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Els primers estudis realitzats en el treball ara exposat foren dirigits a investigar els efectes
dels tractaments UHT en lallet de cabra. Pero deresultes de la participacio del grup investigador, a
partir de finals de 1992, en el Projecte Europeu “AIR-CT 92-0296 Project: High Hydrostatic
Pressure Treatment: its impact on spoilage microorganisms, biopolymer activity, functionality and
nutrient composition of food systems” aquest treball fou orientat cap a I’estudi dels tractaments
d’alta pressid enlallet de cabra. Aixi doncs, les primeres proves es realitzaren amb la intencio de
valorar I’efecte de I’alta pressio en les fraccions nitrogenades de la llet de cabra. En aquest estat del
treball, ens fou concedida unabeca de la Generalitat de Catalunya per a la realitzacié d’una estada
al Hannah Research Institute (Escocia), amb el qual comencaria una fructifera collaboraci6. El
treball conjunt amb el Dr. Andrew Law pemneté, en primer lloc, utilitzar técniques analitiques
adients per a valorar I’efecte de I’alta pressio en les proteines seriques de la llet de cabra. Aix, es
comprova la variabilitat en la composicié de la llet de cabra emprada en els primers experiments a
la UAB. En diversos tractaments, si s’utilitzaven distintes mostres de llet, les diferéncies en la
composicio afegien una variable no controlada que dificultava la valoracid dels nivells de
desnaturalitzaci6 de les proteines seriques. Fou necessar, doncs, treballar amb teécniques
cromatogafiques (FPLC) per a conCixer amb més profunditat I’aptitud per a 1’agregacié de

cadascuna de les proteines, en funci6 de lapressioi latemperatura aplicades.

Fruit del treball sobre les proteines seriques n’és exponent la primera publicacid presentada
amb el titol “Comparison of the effects of high-pressure treatments and heat pasteurization on the
whey proteins in goat’s milk” (Felipe 1 col, 1997), en la qual es descriu, per primera vegada,
I’efecte de I’alta pressio en les diferents proteines seriques de la llet. Amb sorpresa, s’observa la
formacié d’agregats intermoleculars de [B-lactoglobulina en la llet pressuritzada perd no en la llet
tractada temmicament. Aquest descobriment porta a plantejar una serie d’experiments per a
esbrinar si la 3-lactoglobulina i la K-caseina caprina interaccionaven de manera diferent segons el
tipus de tractament. Per a aconseguir suficient [3-lactoglobulina caprina es posa al punt el métode
preparatiu exposat en la publicacid “Preparative-scale fractionation of bovine, caprine and ovine

whey proteins by gel permeation chromatography” (Felipei Law, 1997).

M alauradament, atés que tant la K-caseina com la B-lactoglobulina tenen capacitat per a
formar agregats, fou impossible determinar mitjancant electroforesi si I’agregacio formada es
comresponia a una suma d’agregats de les proteines o bé era fruit de la interaccid6 de les dues
proteines, dificultat també observada per Lopez-Fandifio i col. (1997). En aquest punt, es resolgué
estudiar els canvis produits per I’alta pressio en la fase col-loidal de la llet de cabra. D’aquesta part
del treball, n’és reflex la publicacid6 amb titol “Comparison of the effects of high pressure and
thermal treatments on the casein micelles in goat’s milk ” (Law 1 col., 1998). Laseparacio de la fase
micel-lar en tres sobrenedants per ultracentrifugacid va pemmetre obtenir molta informacio, en
concordanga amb la bibliografia existent. Aquesta técnica va servir per constatar que existia un

efecte no esperat sobre les caseines ja que en combinar pressions de 300 1 400 MPa amb
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temperatures de 45 °C es formaven estructures de caseina de gran diametre. Per a comroborar els
resultats obtinguts i, donades les dificultats que van sorgir en el desenvolupament de la
investigacio, com ara I’accentuada corba de lactacido de les cabres, s’escolli la utilitzacid d’una
técnica comp lementaria, com és la microscopia electronica de transmissid, per a demostrar la

formacio de les “superestructures” caseiniques en les esmentades condicions.
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3.1. Comparison of the effects of high-pressure treatments and heat

pasteurization on the whey proteins in goat’s milk (Felipe i col., 1997).
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3.2. Preparative-scale fractionation of bovine, caprine and ovine whey proteins

by gel permeation chromatography (Felipe i Law, 1997).
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3.3. Comparison of the effects of high pressure and thermal treatments on the

casein micelles in goat’s milk (Law i col., 1998).
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41. ESTRUCTURES MACROMOLECULARS

La desnaturalitzacid de les proteines s’associa a canvis en la seva estructura pero sense
comportar necessariament l'agregacié o la perdua de solubilitat. Algunes proteines, com la a-
lactalbimina, es desnaturalitzen reversiblement a partir de 62,5 °C, mentre que la pérdua de
solubilitat a pH 4,6 és petita en pasteuritzar a 72 °C/5 min (tan sols 7,9 % en la llet de vaca).
Altres proteines seriques, com les immunoglobulines, la seralbumina o la lactoferrina, mostren
un patrd diferent, a temperatures molt semblants, entre el llindar de la desnaturalitzacio
reversible i la irreversible. La (3-lactoglobulina manifesta un comportament intermedi entre la
O-lactalbumina i la resta de proteines seriques (Riiegg i col., 1977; Law i col., 1994a; Law
1995b). L’ordre en que les proteines sériques perden la seva solubilitat a pH 4,6 en tractar
térmicament la llet és el seglient: immunoglobulines > seralbumina > [3-lactoglobulina > a-
lactalbiimina, mentre que en pressuritzar, hem observat que la sensibilitat a I'agregacié de les
proteines seériques correspon a: [-lactoglobulina > immunoglobulines > seralbimina > o-

lactalbimina.

L’elevada aptitud a la desnaturalitzacio i agregacié de la [(-lactoglobulina per alta
pressid ha estat corroborada per diferents autors (Hayashi i col., 1987; Dofour i col., 1994;
Zasypkin i col., 1996). Amb tractaments per sobre de 50 MPa aquesta proteina perd la seva
estructura tridimensional original (Tanaka i Kunugi, 1996). En un primer estadi es produeix la
dissociacié del dimer de [(-lactoglobulina amb l'aparici6 de monomers i, posteriorment, es
produeix una agregacid entre aquests monomers estabilitzada per ponts disulfur (Tanaka i col.,
1996). Tal com hem observat, en la llet o en solucions tampd, aquest tipus d’agregacio es
manifesta amb ’aparicié d’agregats solubles de diferent pes molecular. Els agregats formats
son de major pes molecular com més gran és la intensitat de pressuritzaci6. Quan els
tractaments es fan a 25 °C els agregats es formen exclusivament amb molécules de [3-
lactoglobulina, mentre que quan els tractaments es fan a 50 °C, apareix una interaccié amb
molécules de 0-lactalbimina. En condicions semblants, Jegouic i col. (1997) observaren
igualment la formacié de ponts disulfur entre ambdues proteines en tractar-les en tamp6 a pH
8.5.

El patré d’agregacié de la [3-lactoglobulina observat pels tractaments per alta pressiéo no
coincideix amb els descrits en tractar témmicament. En aquest cas, la preséncia d’agregats solubles
no s’observa a la llet, perd si quan es realitzen en solucions tamp6 o xerigot (Dumay 1 Cheftel,
1989).

En aplicar tractaments témics, la 3-lactoglobulina interacciona amb la K-caseina de la
superficie micel-lar mitjangant ponts disulfur. Aquesta interacci®6 comporta canvis en les

propietats de la llet i dels seus derivats, com ara, en algins tractaments, una menor velocitat de
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coagulacié enzimatica, la incorporacid de proteines seriques a la quallada o I’mcrement de
consisténcia dels gels lactics acids. De la mateixa manera, en tractar per alta pressio per sobre de
200 M Pa, s’observa un efecte alentidor de la coagulacié enzimatica en tractaments en els quals
s’agregi lamajor part de la3-lactoglobulina (Lépez-Fandifio i col., 1997). Aquests mateixos autors
han descrit la incorp oracié de la proteina sérica desnaturalitzada a la quallada enzimatica (Lopez-
Fandifio i col, 1996). Aquestes dades ens indiquen que la [-lactoglobulina, tant en forma
monomerica com formant agregats, interacciona amb la K-caseina micel-lar. Tanmateix, la preséncia
d’agregats solubles de B-lactoglobulina en la llet pressuritzada ens fa pensar que, almenys en
principi, lainteraccid entre les dues proteines segieix patrons diferents per als tractaments témics
o pera l'alta pressio, jaque en el segon cas la 3-lactoglobulina desnaturalitzada per pressio té més

afinitat per a agregar-se inicialment amb altres [3-lactoglobulines que no pas amb la K-caseina.

L’estudi de les interaccions [3-lactoglobulina—K-caseina és complex, tal com han comprovat
molts autors (Smits 1 van Brouwershaven, 1980; Haque 1 Kinsella, 1988; Mottar i col, 1989).
Totes dues proteines tenen dues cisteines lliures per molecula per a formar ponts disulfur i, per
tant, tenen capacitat per a formar agregats covalents quan s’ap lica energia mitjangant un tractament
témmic o per alta pressio. Es per aixd, que és molt dificil distingir si ’agregat que es produeix en
tractar les dues proteines prové de la seva interaccid o simplement de la suma de dues agregacions
separades (Lopez-Fandifio 1 col, 1997). Les caracteristiques particulars de la K-caseina caprina,
que disposa de tres aminoacids cisteina llures, no modifica les propietats dels agregats proteics
formats, en tractar la llet témmicament o per alta pressid, tal com es comprova en diferents

experiments especifics (dades no publicades).

Respecte a la resta de proteines seriques, cal mencionar que la a-lactalbimina se’ns ha
mostrat com una proteina altament resistent a I’agregacio per pressid. De fet, amb 500 MPa,
20 °C 1 10 minuts no disminueix la solubilitat a pH 4,6, i cal aplicar-hi tractaments d’alta

pressié combinats amb temperatures de 45 °C perque la proteina s’agregui irreversiblement.

La seralbumina ¢€s poc sensible a ’agregacié per alta pressio d’acord amb Hayakawa 1
col. (1992), pero no segons Galazka i col. (1997), que observaren una forta desnaturalitzacio i
agregaci6 de la seralbimina bovina en solucions a pH neutre en aplicar-hi 400 MPa. A causa de
la seva similitud en el pes molecular, la cromatografia en gel (FPLC) no és adequada per a
separar aquesta proteina de la lactoferrina. De totes maneres, la quantificacidé de 1’agregacid
d’ambdues proteines no va ser possible, per ’aparicio d’agregats solubles de [-lactoglobulina
amb un pes molecular similar. En tot cas, la disminuci6 de 1’area del pic cromatografic
corresponent a les proteines seralbumina/lactoferrina en la llet de cabra tractada a 45 °C 1 400

MPa indica un important grau d’agregacio.

Les immunoglobulines presenten una certa resisténcia a 1’agregacié per alta pressid
(Tonello 1 col., 1992). Fins a 200 MPa, les immunoglobulines mantenen la seva estructura

original (Howlett i col., 1992). En la llet de cabra, la seva agregacio a pH 4,6 no es pot detectar
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fins a tractaments de 400 MPa a 25 °C durant 10 min. Amb tot, pressions més elevades o

combinacions amb temperatures de 45 °C també causen elevades perdues de solubilitat.

L’agregaci6 de les proteines seriques per alta pressid implica modificacions en les
propietats de la llet, en especial respecte a la produccidé de formatge. La rapida
desnaturalitzacié i1 agregaci®6 de la [-lactoglobulina provoca un increment del rendiment
formatger 1 una major capacitat de retencio d’aigua de la quallada (Lopez-Fandifio i col., 1996).
Els aspectes negatius que, segons Banks (1989), comporta la retencié de les proteines seriques
en les caracteristiques organoleptiques del formatge es poden veure matisats per altres efectes
dels tractaments d’alta pressio. Entre aquests efectes destaquem la resisténcia al tractament de
certs lactobacils (Gervilla 1 col., 1997), que afavorira la superviveéncia 1 el creixement en el
formatge de lactobacils no inoculats en els ferments, els quals desenvolupen una important
tasca en la generaci6 de substancies volatils de baix pes molecular i, per tant, d’aromes
caracteristiques del formatge. La no-inactivacio dels enzims endogens (Trujillo 1 col., 1997a)
tamb¢é és una caracteristica dels formatges elaborats a partir de llet crua, que es considera

avantatjosa per a una correcta maduracié del formatge.

La preseéncia d’agregats solubles de [3-lactoglobulina observada en qualsevol dels
tractaments que s'han dut a terme pot servir aixi mateix com a indicador del tractament
utilitzat. El pes molecular d’aquests agregats i la relacio entre la quantitat de B-lactoglobulina
no agregada amb la de a-lactalbumina depenen de la intensitat del tractament, de manera que
es podria obtenir una formula normativa per a autentificar els tractaments per alta pressio. La
activitat de diferents enzims endogens de la llet, com ara fosfatasa alcalina, plasmina,

peroxidasa o lipasa, també és indicativa del tractament utilitzat.

L’efecte de I’alta pressio en les caseines €s manifestament diferent del de les proteines
sériques. Tal com hem vist fins a combinacions de 500 MPa 1 45 °C, la seva estructura laxa 1
elastica les fa més estables a les modificacions induides per ’alta pressio, sense que apareguin
canvis en la mobilitat cromatografica similars als ocorreguts en tractaments térmics
d’esterilitzaci6 (Law 1 col., 1994b). Tanmateix, es modifica I’estructura de la micel-la de
caseina, com demostren els canvis de terbolesa de la llet (Schmidt 1 Koops, 1977). En efecte, la
pressuritzacid causa la disgregacié de la micellla en fragments més petits, descrits com a
cadenes de submicel-les (Shibauchi 1 col., 1992). La disminucié del diametre micel-lar esta
relacionada amb una major transmissié de la llum a través de la llet, amb la conseqiient perdua
de blancor. La reduccidé de la mida micel-lar €s progressiva, en funcié de la pressio i el temps,

fins a un maxim de 600 MPa, a partir del qual ja no s’hi observen canvis (Needs, 1998).
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Els tractaments per alta pressio afavoreixen la hidrataci6 de les micel-les (Gaucheron 1 col,,
1997), per I’efecte directe del tractament en els components de la micel-la, afavorint laionitzacio de
grups temminals, per canvis en I’exposicid dels aminoacids o per difusié de ’aigua a I’interior de
cavitats hidrofobiques de la micel-la (Johnston 1 col., 1992; M asson, 1992). Logicament, 1’agregacid
dela-lactoglobulina o d’altres proteines sériques sobre la superficie micel-lar també incrementara
la capacitat d’hidratacio.

En aquest treball, la disgregacio de la micel-la de caseina caprina per alta pressio a 20 °C
s’estudia mitjancant la quantificacio de les caseines en el sobrenedant de llet ultracentrifugada, i per
microscopia electronica. En els tractaments a 45 °C, 1 utilitzant les mateixes técniques, s’observa
una forta agregaci6 de les caseines amb la formacid d’estructures d'una mida gran, especialment en
tractaments de 300 1 400 MPa durant 10 minuts. Aquest efecte d’agregacio també ha estat
observat per altres autors en condicions similars en la llet de vaca (Buchheim 1 col, 1996;
Gaucheron 1 col, 1997). Tant la disgregaci6é de I’estructura micel-lar en pressuritzar a 20 °C, com
I’agregaci6 en tractar a 300-400 M Pa1 45 °C, tenen efectes sobre les propietats de la llet. En el
primer cas, lareduccio de lamida micel-lar s’associa a un increment de la velocitat de coagulacio de
la llet, en especial de la fase d’agregacio (Lopez-Fandifio i1 col, 1997). Per altra banda, també cal
esmentar que lapressuritzacié de la llet augmenta la rigdesa i disminueix la sinéresi dels gels acids
obtinguts (Johnston i col, 1993). Enels tractaments que incrementen la mida micellar, 1’efecte en
les propietats funcionals esmentades ¢s oposat (Martinez-Cuevas, 1998). En aquest cas, es
dedueix que tant la disminucié de la velocitat de coagulacié com la baixa consisténcia dels gels
estara marcada més per les caracteristiques de les estructures caseiniques formades (amb una

proporcido molt baixa de K-caseina), que no per la variacio en el volum micel-lar.

L’analisi comparativa de les principals proteines lactiques en sobrenedants obtinguts per
centrifugacio en lallet de cabra tractada témmicament, i per alta pressio a 20 °C 1 45 °C, ens serveix
per a estudiar les interaccions entre proteines. En els tractaments témmics, el principal efecte
observat es centra en 1’agregacio de les proteines sériques quan s’incrementa la temperatura.
L’agregacio de les proteines seriques sobre la superficie de les micel-les, tant en tractaments témics
com per pressid, provoca una disminucié de les caseines i estructures caseiniques en els
sobrenedants a causa d'un increment de pes, que les fa més facilment separables per centrifugacio.
En el cas de la pressuritzacié a 20 °C, aquest efecte €és contrarestat per ’augment de caseines 1
estructures caseiniques no separables per centrifugacid, fenomen que té el seu maxim exponent a
300 MPa. En el cas de tractaments a 45 °C, apareix igualment aquest fenomen, perd al mateix
temps s’observa la separacié de [3-caseina, de O ;-caseinai de 0 y-caseinaen els tractaments en queé
es formen estructures caseiniques de gran diametre, mentre que laK-caseina se solubilitza o passa a

formar part de petits agregats no separables en les condicions assajades.
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4.2. ENLLACOS MOLECULARS

L’explicacié dels fenomens descrits en aquesta discussido és associada principalment a
canvis en I’estructura de les proteines i1 la formacié 1 al trencament d’enllagos entre aquestes
molecules. En augmentar la pressid, les modificacions en I’estructura de les proteines que
provoquen unareduccié de volum es veuen afavorides segons el principi de Le Chatelier. Atés que
les molécules d’aigua s’organitzen de forma més compacta quan estan en contacte amb zones
hidrofobiques que quan es relacionen amb zones hidrofiliques de la proteina 1’alta pressio
afavoreix ’orientacié de parts hidrofobiques cap a la fase aquosa. De la mateixa manera, la
ionitzacio de radicals d’aminoacids afavoreix la formacié d’una zona amb molecules d’aigua
alineades de forma més compacta al seu voltant (M ozhaev i col, 1994). La preséncia de sals o
sucres exerceix un efecte protector sobre les proteines davant els tractaments per alta pressio,

probablement perque, en lligar aigna, modulen els efectes en I’estructura (Dumay 1 col., 1998).

En el cas de la principal proteina sérica, la B-lactoglobulina, els canvis produits per ’ata
pressio es reflecteixen en un increment de la hidrofobicitat (Pittiai col, 1996) i en la separacié del
dimer [3-lactoglobulina—3-lactoglobulina en formes monomériques (lametti i col, 1997). La
proteina modifica la seva estructura de forma irreversible per sobre d’un cert llindar de pressié que
I'impedeix tomar a formar el dimer original, fet que afavoreix l'agregacio amb altres [3-
lactoglobulines mitjangant la formacié d’enllagos hidrofobics 1 ponts disulfur (Funtenberger i col.,
1997; Hoffmann i van M il, 1997). En aquest procés apareixen agregats amb un nombre diferent de
molecules (Funtenberger i col, 1995). Com s’ha comprovat en aquest treball, en determinades
condicions les molecules de [3-lactoglobulina poden interaccionar amb la a-lactalbimina i, deduim
que probablement, també amb algines de les caseines (K-caseina i Olgp-caseina). Encara que en
I’estabilitat dels agregats, els enllacos mitjancant ponts disulfur tenen el paper principal, les
interaccions hidrofobiques també hi participen, especialment afavorides per I’increment de zones
hidrofobiques exposades al solvent aquos. La progressiva disminucié de la solubilitat de la [3-
lactoglobulina en funcié del temps d’emmagatzematge després del tractament per alta pressio fa
pensar, en un primer estadi on les interaccions son de caire hidrofobic, en la posterior formacio
d’enllacos més estables, amb ponts disulfur, especialment a pH neutres o basics (Funtenberger i
col, 1997).

Els fendmens ocorreguts durant la pressuritzacid d’estructures micel-lars es revelen més
complexos. En la micel'la de caseina els ponts salins amb fosfat calcic i les interaccions
hidrofobiques actuen com a principals forces en el manteniment de I’estructura micel lar.
L’acidificacio o 1’addici6 de substancies quelants de calci porten a la dissolucié del fosfat calcic
micel-lar, amb la posterior desintegacio de I’estructura micellar. L’addicid6 de detergents o la
disminucié de temperatura (4 °C) debiliten els enllacos hidrofobics i1 afavoreixen la disgregacid

micel-lar i la solubilitzacid de les caseines, en especial de la 3-caseina. Kromkamp i col. (1996)
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observaren que I’alta pressid provocava una forta disminucio de la terbolesa de la llet (Figura 6).
Una vegada disminueix la pressio, la tetbolesa tendeix a recuperar-se perd sense arribar al nivell
inicial, d’aix0 deduim que després de la desintegracio de 1’estructura micellar, els components

micel-lars tomen a organitzar-se de manera diferent de I’ original.

Transmissio de la llum [u.a.]
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Figira 6. Esquema de disminuci6 de la mida micellar en pressuritzar a temperatura
ambient, segons Kromkamp i col. (1996).

La disponibilitat de calci en la fase soluble modula d’una manera important I’efecte
disgregatiu de la pressio. En efecte, I’abséncia de calci en la fase soluble comporta una imp ortant
disminuci6 de laterbolesa d’una solucié de caseinat calcic, mentre que I’increment de calci soluble
neutralitza en part aquest canvi (Lee i col, 1996). En les llets concentrades el canvi de terbolesa
produit per la pressuritzacié ¢s minim. Els nivells de calci ionic de la llet no queden afectats de
manera important de resultes de la pressuritzacid (Johnston i col, 1992; Shibauchi i col, 1992),
cosa que indica que en cas que es modifiqui 1’equilibri existent entre calci i0nic 1 calci col-loidal,
aquest canvi ¢€s reversible. El calci total en sobrenedant d’ultracentrifugat augmenta per la

pressuritzacio de la llet, perd hem d’indicar que és associat a un increment de la quantitat de
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caseines en el mateix sobrenedant, dada que també podem extreure dels treballs de Desobry-Banon
1 col. (1994) i Gaucheron 1 col (1997). Cal assenyalar que aquestes proteines contenen un alt
nombre de grups ester (Lopez-Fandifio i1 col., 1998); per tant, sen pot deduir una gran capacitat de
lligar el calci present a la fase soluble.

Ladissociacio del fosfat calcic micel-lar s’ha referit com una causa possible dels canvis de
I’estructura micel-lar (Lee 1 col, 1996; Anema 1 col, 1997). Perd cal assenyalar que, atés que el
calci 10nic present a la llet no vana substancialment en pressuritzar (de la Fuente i col, 1999), el
fosfat calcic dissolt pel tractament podria tomar a comp lexar-se en forma micel-lar en produirse la
descompressio, amb un tipus d’estructura diferent de la nativa, 1 probablement amb una peérdua de

les propietats originals (Famelart 1 col, 1997).

Les interaccions hidrofobiques son, en part, responsables dels canvis de ’estructura
micel-lar. L’augment de les caseines en el sobrenedant d’ultracentrifugat observat per nosaltres 1
especialment en tractaments amb una baixa desnaturalitzacio de proteines sériques (també descrit
per Lopez-Fandifio 1 col, 1998), ens fa deduir que els canvis a la micel'la es veuen induits per
diferents factors, més que per una simple disgregacid de la micel-la per solubilitzacidé del fosfat
calcic. En aquest punt és interessant remarcar ’important efecte que té la temperatura de
pressuritzacio en la dimensio de la micel-la: a temperatura ambient o de refrigeracio, veiem que la

pressio actua coma forga disgregadora mentre que a 45 °C afavoreix la formacio de grans agregats.

Per a explicar els canvis de la dimensi6 de les micel-les en ser pressuritzades a una
temperatura diferent, hem desenvolupat la segient hipotesi en tractar per alta pressido a
temperatures de refrigeracio, els enllagos hidrofobics son febles 1 es produeix la disrupcié de les
interaccions hidrofobiques i, per tant, de tota I’estructura micel-lar. En disminuir la pressio les
caseines tendeixen a reorganttzar-se, pero ho fan en funcio de la facilitat que tenen d’associar-se. En
aquestes condicions, la formacid d’enllacos hidrofobics és relativament feble 1, encara que la
superficie hidrofobica exposada al solvent aquds esta incrementada, I’agregacié de les caseines
segieix patrons semblants als que s'esdevenen a pressid atmosferica. En preséncia de calci ionic
’agregaci6 de les caseines té lloc en estructures similars a les micel-les, amb la K-caseina com a
estabilitzant respecte al calci, perd amb una mida més petita que l'original. En canvi, a
temperatures de 45 °C, la formacié d’enllagos hidrofobics entre les caseines es veu molt afavorida,
cosa que provoca la creacid de grans agregats de caseines amb molt volum 1 poca superficie de
contacte amb la fase soluble. La proporcid de K-caseina en aquests agregats €¢s molt petita i, per
tant, aquests agregats perden les caracteristiques propies de la micella (estabilitat en el medi

aquos).

Segons Gaucheron 1 col (1997), laprincipal causa de I’increment de la mida micel-lar en els
tractaments esmentats anteriorment es deu a una agregacio de la proteina seérica sobre la superficie

micel-lar. Hem de comentar, perd, que en lallet de cabra la formacio de grans agregats de [3-caseina,
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O -caseina 1 Og-caseina no esta associada a una disminucid de les proteines sériques del
sobrenedant 1, per tant, sembla logc deduir que no es produeix una agregacio de proteines se€riques
sobre la superficie d’aquestes superestructures caseiniques. En aquest cas, el més probable és que

les proteines seriques interaccionin amb la K-caseina que roman a la fase soluble.

En tractaments a 45 °C, i si augmenta la pressiéo de tractament de 300 a 500 MPa,
observem noves modificacions en el patrd d’agregacid de les caseines. En aquestes condicions,
tomem a observar una disgregacié de la micel-la en submicelles i ja no apareixen sup erestructures
caseiniques. Hem de comentar aqui* I’elevat grau de desnaturalitzacio de la proteina sérica, que pot
impedir la formacio de grans estructures caseiniques observades a pressions de tractament més

baixes.

D’acord amb Lee i col. (1996), les forces electrostatiques també tenen el seu paper en els
canvis d’estructura micel-lar observats en els tractaments per pressio. Segons els mateixos autors,
en tractar solucions de caseinat calcic a pH 6 s’observa un efecte disgregador molt menor que quan
el tractament es faa pH 7. A un pH acid, les proteines perden la camrega electrica 1 les forces
electrostatiques de repulsio es redueixen. En aquestes condicions, I’agregacié de les caseines que
s'esdevé en la despressuritzacid pot estar modulada per la intensitat de les forces electrostatiques
derepulsio existents: febles a un pH baix, amb la formaci6 d’agregats d'una mida més gran, i fortes

aunpH alt, amb la formaci6 d’estructures caseiniques d'una mida més petita.
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Conclusions

Primera

La sensibilitat a 1’agregacio de les proteines sériques caprines, utilitzant cromatografia en
gel, és diferent segons sies tracta de processament témmic de pasteuritzacio o per alta pressio fins a
500 M Pa, amb temp eratures de tractament entre 201 50 °C. En el primer cas, I’ordre de sensibilitat
¢s: immunoglobulines > seralbtimina > B-lactoglobulina > o -lactalbimina. En pressuritzar, pero,

’ordre és: B-lactoglobulina > immunoglobulines > seralbtimina > a-lactalbimina.

Segona

El patr6 d’agregacio de la B-lactoglobulina és diferent en sotmetre la llet a alta pressio o a
calor. En el primer cas, es descriuen per primera vegada la formacio d’agregats solubles, formats
unicament per B-lactoglobulina si el tractament es faa 25 °C, 0 amb molécules de a-lactalbimina si
es faa 50 °C. La quantitat i1 el pes molecular dels agregats depenen de la pressio 1 temperatura de

tractament.

Tercera

Atesa D’dlevada quantitat de [-lactoglobulina present a la llet de cabra, la seva
desnaturalitzaci6 irreversible provoca una perdua considerable de la solubilitat del conjunt de les
proteines seriques a partir de 300 M Pa, fins a un maxim del 50 % de la proteina agregada a 500
MPai25°C durant 10 minuts. L’increment dela pressid o la temperatura de tractament afavoreix

’agregacio6 proteica.

Quarta

Probablement, 1 a similitud dels tractaments témics, en ap licar tractaments per alta pressio
a la llet, es produeix una interacci6 entre les proteines seriques 1 les caseines amb la formacid
d’agregats d’alt pes molecular. Aixi ho indica la observacio de que la disminucié de les caseines del

lactoserum 1 laperdua de solubilitat de les proteines sériques segieix el mateix p atro.
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Cinquena

Lapressuritzacio de la llet de cabra provoca la modificaci6 de I’estructura de la micel-la de
caseina. En tractaments a 20 °C, es produeix una disgregacié amb la formacio posterior de cadenes
de submicelles. La disminucié de la mida micel-lar depén de lapressio de tractament a 20 °C. A 45
°C 1 300-400 M Pa, apareixen estructures caseiniques de gran diametre, amb una proporcid molt
baixa de K-caseina i de proteines seriques. En augmentar la pressié de tractament, aquestes

estructures no so6n observades per microscopia electronica.

Sisena

El tipus de complex caseinic resultant de la pressuritzacio de la llet de cabra a 20 o 45 °C
depén d’un equilibri entre la facilitat de formaci6 d’enllagos hidrofobics, potenciats per I’exp osicid
de grups hidrofobs cap a la fase aquosa, 1 la preséncia de calci i0nic en la fase soluble de la llet. La

intensitat amb que actuen aquests parametres depén de latemp eratura de tractament.

Setena

En tots els tractaments assajats, es comprova que les concentracions de fosfor 1 calci total
en el lactoserum obtingut per ultracentrifugacio de la llet pressuritzada estan directament
relacionades amb la quantitat de caseina del mateix lactoserum, perla qual cosa podem assumir que

es troben amb algin tipus d’associacio.

Vuitena

L’analisi per cromatografia en gel de les proteines seériques en lactoserum acidificat a pH
4,6, com que posa en evidencia la formacié d’agregats de proteina sérica especifics dels tractaments
per alta pressio, es mostra com un metode valid per a detectar el tipus de tractament aplicat a la

llet 1, per tant, per a ser utilitzat com a indicador dels tractaments per alta pressio.
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