated
Curd at 40°C

Finally, assessment of the relative proportions of
chemical bonds found in LAB-inoculated curd cooked
at 40°C for 60 min is shown in Figure 6. In this treat-
ment, hydrophobic bonds maintained relative abun-
dance levels around 22% throughout the studied 60-min
period, This value is roughly double what was observed
at the beginning of the curing period at 30°C, as higher
temperatures increase the dominance of hydrophobic
interactions, reducing the contribution of electrostatic
interactions (Giroux et al., 2014; Lamichhane et al.,
2018). Generic electrostatic+hydrogen bonds developed
more quickly at 40°C than at 30°C, as predicted by
the Arrhenius law, limiting the proportion of calecium
bonds formed in the initial stages of the curing pe-
riod. Nevertheless, calcium bonds quickly recovered
their preponderance. As the curing period proceeded,
calcium bonds gradually substituted electrostatic
bonds, accumulating over time. The sum of caleium
and electrostatic+hydrogen bonds remained practically
constant throughout curing time. The relative propor-
tion of calcium bonds found in inoculated curd cured
at 40°C for 60 min seems to coincide with the value
which caleium bonds in inoculated curd cured at 30°C
approached after 60 min (52%).
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Figure 5. Inter-protein chemical bonds in inoculated curd samples
at 30°C are represented by different markers: hydrophobic interactions
(@), clectrostatic bonds and hydrogen bridges (W), and calcium bonds
(A). Error bars represent SE,

The water binding capacity of curd was drastically
reduced at 40°C, as pH in this treatment is much lower
than at 30°C (Giroux et al., 2014; Lamichhane et al.,
2018). Therefore, although the proportion of hydro-
phobic bonds to combined calcium, electrostatic, and
hydrogen bonds at 60 min is roughly 20:80 in both 30
and 40°C treatments, their whey content differs greatly
(Figure 2).

CONCLUSIONS

Although visually all studied conditions coagulated
milk in a similar manner, different temperature and
acidity conditions strongly affected the relative propor-
tions of inter-protein chemical bonds found in curd.
Disulfide bridges were not affected by the experimental
conditions, remaining at a constant level of 1.58% in
all treatments. Electrostatic interactions (including
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Figure 6. Inter-protein chemical bonds in inoculated curd samples
at 40°C are represented by different markers: hydrophobic interactions
(@), clectrostatic bonds and hydrogen bridges (), and calcium bonds
(A). Error bars represent SE.
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calcium and hydrogen bridges) quickly substituted the
hydrophobic interactions that stabilized the original
structure of casein micelles in milk before the action
of chymosin. Treatment temperature affected reaction
rate, as established by the Arrhenius law., pH-dependent
soluble ionic calcium availability defined the balance
between electrostatic+hydrogen bonds and calcium
bridges. In general, stronger bonds tended to replace
weaker bonds as the disaggregation of the structure ex-
posed new reactive sites, following the hierarchical or-
der CaB > EB > HB > Hy. The different combinations
of pH and temperature during curd curing promoted
the establishment of different proteinaceous structures.
Although pH defined the nature of the interactions
among proteins in curd, temperature modified the rate
at which such bonds were formed. Determining how
the differently stabilized curd structures translate into
the microstructure and physical properties of finished
cheese and other intermediate products remains a rel-
evant topic.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Las micelas de caseina poseen una naturaleza compleja, su disefio estructural le confiere la
capacidad de permanecer suspendida en la leche, sin embargo, al ser desestabilizadas por agentes
coagulantes sus nuevas propiedades modifican su forma de coexistir en el medio. Su hidrofobicidad
interna queda expuesta presentando una tendencia a formar agregados que con el tiempo
constituyen una red particulada. Aunque la consolidacion de los geles de leche se lleva a cabo de
forma natural y se manifiesta con el desplazamiento del suero, la variacion en los factores
temperatura y acidez tiene un papel determinante en la configuracién estructural de los geles que
se refleja en un incremento en el desuerado. Durante el desarrollo de este proyecto doctoral se
estudio este fendbmeno midiendo el cambio en la densidad de la cuajada a través del tiempo. Se
encontrd que a pesar de la variacion en los factores de proceso no existio diferencia en los valores
de densidad de la cuajada, sin embargo, en la estimacion de la densidad de la fase proteica del gel
se presenta un cambio significativo, donde, contrario a lo esperado, el efecto de la acidez redujo el
cambio en la estructuracion de la red proteica otorgando este cambio a la presencia tanto de enlaces
electrostaticos mediados por calcio como de enlaces hidrofobicos dependientes de la temperatura.
Debido a estos descubrimientos, se utilizé6 una metodologia basada en la solubilizacién selectiva
de proteinas mediante el uso de diferentes soluciones buffer, con la intencién de caracterizar los
enlaces quimicos presentes en la cuajada de leche durante el periodo de maduracion. Como
resultado de esta determinacion, se obtuvo que la conformacion de la red constituida por particulas
de paracaseina esta gobernada por diferentes tipos de enlaces quimicos destacando las interacciones
electrostaticas, los puentes de hidrégeno, las interacciones hidrofobicas, los puentes disulfuro y los
puentes de calcio. A través del tiempo de evaluacion, el cambio en temperatura y acidez provocé
que estos enlaces interactuaran entre ellos, ya que las cadenas de aminoacidos que conforman las
proteinas tienen diferentes sitios activos con la capacidad de formar diferentes tipos de enlaces.
Observando que las condiciones de proceso promueven que el orden jerarquico en las energias de
formacion de los enlaces sea claramente diferenciable, permitiendo la formacion de cuajadas con

diferente estructura interna.
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5. RECOMENDACIONES

Se sugiere la aplicacién de los métodos utilizados en esta tesis, para continuar con la linea
de investigacion y dilucidar el tipo de interacciones intra e intermoleculares que se originan en
etapas posteriores a la formacion de la cuajada, como la coccion y maduracién. Seria interesante
incluir variables de respuesta adicionales como pueden ser la caracterizacion fisicoquimica de las

nuevas etapas a estudiar, perfil de textura, comportamiento reoldgico, etc.
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