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1. INTRODUCCION



Introduccioén

1.1-LALECHE

Desde € punto de vista legal, la leche se define como “el producto integro, no alterado
ni adulterado y sin calostros, del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las
hembras mamiferas domésticas sanas y bien alimentadas’. Con la denominacién genérica de
“leche” se comprende Unicay exclusivamente la leche natural de vacas. Las leches producidas
por otras hembras de animales domésticos se designaran indicando ademas el nombre de la
especie correspondiente (Codigo Alimentario Espariol, 1997).

Desde e punto de vista fisicoquimico, la leche presenta gran complejidad, pudiéndose
definir como un sistema heterogéneo formado por diferentes fases en equilibrio inestable.

La fase mayoritaria, acuosa, contiene moléculas (como la lactosa) e iones (como €
Ca’") disueltos. Los coloides dispersos en la fase continua estan constituidos por las proteinas
séricas, los complegjos micelares de caseina y la grasa en forma de glébulos. El compuesto
salino (PO4)2Cas, asociado a un compleg o organico de caseinato de calcio, es un coloide muy
sensible a los cambios fisicoquimicos de la leche. La micela fosfocdlcica es un agregado
macromolecular de forma 'y masa variable que en la leche fresca esta cargada negativamente,
favoreciendo la repulsién electrostética resultante entre las micelas y asegurando la
estabilidad del sistema disperso. Los glébulos grasos se halan como gotas en forma de
emulsion o/w, hallandose rodeadas de una membrana lipoproteica que favorece la estabilidad
en e medio continuo. Si esta membrana se altera eléctrica o biolégicamente, se producira una
desestabilizacion irreversible. Por otra parte, los microorganismos de la leche, esencialmente
bacterias, estén en suspension estable. Su desarrollo eventual puede dar lugar a inestabilidad,
la mayoria de las veces por acidificacion, como es e caso de las bacterias lacticas y, llegado

€l caso, pero en ultimo término, por proteolisis, como es el caso de las bacterias psicrotrofas.

1.2.-LA LECHE DE OVEJA

Resulta dificil remontarse a los origenes exactos de la utilizacion del ganado ovino. Se
sabe no obstante, que e rebafio de ovejas ha acompafiado el desarrollo de la civilizacion en €l
Mediterraneo, zona poco favorable para la produccion de leche de vaca.

Espafia, por tradicion, ocupa un lugar destacado en la explotacion del ganado ovino.
Su posicidn geogréafica junto con la climatologia, determina una produccion herbécea pastable

escasa, estacional, y a veces de baja calidad, que sdlo e ganado ovino y caprino es capaz de

3
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rentabilizar. Si a ello unimos las frecuentes zonas de montafia con grandes pendientes, resulta
que e aprovechamiento econdmico de los pastos de mas de los dos tercios del territorio
nacional no tienen otra alternativa que la explotacion del ganado ovino y caprino.

Entre las razas ovinas que participan mayoritariamente en la produccién de leche en
Espaia hay que destacar la Churra, Manchega, Lacha y Castellana, aungque con frecuencia se
ordefian ovejas de otras razas.

La produccién lechera espafiola presenta una gran estacionalidad. Esto es debido a
carécter ciclico de la disponibilidad de los alimentos, a las condiciones climéticas que afectan
a la aimentacion, a las condiciones del mantenimiento de la leche hasta su recogida y a
factores econdmicos, especialmente la cotizacion del sector carnico, sobre todo del cordero
lecha (Rouco y Caahorra, 1993). Con la intensificacion de las explotaciones esta
estacionalidad tenderia a desaparecer, pero no es previsible que desaparezcan dada la
deficiente estructura productiva con que se cuenta y €l gran nimero de explotaciones
familiares. Seria pues, necesario, un gran esfuerzo para alcanzar objetivos de calidad,
tipificacion y homogeneidad en las producciones. La mejora genética de las razas, una
alimentacion y un mango mas adecuados, asi como, un especia cuidado en la obtencion,
conservacion y distribucion de la leche incidiria directamente en la revaorizacion de los
productos derivados.

La situacion socioecondémica y € aumento de calidad de vida han hecho que se
incremente la demanda de productos derivados de la leche de oveja, cuya evolucion
dependera de su capacidad para competir con los derivados de leche de vaca. Si bien
potencialmente el mercado es grande, € sector debe superar la mala fama de los quesos
frescos y artesanales de oveja por asociacion con riesgos de toxiinfecciones. La leche de oveja
€s poco apreciada para su consumo directo pero en cambio resulta muy rentable para la
elaboracién de queso. Por €ello, practicamente la totalidad de la leche de oveja se destina ala
produccién de queso, correspondiendo un 13% a la produccién artesanal y un 87% a la
industrial. El destino industrial de la leche va en aumento debido a la citada problematica que
presenta la elaboracion de queso en la propia explotacion.

La produccién de leche de ovgla en e mundo (Tabla 1) ha sido estimada por la FAO
(1999) en 8 millones de Tm/afio, lo cual representa aproximadamente el 2% del total mundial
de leche producida. La UE-15 es uno de los mayores productores de leche de oveja del mundo
(25%). Sus 5 paises mediterraneos producen practicamente la totalidad de la produccion en la
UE-15 2 millones de Tm/afio. La produccion de Espafia en 1998 (Tabla 2) fue de 0.3 millones
de Tm/afo, situdndose entre los principales productores europeos. La producciéon anual de
4
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leche de oveja en Espafia se mantiene constante desde hace 20 afios, considerdndose como
una produccién aternativa de gran interés y cuya demanda no esta satisfecha, si no que por €l
contrario, vaen aumento (MAPA, 1999) (Tabla 3).

Tabla 1: Produccién de leche de vaca, ovejay cabra en 1998.
(x 10° Litros de leche)

Mundial 466347 8213 12211
Africa 17913 1565 2599
N.y C. América 91385 144
EE.UU. 71375
S. América 45325 35 184
Oceania 21086
Australia 9731
URSS
Asa 82871 3831 7039
Europa 207768 2781 2245
Europa-15 120270 2069 1520
Audtria 3090 16
Bélgica-L ux. 3700
Dinamar ca 4668
Finlandia 2463
Francia 24500 243 480
Alemania 28500 22
Grecia 750 670 460
Irlanda 5581
Holanda 11100
Portugal 1750 97 42
Espana 6100 300 350
Reino Unido 13932
Suecia 3260
[talia 10876 759 150

Fuente FAO (1999) y MAPA (1999).
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Tabla 2: Evolucién de la produccién de leche de vaca, ovejay cabra en Espania.
(x 10° Litrosde leche) 1994 1995 1996 1997 1998

Vaca 5400 6016 6133 6108 6100
Ovega 300 226 320 284 300
Cabra 370 316 366 325 350

Fuente MAPA (1999).

Tabla 3: Evolucion de la produccion de quesos con leche de vaca, ovejay cabra en Espana.
(x 10° K g de queso) 1992 1993 1994 1995 1996

Queso deVaca 72 72 70 70 69
Queso deOvega 12 14 15 16 17
Queso de Cabra 6 7 8 8 8

Queso de mezcla 132 134 139 132 136
Queso fundido 36 42 39 38 39
TOTAL 258 269 271 264 269

Fuente Anuario Lécteo FENIL-ILE (1998).

1.2.1.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Las principales propiedades se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de la leche de vacay ovea.

L eche de Vaca Lechede Ovga
Acidez titulable (°Dor nic) 15°- 18° 180220
Conductividad (chm™ cm™) 0.0040 - 0.0055 0.0038 - 0.0040
Densidad (g/cm®) a 15°C 1.028 —1.038 1.034- 1.038
pH 6.5-6.7 6.4—6.7
Punto crioscopico (°C) (-0.540) — (-0.550) (-0.570) — (-0.575)
Tension superficial (Dinas/cm) 423- 521 449 - 48.7
Viscosdad (mPas) 1.95- 255 2.86- 3.93

Fuente Anifantakis (1986), y Buxadé-Carbo (1997).
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1.2.2.- COMPOSICION

En la Tabla 5 se muestra la composicién media de las leches de vacay ovea

Agua. El porcentgje en agua oscila entre 80-85%, estas variaciones estan principalmente
afectadas por las fluctuaciones en & contenido graso que experimenta la leche de ovegja a lo
largo de su ciclo de lactacion.

Lipidos. En la leche de ovega, los triglicéridos representan € 98-99% del total de los
lipidos, valor semejante a de la leche de vaca. Respecto a los acidos grasos saturados, la leche
de oveja se caracteriza por su elevado contenido en moléculas de 6 a 12 atomos de carbono.
Los é&cidos céprico y caprilico representan del 6 a 10% de los écidos grasos totales frente a
3-5% en la leche de vaca. En cuanto a los &cidos grasos monoinsaturados, representan una
tasa del 26% en la leche de ovega frente al 30% en la leche de vaca. Por lo que respecta a los
acidos grasos poliinsaturados, su contenido es del 5 y 4% en leche de ovga y vaca,
respectivamente.

El olor y e gusto caracteristico de la leche de oveja estén en estrecha relacion con el
contenido de &cidos grasos de 6 a 12 &omos de carbono. El aroma particular de los quesos de
leche de oveja es debido, a través de la lipolisis y los fendbmenos asociados, a la composicion
de los lipidos de esta leche. En comparacion con la leche de vaca, se observa que en la de
oveja existe mayor nimero de triglicéridos en cuya composicion intervienen acidos grasos de
cadena corta.

Proteinas. La leche de ovega, a igual que la leche de vaca, posee un contenido en
caseinas respecto a las proteinas totales que oscila entre el 78 y 80% (Tabla 6). Sin embargo,
el mayor contenido proteico de la leche de oveja, ya que ésta presenta casi e doble de
caseinas por litro de leche, constituye una caracteristica de especial interés en la elaboracion
de quesos, dado su 6ptimo rendimiento y excelecte aptitud frente ala coagulacion.

Las proteinas séricas de la leche de oveja representan € 20-22% del total, porcentaje
semejante a de la leche de vaca. Sin embargo, € contenido de éstas por litro de leche de
ovea, a igual que ocurre con las caseinas, es cas € doble que en laleche de vaca, por lo que
en las regiones donde se utiliza la leche de ovegja en la industria quesera, € lactosuero que se
obtiene, se aprovecha parala elaboracion de quesos del tipo Requeson o Ricotta.

La leche de oveja contiene poco nitrégeno no proteico, entorno al 5%, siendo en este
aspecto semejante a la leche de vaca. La relacidn entre nitrgeno proteico y nitrogeno total no

es constante a lo largo del periodo de lactacion, disminuyendo a medida que avanza este
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periodo, aspecto que resulta interesante al evaluar € rendimiento quesero de la leche por lo

que respectaa contenido en proteinas.

Tabla 5: Composicion media de la leche de vacay ovea

(%) Leche de Vaca Lechede Ovga
Extracto seco 125-13 15- 20
Materiagrasa 3-4 6- 10
Proteina total 3- 36 5- 6.5
L actosa 45-5 4-5
Cenizas 0.7-0.9 09- 11

Fuente Alichanidisy Polychroniadou (1996), Anifantakis (1986), y Mufioz y Yoldi (2000).

Tabla 6: Proporcion de las diferentes proteinas en laleche de vacay oveja

(% del Total Proteinas) Lechede Vaca LechedeOvega
Caseinas (Cn) 78- 80 78- 80
asas-Cn 28.4- 30.8 37.3- 446
b-Cn 26.9- 284 22.2- 284
k-Cn 10- 10.3 8.4- 9.6
Proteinas Séricas 20- 22 20-22
a-lactalbumina 4.2- 4.6 1.9- 2.3
b-lactoglobulina 105- 12 14.1- 15.3
Seroalbumina 11- 15 1.9- 21
| mmunoglobulinas 25- 33 36- 42
Fuente Anifantakis (1986).

Glucidos. En laleche de ovea, latasa media se sitlla entre 40 y 50 g/l. La lactosa tiene un
valor aimentario y tecnologico. En la practica quesera, e contenido de lactosa disponible en
laleche de oveja es mas que suficiente para asegurar las fermentaciones | écticas.

Sales minerales. En la Tabla 7 se muestra la composicion en sales minerales de la leche
de ovega, que dependiendo del tipo de sal que se trate, su contenido medio difiere en mayor o

menor grado respecto a la de leche de vaca.
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Vitaminas. La composicién en vitaminas de la leche de oveja ha sido poco estudiada. Al
igual que le ocurre con la composicion de sales minerales, es muy variable en funcion de cada
una de ellas. Quizés cabe destacar €l contenido de vitamina C y Bs en leche de oveja respecto
al devaca (Tabla 8).

Tabla 7: Proporcion de las diferentes sales minerales en la leche de vacay oveja

(mg / 100g leche) Leche de Vaca Lechede Ovga

(Na) Sodio 49 a4

(K) Potasio 152 136
(Ca) Calcio 119 193
(P) Fosforo 93 158
(Mg) Magnesio 13 18

(Zn) Zinc 0.42 0.2
(Cu) Cobre 0.02 0.11
(Fe) Hierro 0.05 0.1
(Mn) Manganesio 0.01 0.02

Fuente Anifantakis (1986), y Haenlein (1996).

Tabla 8: Proporcion de las diferentes vitaminas en la leche de vacay oveja

(mg / 100g leche) L eche de Vaca LechedeOvega
Retinol (A) 52 83
Tiamina (B,) 40 80
Rivoflavina (B,) 170 320
Niacina (Bs) 80 410
Piridoxal (Be) 60 80
Cianocobalamina (B 1,) 0.4 0.6
Ac. Ascorbico (C) 1000 5000
Calciferol (D) 0.03 0.18
Tocoferol (E) 90 110
Biotina (H) 1.9 25
Ac. Félico 6 5
Ac. Pantoténico 350 450

Fuente Alichanidisy Polychroniadou (1996).
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1.2.3.- APTITUD QUESERA

Tal y como se ha indicado anteriormente, la leche de oveja posee una composicion
cuantitativa que la hace idénea para la elaboracion de queso, especiamente por su elevado
contenido en proteinas y grasa. La practica cotidiana de la queseria demuestra que con un
determinado volumen, se preparan por término medio, dos veces mas queso con la leche de
oveja que con la leche de vaca. Diferentes estudios (IDF, 1994) aportan informacion precisa
respecto al contenido de proteinas coagulables y |as tasas de recuperacion de la materia grasa

y de los compuestos nitrogenados totales.

1.2.4.- ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

En la leche de oveja, las contaminaciones de origen mamario son poco importantes y,
en los rebafios sanos, insignificantes. Como en otros tipos de leche, las contaminaciones
microbianas habituales son de origen externo, debidas al medioambiente y a las condiciones
de recogida. La contaminacion medioambiental primaria puede ser més importante que en €l
rebafio bovino, ya que, para obtener la misma cantidad de leche, es preciso ordefiar a un gran
ndmero de animales.

Conviene mencionar, que en las primeras horas después del ordefio, la leche de ovga
presenta una resistencia considerable a las implantaciones bacterianas, debido en gran parte a
la propia actividad immunologica de la leche y a su ato contenido mineral (Assenat, 1991,
Cottier, 1991).

Dependiendo de la calidad inicia de la leche, ésta se puede mantener con una calidad
adecuada durante 2-5 dias a 5 °C o durante 4-13 dias a 0 °C. Se recomienda que la leche de
oveja con recuentos iniciales superiores a 10° ufc/ml no se conserve més de 3 dias a 2-4 °C o
2 dias s la temperatura esta comprendida entre 6 y 8 °C (Banks y col., 1988; Griffiths y col.,
1987).

1.2.5.- CONTROL DE CALIDAD Y SISTEMA DE PAGO

Para obtener la misma cantidad de leche con oveas que con vacas es necesario
ordefiar de 10 a 15 veces mas animales. Esto hace que € riesgo de contaminacion a través de
los pezones se vea sensiblemente incrementado. Por otra parte, algunas précticas aplicables

para €l ordefio de vacas, como € lavado previo de la mama, son dificiles de reaizar con las
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oveas. Por estarazon, es mas dificil obtener megjor calidad bacteriol6gica en la leche de oveja
gue en la de vaca.

La calidad de la leche también puede verse afectada por la ingestién de medicamentos
por los animales. Dada la imposibilidad de proceder a andlisis sistematico de todas las
sustancias activas que pueden ser utilizadas por los laboratorios que comercializan las
medicinas veterinarias, se prohibe la administracién de todo tipo de medicamentos en periodo
de ordefio. Por otro lado, € grupo de los antibidticos, que pasan a la leche después de un
tratamiento efectuado generalmente por inyeccién, tecnoldgicamente tienen un efecto que
podria inhibir la fermentacion léctica, lo que puede favorecer un eventual desarrollo de los
coliformes y otros microorganismos oportunistas. En este sentido, la reglamentacion es muy
estricta, ya que prevé que la leche que provenga de una oveja tratada con antibioticos no debe
ser comercializada hasta los 6 ordefios posteriores a fin del tratamiento. Estos controles se
efectlian sistematicamente en las leches de mezcla por las cadenas de recogida.

Si la calidad bacteriologica de la leche ha sido considerada durante mucho tiempo
como prioritaria frente a la composicion quimica, no es menos cierto que este Ultimo aspecto
preocupa también a los ganaderos y a los industriales. A los primeros, porque la leche de
ovela se paga teniendo en cuenta sus rendimientos queseros, y a los segundos porque, los
guesos destinados a la exportacion, deben garantizar un porcentaje minimo de materia grasa

por materia seca, en funcion del tipo de queso.

1.3.- MODIFICACIONES EN LECHE POST-RECOGIDA (REFRIGERACION)

El hecho de enfriar la leche y conservarla a bgas temperaturas puede tener
consecuencias importantes en la calidad de ésta como materia prima. En este apartado,
consideraremos las modificaciones fisicoquimicas, bioguimicas y microbioldgicas de la leche
a causa de la refrigeracion, y las consecuencias de estas modificaciones sobre los procesos de

fabricacion.

1.3.1.- MODIFICACIONES FISICOQUIMICAS

Los cambios mas acusados debidos a la refrigeracion de la leche se producen en las
caseinas y en la distribucion de las sales entre la fase soluble y coloidal (Puhan, 1989). Existe
una relacion directamente proporcional entre e contenido mineral y el tamafio de la micela,

siendo importante desde el punto de vista de la estabilidad, € mantenimiento de un cierto
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equilibrio salino entre la fase coloidal y la fase soluble. Cuanto mayor sea la mineralizacion
de las micelas, mayor es la posibilidad de un incremento de tamafio de las mismas. Sin
embargo, las bajas temperaturas provocan una disgregacion de la estructura micelar en
unidades mas pequefias, debido a la desmineralizacién causada por la mayor solubilidad que
presenta €l fosfato cdlcico a bajas temperaturas, por 1o que la refrigeracién puede modificar la
estabilidad del sistema, especia mente durante la coagulacion.

Por otra parte, a medida que desciende la temperatura y transcurre el tiempo de
amacengje en refrigeracion, la cristalizacion de los triglicéridos a igua que la de los
fosfolipidos de la membrana aumenta progresivamente. Si e enfriamiento es rapido, se
produce la formacion de pequefios cristales que no alteran demasiado la estructura de éstos,
pero s es lento, se forman cristales gruesos que pueden provocar dafios en la membrana o la
aparicion de fisuras. En este caso, los triglicéridos pueden salir del gldbulo graso y esparcirse
por la superficie. La capacidad hidrofila desaparece en parte, aumentando la tendencia de los

glébulos grasos a formar agregados, incrementandose el cremado.

1.3.2.- MODIFICACIONES BIOQUIMICAS

La plasmina, enzima proteolitico natural de la leche, presenta una gran actividad
durante el amacenamiento de la leche en refrigeracion. Sin embargo, la accion de las
proteasas de las bacterias psicrotrofas, incluso con niveles de poblacion relativamente
moderados, son las que muestran las peores consecuencias tecnoldgicas. Entre los problemas
mas frecuentes pueden citarse: la disminucion de la estabilidad térmica de la leche, la cua
puede provocar su coagulacion a lo largo del tratamiento térmico y la degradacién de las
caseinas con pérdidas del rendimiento en la fabricacion de quesos, asi como, la produccion de
sabores amargos.

La actividad de las lipasas no se ve estimulada por las temperaturas de refrigeracion.
Sin embargo, es frecuente detectar una considerable lipolisis en leches refrigeradas, las cuales
presentan sabores y olores extrafios. Esto se puede explicar por la presencia de lipasas
procedentes de microorganismos psicrétrofos, las cuales son muy resistentes a las
temperaturas de los tratamientos térmicos aplicados en la leche (Driessen, 1993). Ademés, las
lipasas poseen mayor accesibilidad a la grasa, debido a dafio sufrido en la membrana del

glébulo por las bajas temperaturas.
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1.3.3.- MODIFICACIONES MICROBIOLOGICAS

Larefrigeracion en tanques, como se redliza en las granjas, influye considerablemente
en la naturaleza de la microbiota de la leche cruda. Antes de refrigerar la leche, la microbiota
dominante son bacterias lacticas, mientras que, la conservacion de la leche a bgas
temperaturas provoca una seleccion de los microorganismos psicrotrofos, y en particular
algunos de ellos.

Los microorganismos psicrotrofos son capaces de multiplicarse a temperaturas iguales
o inferiores a 7 °C, cualquiera que sea su temperatura éptima de crecimiento (Cousin, 1982).
Pseudomonas fluorescens se desarrolla rapidamente, aungue es normal observar una
prolongacion del tiempo de generacion a temperaturas inferiores a 5 °C. Los riesgos de
alteracion son elevados cuando la leche cruda contiene més de 1x10° ufc/ml de bacterias
psicrétrofas. En una leche de mediana calidad bacteriol 6gica, conservada a 4 °C, este nUmero
se alcanza generalmente alos 3 dias del ordefio.

Ademés, otro riesgo muy importante radica en gue la mayoria de microorganismos
psicrétrofos producen lipasas y proteasas termoresistentes muy activas que pueden dterar la
leche y los productos lacteos (Guamis y col., 1987a, 1987b), tal y como se ha comentado

anteriormente.

1.4.- LA GRASA LACTEA Y EL GLOBULO GRASO

Laestabilidad de la grasa dispersa en |la fase acuosa de |a leche se debe a la existencia
de una membrana de naturaleza lipoproteica, cargada negativamente, que impide la salida de
la grasa y asegura la repulsion electrostética entre los gldbulos, cuyo didmetro varia de 0.1 a
20 mm.

La grasa del interior del globulo esta compuesta por lipidos de bgjo punto de fusién,
liquidos a temperatura ambiente, y rodeados por glicéridos neutros, fosfolipidos y proteinas.
El ordenamiento de los constituyentes individuales no es sencillo de definir, sin embargo, es
facil imaginar que los fosfolipidos sirven como nexo de union entre los lipidos y la pelicula
proteica gracias a su naturaleza anfifilica.

Las proteinas de la membrana, son glicoproteinas que contienen hexosas,
hexosaminas, &cido sidico, y proteinas rojas (pseudo-querating); las proporciones respectivas

varian segun el origen de las leches (refrigeradas, mamiticas). Por otra parte, la composicion
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en aminoacidos revela valores elevados de acido glutéamico y aspartico, que junto con € acido
sidico, son los que aportan la carga negativa a la membrana (Luquet, 1991).

La fraccion lipidica de la membrana estd congtituida mayoritariamente por
fosfolipidos, y también, pero en menor grado, por glicéridos (mayoritariamente triglicéridos).
También se encuentran otros compuestos liposolubles como colesterol, acidos grasos libres,
glicerol e hidrocarburos.

La cantidad de enzimas presentes en la membrana varia en funcion de factores
zootécnicos y tecnoldgicos, y todavia no esta aclarada la presencia o no de lipasa (Luquet,
1991).

Los glébulos de grasa no solamente son las particulas mas grandes de la leche sino que
también son las particulas més ligeras (con una densidad de 0.93 g/cnt a 15.5 °C), por lo que
tienden amigrar hacia la superficie cuando la leche se dgja en reposo.

La velocidad de ascenso de los globulos grasos se rige por la ley de Stokes, por lo que
cuanto menor es e tamafio de los globulos de grasa, més lento es € proceso de cremado. Por
otra parte, cuando tiene lugar la agregacion de los gldbulos bajo la influencia de la aglutinina,
la migracion de la grasa a la superficie se produce muy rapidamente, sin embargo, la
aglutinina presenta una gran termolabilidad, por 1o que tratamientos tales como 65 °C durante
10 min o 75 °C durante 2 min. son suficientes para desnaturalizarlay producir la disgregacion
de los glébulos de grasa.

Si laintegridad del gldbulo graso se ve aterada por fendmenos fisicos 0 microbianos,
se produce de forma irreversible la salida de la grasa del glébulo al exterior, que a no estar
protegida por la membrana, sera particularmente sensible a las alteraciones lipoliticas.

La estabilidad fisica de la leche se consigue mediante homogenizacién. Por lo que a
disminuir & diametro de los globulos grasos a menos de 1 mm se evita e cremado espontaneo
de las leches, sin embargo, puede verse incrementada la lipolisis, S previa o inmediatamente

después de la homogenizacion no se inactiva la lipasa.

1.4.1.- LIPOLISISESPONTANEA

La lipolisis espontanea se define como € incremento en écidos grasos libres que
desarrolla, aparentemente sin agitacion mecanica, una leche cruda. Este es € aspecto menos
comprendido de la lipolisis, ya que incluso animales mantenidos en condiciones idénticas

muestran variaciones marcadas en este aspecto.
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En € desarrollo de la lipolisis espontanea de las leches individuales intervienen
diferentes factores independientes del animal, tales como:

Constituyentes procedentes de la sangre: probablemente sea la causa més importante.

El periodo de lactacion: particularmente sensible alalipolisises € fina de éste.

La aimentacion: la calidad y cantidad de alimentos, ya que la leche que proviene de
animales bien alimentados es mucho menos susceptible alalipolisis.

Las mamitis y € contenido de células sométicas. las leches mamiticas presentan mayor
susceptibilidad a la lipolisis espontanea, debido a que presentan mayor contenido de enzimas
procedentes de las células sométicas y a que, |os glébulos grasos contienen menos material de
membrana, probablemente por la proteolisis de ésta (Murphy y col., 1989).

1.4.2.- LIPOLISISINDUCIDA

La lipolisis inducida se define como la lipolisis desencadenada en la leche cruda por la
intervencion de factores que ateran la integridad del globulo graso.

Existen multitud de factores que podrian modificar la integridad de la membrana del
glébulo graso y favorecer asi la lipolisis (Jandal, 1996). Entre los mas importantes,
encontramos algunos tratamientos como son la agitacion mecanica, adicion de compuestos
guimicos (sulfatos de cobre, cloruro de sodio, nitratos, etc.) y alcalinizacion de laleche.

Una vez inducida la lipolisis, ésta se desarrolla rapidamente, con una estabilizacion
posterior, ya que no se observa una mayor acumulacion de acidos grasos libres a pesar de la
presencia de un exceso de substrato. Esta limitacién de la lipolisis se atribuye a la
acumulacion de acidos grasos libres (inhibidores de la reaccidn) en la interfase materia grasa
agua. Sin embargo, cuando se continua con la homogenizacién o agitacién, la interfase se ve
liberada de los &cidos grasos libres acumulados, facilitindose de nuevo la unidén enzima

substrato que conduce a una reanudacion temporal de lalipolisis.

1.4.3.- LIPOLISISMICROBIANA

Ademas de la lipasa enddgena, durante el amaceramiento en refrigeracion, se
desarrolla una microbiota psicrétrofa, que secreta lipasas con una mayor actividad que las
lipasas endocelulares. La produccion de lipasas exocelulares es Optima entre 20 y 21 °C. La

temperatura Optima para su actividad enzimatica es de 35 °C, aunque en la préctica estas
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lipasas permanecen activas a temperaturas muy bagjas, conservando ain algunos de estos
enzimas el 50% de su actividad a0 °C.

Las lipasas microbianas tienen una accién especifica sobre los triglicéridos de la leche
y no conducen necesariamente a la liberacién de los mismos écidos grasos que la lipasa
enddégena. Asi por gemplo, la lipasa de Pseudomonas fragi tiene preferencia en la hidrolisis
del &cido caprilico y la de Geotrichum candidum hidroliza preferentemente € acido oleico,

cualquiera que sea su posicion en € triglicérido.

1.5.- MICROORGANISMOS PRESENTESEN LA LECHE

La leche segregada por la mama, en condiciones normales, es estéril. Pero antes de
abandonar la ubre es infectada por bacterias que entran a través del canal del pezén, siendo
éstas normamente inofensivas y reducidas en nimero.

La leche, ademés de ser un medio nutritivo, es también un medio favorable para la
multiplicacion de microorganismos desde € punto de vista fisico. Ademés, a ser un producto
de origen animal, sujeto a una gran diversdad de métodos de produccién, se puede
contaminar con un amplio espectro de microorganismos.

Cuando la leche se enfria y se mantiene a temperaturas inferiores a 4 °C se previene
normalmente la multiplicacion de las bacterias, a menos en las primeras 24 horas, y la
microbiota es, por tanto, similar ala presente originalmente, tras el ordefio.

Iniciamente, la microbiota predominante consta de bacterias aerobias mesofilas y es
dificil detectar méas de un 10-20% de bacterias psicrotrofas. Sin embargo, con € transcurso
del tiempo en refrigeracion se produce una proliferacién de las mismas (Walker, 1988).
Inicialmente, la leche presenta una microbiota en bacterias psicrotrofas muy variada, pero a
medida que se prolonga la refrigeracion se produce un predominio del género Pseudomonas
que representa un 90%, y en especial P. fluorescens (Nufiez y col., 1984; Shelly y col., 1987).
También se encuentran bacterias Gram (+), en especial cocos, siendo los géneros mas
representativos Micrococcusy Streptococcus, |os cuaes pueden llegar a ser més del 10% de
toda la microbiota presente a 6 °C. El género Bacillus no es muy habitual por debajo de 5 °C,
aumentando sus aislamientos a més del 5% a partir de los 10 °C, si bien diversas cepas pueden
crecer a2 °C (Griffithsy Phillips, 1990).

Muchas bacterias pueden encontrarse de forma casual en la leche. Pueden vivir e

incluso reproducirse en €la, pero la leche es frecuentemente un medio de crecimiento
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inadecuado para €ellas. Algunas de estas bacterias mueren cuando compiten con especies que
encuentran este medio de cultivo més favorable.

L os grupos de bacterias presentes en la leche pueden dividirse en:

Bacterias acidolacticas. Pueden encontrarse en plantas, en los intestinos de los animales
y también en la leche. Son anaerobias facultativas. La mayor parte de ellas mueren por
calentamiento a 70 °C, aunque la temperatura letal para algunas es de 80 °C. Prefieren la
lactosa como fuente de carbono, fermentandola a &acido léactico. La capacidad

fermentativa varia de acuerdo con las especies.

Bacterias coliformes. Son anaerobias facultativas con una temperatura Optima de
crecimiento de 30-37 °C. Se encuentran en los intestinos, estiércol, suelo, aguas
contaminadas y plantas. Fermentan la lactosa produciendo acido lactico y otros &acidos
organicos, anhidrido carbénico e hidrogeno y descomponen las proteinas de la leche,
dando lugar a un olor y un sabor desagradables. Algunas bacterias coliformes también
causan mamitis, pudiendo causar serios problemas durante la fabricacion del queso,
ademas de provocar malos sabores y formacion de gas pueden causar € hinchamiento de
los mismos. El metabolismo de las bacterias coliformes cesa a pH justo por debajo de 6.
Esto explica su actividad en las primeras fases de la elaboracion del queso, antes de la
fermentacion de la lactosa. Las bacterias coliformes son destruidas por la pasteurizacion
HTST. Su determinacion es Util en los controles rutinarios de la calidad microbiolgica

en las industrias | &cteas.

Bacterias formador as de acido butirico. Comunes en la naturaleza, se las encuentra en
suelos, plantas, estiércal, etc., y llegan muy facilmente a la leche. Los piensos y ensilados
almacenados en condiciones defectuosas, pueden tener unos recuentos muy atos de
esporas de bacterias &cido-butiricas. En consecuencia, la leche puede ser infectada de
forma importante por microorganismos y esporas de este tipo. Las bacterias écido-
butiricas son del tipo anaerobio, forman esporas y tienen una temperatura éptima de
crecimiento a 37 °C. No se desarrollan bien en leche que contenga oxigeno, pero si lo
hacen en los quesos donde las condiciones anaerobias prevalecen sobre las demas. Estos
procesos fermentativos dan lugar a grandes cantidades de anhidrido carbonico, hidrégeno
y acido butirico. El queso presenta defectos de hinchamiento, con una textura irregular y

sabores extranos.
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Bacterias formadoras de acido propionico. Esta categoria de bacterias comprende un
numero variado de especies. Su temperatura Optima de crecimiento es de 30 °C, y varias
especies sobreviven a la pasteurizacion HTST. Los cultivos puros de estas bacterias se
utilizan junto con ciertos lactobacilos y lactococos en la fabricacion de los quesos
Emmental, Gruyére, Jarslberg, Grevéy Maasdam, en los que son responsables de la
formacion de ojos y contribuyen a su caracteristico sabor.

Bacterias de la putrefaccion. Son aguellas que producen enzimas proteoliticos. Los
productos de la proteolisis pueden llegar a aportar un aroma desagradable a degradarse
hasta amoniaco, que es muy volatil. Algunas de estas bacterias son psicrétrofas. Algunas
son utilizadas en procesos de elaboracién de productos lacteos, pero en general son
bacterias que pueden originar problemas. La categoria de las bacterias de la putrefaccién
comprende un gran nimero de especies, tanto cocos como bacilos, que crecen tanto en
medio aerobio como anaerobio. Contaminan la leche, procedentes del estiércol, piensos y
agua. Muchas de ellas, como es Pseudomonas fluorescens, se encuentran normal mente en
suelos y aguas contaminadas, ésta, produce lipasas y proteasas muy resistentes al calor.
Ademas de la lipasa, algunas bacterias de la putrefaccion no deseadas producen un tipo
de enzima similar a la renina, que puede coagular la leche sin acidificarla (coagulacion
dulce). Un tipico productor de gas es € Clostridium sporogenes, que puede producir, bajo
condiciones anaerocbias y en quesos particularmente procesados, poderosas

fermentaciones con malos olores.

1.6.- TRATAMIENTOS DE CONSERVACION DE LA LECHE

1.6.1.- TRATAMIENTOS TERMICOS

El tratamiento térmico es & proceso tecnoldgico mas frecuentemente aplicado para la
conservacion de laleche (Tabla 9).

Muchas centrales lecheras de gran tamario, y también pequefios granjeros, no pueden
pasteurizar toda la leche inmediatamente por 1o que aplican un tratamiento térmico suave de
63-65 °C durante 15-30 seg., llamado termizacion, para reducir momentdneamente la carga
microbiana hasta que se efectue el tratamiento térmico definitivo.

Por otro lado, la termizacién provoca la germinacion de las esporas, 1o que facilita la

destruccion de esos microorganismos en e tratamiento de pasteurizacion. Un inconveniente
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de latermizacion es €l posible crecimiento de microorganismos como Listeria monocytogenes
gue se desarrollan al resistir las temperaturas aplicadas y luego no encontrar competencia

microbiana.

Tabla 9: Tratamientos térmicos mas utilizados en las industrias |acteas

Tratamiento Temperatura (°C) Tiempo
Termizacion 63 - 65 15 - 30 seg
Pasteurizacion

dHTST 72- 75 15 - 20 seg

PLTLT 63 - 65 30 min

Ultra Pasteurizacion 125 - 138 2 - 4 seg
Esterilizacion

en envase 115- 120 20 - 30 min

CUHT 135 - 140 2- 4seg

2 High Temperature Sort Time.
P ow Temperatura Long Time
¢ Ultra High Temperature (directo o indirecto).

La pasteurizacion consiste en cualquier tratamiento térmico que asegure la destruccion

de Mycobacterium tuberculosis, sin afectar de manera importante a las propiedades fisicas y
quimicas de la leche. Tras € tratamiento de pasteurizacion se necesita un envasado higiénico,
para evitar recontaminaciones. Actuamente podemos encontrar dos grandes grupos de
tratamientos de pasteurizacion: altay bagja. La pasteurizacion baja se caracteriza por aplicar
combinaciones de temperatura y tiempo que inactivan € enzima fosfatasa alcalina, mientras
que las dtas, ademas de éste, inactivan la peroxidasa, que es més termoresistente (R.D.
1679/1994). En la actualidad se aplican diferentes tipos de pasteurizacion:

Pasteurizaciéon LTLT (Low Temperature Long Time), tratamientos de larga duracion

(30 min.) atemperaturas suaves (63 °C). Pasteurizacion baja.

Pasteurizacion HTST (High Temperature Short Time), combinaciones de altas

temperaturas (72-75 °C) durante tiempos cortos (15-20 seg.), estas combinaciones

variaran seguin la carga microbiana inicial de la leche. Pasteurizacion baja

Ultra Pasteurizacion, suele aplicarse cuando, por algin motivo, se necesita prolongar la

vida Util del producto. Consiste en combinaciones de 125-138 °C durante 2-4 seg.

También se aplica como tratamiento de preesterilizacion antes del envasado para

posterior esterilizacién en autoclave o torre. Pasteurizacion alta.
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Otro tratamiento térmico habitual aplicado ala leche son los tratamientos de esterilizacion:

Tratamientos UHT (Ultra High Temperature), proceso que consiste en combinaciones
de temperatura entre 135-140 °C durante periodos muy cortos 2-4 seg. Esta técnica
requiere de un posterior envasado aséptico. Este proceso se puede aplicar a la leche de
forma directa o indirecta. El tratamiento de UHT directo, consiste en la inyeccion de
vapor directamente en la leche, seguido de una parcial evaporacion y enfriamiento por
expansion bajo vacio, mientras que en e tratamiento de UHT indirecto, €l intercambio
térmico se realiza mediante intercambiadores de placas o tubulares.

Esterilizacion en el envase, tras un precalentamiento de la leche a unos 80 °C, ésta se
envasa (normalmente en botellas de vidrio o plastico) y aln caliente se lleva a autoclaves
discontinuos 0 a una torre de presion hidrostéica en continuo, donde alcanzan
temperaturas de 115-120 °C durante 20-30 min.

1.6.2.- NUEVAS TECNOLOGIAS

En las Ultimas décadas se ha producido un incremento en e desarrollo de nuevas

tecnologias para la conservacion y obtencion de alimentos, como consecuencia del creciente

interés de las industrias alimentarias en la innovacion tecnologica. Por otra parte, e aumento

en la demanda, por parte de los consumidores, de productos de alta calidad, con caracteristicas

organolépticas y nutritivas similares a los productos frescos o naturales, con e minimo riesgo

sanitario, ha contribuido en gran medida al estudio y desarrollo de estas nuevas tecnologias.
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1.6.2.1.- Tratamientos con efecto térmico

Infusion altamente calorifica. Consiste en combinar tratamientos térmicos directos
(infusién de vapor) e indirectos (intercambiadores), consiguiendo leches de mejor calidad
con bajos niveles de lactulosa, mejor estabilidad proteica, mayor destruccion microbiana
(en especiad de esporulados) y cierto ahorro energético (De Jong y col., 1994; Jensen,
1996).

Ohmnizacion. Esta tecnologia se basa en e paso de corriente eléctrica a través de los
alimentos, los cuales ofrecen una resistencia a su paso, produciendo un incremento de

temperatura. Asi, los aimentos se calientan hasta conseguir €l efecto térmico esperado.
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Es un proceso muy Util para € tratamiento de liguidos muy viscosos 0 con particulas
solidas en suspension (Fryer, 1995; Larkin y Spinak, 1996).

M ano-ter mo-sonicacion. En realidad, este proceso consiste en la combinacion de tres
tratamientos fisicos; la utilizacion de presion (hasta 1 MPa), alta temperatura (hasta 140
°C) y ultrasonidos (hasta 340 W, 145 mm) (Sala 'y col., 1995). Estos Ultimos provocan
ciclos de expansion y compresion en e liquido tratado, dando lugar a cavitaciones, que es
la principal causa que se atribuye a la destruccion microbiana por rotura mecénica de la
membrana bacteriana (Earnshaw y col., 1995; Salay cal., 1995).

Microondas. Las microondas entre 300 MHz y 300 GHz, provocan friccion molecular
por los cambios aternos en la orientacion de las mismas, 1o que conduce a un incremento
de la temperatura del alimento. La destruccién microbiana y otras consecuencias de las

microondas son debidas al efecto térmico (Villamie y col., 1997)

1.6.2.2.- Tratamientos sin efecto térmico

La busgueda de alternativas a los tratamientos térmicos, ha sido motivada por €
conocimiento de las perdidas de valor nutritivo y cambios en las caracteristicas organol épticas
gue sufren los alimentos cuando se someten a este tipo de tratamientos. Esto ha forzado el
estudio y desarrollo de nuevas tecnologias con e objetivo de asegurar la calidad
microbiolOgica, asi como, también e valor nutritivo y las caracteristicas organol épticas de los

alimentos.
Alta presion hidrostética. Objeto de este trabgjo, sera tratada en el apartado 1.7.

Irradiacion. Proceso que consiste en aplicar radiacion ionizante a los alimentos de una
forma controlada, ya que legamente e limite méximo de radiacion a que puede ser
expuesto un aimento es de 10 KGy (muy inferior al nivel necesario para producir
problemas de salud o nutricionales). Actualmente, aunque parece seguro, carece de la
aceptacion de los consumidores, al verse asociado a todo lo que conlleva la palabra
nuclear (Olson, 1998; Sendray col., 1996).

Microfiltracion. Los alimentos liquidos son forzados a pasar a través de unas membranas
con poros que oscilan entre 0.1 y 10 nm en funcion del objetivo perseguido: retener
particulas 0 microorganismos. Un problema para tratar la leche por microfiltracion es la
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presencia de glébulos grasos, que deben ser separados con anterioridad para no provocar
la colmatacion de las membranas. Ademas, segin Glaeser (1996), éste tratamiento no es

totalmente eficaz y no puede considerarse microbiol gicamente seguro.

Pulsos eléctricos de alto voltaje. Consiste en la aplicacion de un campo eléctrico de ato
voltgje (5-70 KV/cm) durante tiempos muy cortos (ms-ms) sobre un alimento liquido.
Causa un peguefio incremento de la temperatura, dando lugar a la formacion de radicales
libres y aumento de la permeabilidad en las membranas, siendo ésta, la principa causa de
la destrucciéon microbiana (Barsotti y Cheftel, 1999; Sitzmann, 1995).

Pulsos luminosos de alta intensidad. Se trata de una tecnologia que consiste en aplicar
pulsos luminosos (25% ultravioleta, 45% visible y 30% infrarrojo) de intensidades muy
dtas y longitudes de onda entre 200 y 1100 nm en la superficie de los aimentos.
Producen una reduccién bacteriana considerable, prolongando la vida comercial del
producto, sin apenas alterar las caracteristicas organolépticas y nutritivas de éstos (Dunn,
1996; Dunny col., 1995).

1.7- LASALTAS PRESIONES HIDROSTATICAS

Los fendmenos de presurizacion vienen regidos por dos principios fundamentales. El
primero, € principio de la isostética, establece que los cambios de presiéon son précticamente
instantaneos y uniformes, independientemente del volumen y geometria de la muestra. El
segundo, € principio de Le Chatelier, €l cua postula que todo fendmeno que va acompariado
de una disminucion de volumen se ve favorecido por la presién y viceversa (Mozhaev y col.,
1994).

Los cambios de volumen que pueden tener lugar en un proceso quimico, pueden

calcularse a partir de la constante de equilibrio, segn la ecuacion siguiente:

(dInK/d Py =-(DV/RT)
donde DV es el cambio de volumen (ml, mol'?), K es la constante de equilibrio, P esla presion
(0.1 MPa @1 atm), T es latemperatura (° kelvin) y R es la constante de los gases (82 ml, atm,
molt, o kelvin?).
Lo expuesto anteriormente puede conducir a modificaciones en las moléculas de los
sistemas bioguimicos cuando sobre ellas actlan las dtas presiones. Asi los enlaces

covalentes, debido a su bagja comprensibilidad, no se ven alterados a presiones inferiores de
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1000 MPa, por lo que la estructura primaria de las proteinas no se modifica (Mozahaev y cal.,
1994; Gross y Jaenicke, 1994). La alteracion de las interacciones electrostaticas dependera
de la disposicién de las cargas idnicas, asi como de su signo. En generdl, las altas presiones
favorecen este tipo de interaccion si los grupos ionizados de signos opuestos se encuentran
solvatados, mientras que una deshidratacion de los grupos ionizados, las dificultara (Mozhaev
y col., 1994). En generd, las interacciones hidrofdbicas se ven desfavorecidas por €l
incremento de presion, ya que requieren un aumento de volumen (Mozhaev y col., 1994),
aungue algunos autores han observado un incremento de éstas a determinadas presiones
(Ohmiya y col., 1989). Por otra parte, e establecimiento de interacciones puentes de
hidr 6geno parece que varian notablemente en funcién de la presion que se instaura. Segun
estudios de Gross y Jaenicke (1994) y Mozhaev y col. (1994), los puentes de hidrégeno
apenas se ven afectados por las altas presiones. Sin embargo, otros estudios realizados por
Smeéller y col. (1995) y Tauscher (1995), concluyen que € incremento de la presion favorece
y afianza este tipo de interacciones, ya que las estructuras quimicas afectadas se encuentran

mas préximas para interaccionar.

1.7.1.- EFECTO SOBRE LOS COMPONENTESDE LOSALIMENTOS

Agua

Las propiedades fisicoguimicas del agua se ven modificadas bajo los efectos de la
presién. Gran parte de los alimentos que consumimos estan compuestos en su mayoria por
agua, por lo que los cambios que tienen lugar en € agua bgo las atas presione seran
extrapolables a los alimentos ricos en ésta.

Al contrario que los gases, los liquidos como € agua y los aceites son poco
compresibles. A modo de jemplo, segin Tsiklis (1968), e agua experimenta reducciones de
3.7, 6.7, y 11.1% de su volumen a las presiones de 100, 200, y 400 MPa, respectivamente, a
50 °C (Tabla 10).

Ladisociacién del aguay de los é&cidos y bases débiles se ve favorecida por la presion,
asi pues, pueden producirse cambios en € pH (a 100 MPay 25 °C & DpH = -0.73) (Cheftel,
1995). Aunque & fendmeno es reversible cuando se restablece la presion atmosférica, estos
cambios de pH podrian ser suficientes para provocar modificaciones que condujeran a
cambios importantes como desnaturalizacion proteica, inactivacion microbiana, etc. La

compresion adiabatica del agua produce un incremento moderado de la temperatura (2 a 3 °C
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por cada 100 MPa), que a su vez depende de la temperatura inicial y de la velocidad de
compresion del agua (Makita 'y col., 1991). Por otra parte, los cambios de estado del agua
también se ven afectados, en especial la cristalizacion y fusion. Segun el diagrama de fases
del agua (Figura 1), ésta permanece liquida incluso a temperaturas bajo cero (-22 °C, 210
MPa) (Kalichevsky y coal., 1995). Esto se explica ya que la presién impide e aumento de
volumen que requiere la formacion de cristales de hielo del tipo I, aunque hay otro tipo de
cristales, de los tipos Il a IX. La formacion de estos Ultimos, debido a sus densidades
(mayores que la del tipo I) y estructura molecular, se ve favorecida con la presion, ademas, los
cristales del tipo VI y VII se forman incluso a temperatura ambiente (Deuchi y Hayashi, 1991,
Cheftel y col., 2000). Este efecto podria aprovecharse para someter materiales biolégicos y
alimentos a temperaturas subcero, desde 0 a -20 °C, sin la formacidn de cristales de hielo

(Cheftel y cal., 2000).
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Figura 1: Transiciones de fase del agua bajo presion. Diferentes

estados de hielo I-1X (Kalichevsky y col., 1995).
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Tabla 10: Compresibilidad del agua pura a diferentes presionesy temperaturas

Presion (M Pa) 0°C 50 °C 95 °C
0.1 20 0 0
100 4.3 3.7 3.9
200 7.5 6.7 7.1
400 12.1 11.1 11.6
800 - - 16.9 17.5
1000 - - 19 19.7

2 Porcentaje (%) de compresibilidad.
Fuente Tsklis (1968).

Proteinas

Se han realizado numerosos estudios sobre |os efectos de la presion en la estructura 'y
las propiedades funcionales de las proteinas (Cheftel, 1995; Grossy Jaenicke, 1994; Mozhaev
y col., 1994). En ellos se concluye, de forma general, que las modificaciones de las proteinas
se deben a cambios en las interacciones intra e intermoleculares entre grupos funcionales de
los aminoacidos. Ohmiyay col. (1989) resaltan efectos como € aumento de las interacciones
hidrofobicas a presiones de 300-400 MPa, debido a la alta compresibilidad del agua libre
comparada con la de los puentes de hidrégeno. Por otra parte, los grupos sulfidrilo pueden
oxidarse dando lugar a puentes disulfuro en presencia de oxigeno, aunque en muchos casos
parece que este tipo de enlaces son los responsables de mantener la estructura de algunas
proteinas debido a su gran estabilidad frente a la presion (Balny y Masson, 1993). En general,
la aplicacion de presiones superiores a 100-200 MPa a temperatura ambiente, provocan la
disociacion de macroestructuras en subunidades, asi como, €l despliegue y desnaturalizacion
de estructuras monoméricas, probablemente debido a debilitamiento de las interacciones
hidrofobicas y la separacion de los puentes salinos inter o intramoleculares, segin el caso. Por
otra parte, cuando la presién y concentracion proteica es elevada, las interacciones antes
mencionadas, causadas por las altas presiones, conducen a agregaciones y gelificaciones de
los sistemas hiologicos. En general, los efectos que sufren las estructuras terciaria y
cuaternaria de las proteinas pueden ser reversibles, aunque dependiendo de factores como la
temperatura, pH y otros, pueden tener lugar de forma irreversible (Cheftel, 1995; Heremans,
1995).

A pesar de los aspectos generales mencionados anteriormente, existen otros factores,

como la temperaturay composicion del medio, que pueden hacer variar considerablemente los
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resultados de la aplicacion de las altas presiones (Kunugi y Tanaka, 1997; Van Camp y col.,
1997).

En laleche, los fendmenos gque ocurren en las caseinas se deben a cambios producidos
en la estructura micelar y las consecuencias que de ellos se derivan. Diversos estudios
(Gaucheron y col., 1997; Gill y col., 1997b; Law y col., 1998) muestran que la leche, a ser
sometida a presion, sufre variaciones en el tamafio micelar. Asi, presiones inferiores a 200
MPa apenas lo dteran, y entre 200 y 400 MPa se produce una parcia disgregacion de la
micela, aunque dependiendo de la temperatura de tratamiento puede producirse una
reagregacion. Presiones superiores a 400 MPa conducen a una desintegracion micelar muy
acusada, lo que provoca un incremento de la transmitancia de la leche (Payens y Heremans,
1969), un aumento de la caseina soluble en e suero (Law y col., 1998), asi como un
incremento en la relaciéon superficie-volumen, que facilita las interacciones de las caseinas
con otras sustancias del medio. Ademés, los parametros de coagulacion y firmeza de las
cugjadas procedentes de leches presurizadas, también se ven modificados (Ferragut y Needs,
1997; Gill y cal., 1997a).

Existen numerosos estudios (Felipe y Law, 1997; Felipe y col., 1997; Galazka y col.,
1997) que evidencian diferencias de patrones de desnaturalizacion proteica entre los
tratamientos térmicos y |os de alta presion. Esto se ha puesto de manifiesto en las principales
proteinas séricas, siendo la b-lactoglobulina (b-Lg), la proteina que mayor sensibilidad
muestra a este tipo de tratamientos. En funcién de la presion, la b-Lg experimenta disociacién
del dimero, por lo que & mondmero es susceptible de establecer nuevas interacciones. Asi,
éstas pueden tener lugar con la superficie de las micelas de caseina, puede producirse
agregados entre varios mondmeros de b-Lg, también puede darse la interaccion con otros
compuestos como glucidos, o incluso se puede restablecer la estructura origina del dimero
(lametti y col., 1997).

Dependiendo de los intervalos de presién aplicados, se han observado modificaciones
en las propiedades funcionales de la b-Lg, como son la capacidad espumante y estabilidad de
las espumas formadas, asi como de la capacidad emulsionante (Pittiay col., 1996; Johnston y
col., 1997). Estas modificaciones presentan buenas perspectivas de aplicacion en la mejora de
la calidad de aimentos y en la elaboracién de nuevos productos. Otra posible utilidad, seriala
aplicacion de tratamientos de altas presiones para obtener calostros o leches maternas
higiénicas, ya que e calor desnaturaliza fécilmente las immunoglobulinas (I1g) (Law, 1995),

mientras que con tratamientos de altas presiones se mantienen estables (Felipe 'y cal., 1997).
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Lipidos

Diversos trabgjos realizados en distintos alimentos (Buchheim y col., 1996; Cheftdl,
1995; Dumay y col., 1996), ponen de manifiesto que la aplicacion de las dtas presiones
provocan € aumento del punto de fusion de los lipidos, entre 10 y 15 °C por cada 100 MPa,
aunque este fendbmeno ocurre de forma reversible. En consecuencia las dtas presiones
favorecen la cristalizacion de los lipidos. Esta cristalizacion da lugar a la formaciéon de
estructuras mas densas y estables que presentan un estado energético inferior. Por otro lado,
mientras que en condiciones normales, a presion atmosférica, la temperatura de fusion de los
lipidos depende de la longitud de la cadena hidrocarbonada, ésta no influye bajo condiciones
de presién (Heremans, 1995). Este fendmeno podria aprovecharse para la mejora de la
estabilidad de aimentos grasos como la crema de cacao y chocolates, productos
farmacéuticos y grasas cosméticas (Cheftel, 1992).

Un aspecto de gran interés es € relacionado con la cristalizacion de los fosfolipidos de
las membranas biolégicas, ya que este efecto es responsable de la inactivacion de ciertos
microorganismos (Heremans, 1992; Kanno y Uchimura, 1997).

Respecto a la degradacién de los lipidos, parece que la ata presién incrementa la
sensibilidad de éstos a la oxidacion a igual que ocurre con € calor. Esto podria ser debido a
la liberacion de algunos metales, como el hierro, durante la desnaturalizacién de proteinas
como la globina de la hemoglobina y mioglobina (Angsupanich y Ledwad, 1998; Cheah y
Ledwad, 1996).

Hidratos de carbono

Diferentes estudios realizados, ponen de manifiesto que los tratamientos de altas
presiones apenas afectan a los hidratos de carbono de bajo peso molecular, pero si se ven
dteradas las caracteristicas de gelificacion de los polisacaridos como € amidén,
carragenatos, pectinas, etc (Cheftel, 1992). Asi, la aplicacion de altas presiones a temperatura
ambiente y baja temperatura pueden dar lugar a geles sin un tratamiento térmico previo
(Hayashi y Hayashida, 1989). En funcién de la presion, temperaturay composicion del medio
se pueden obtener geles con una elasticidad, brillo, textura, firmezay capacidad de retencion
de agua diferentes a los obtenidos mediante tratamientos térmicos (Gustin y col., 1997;
Rubens y col., 1997). Una posible aplicacion, resultaria de aplicar las atas presiones a
polisacéridos para aumentar su accesibilidad frente alos enzimas (Miyamay col., 1992).

Respecto a la lactosa, los tratamientos térmicos pueden dar lugar a la isomerizacion a

lactulosa, asi como promover la reaccion con las proteinas de la leche (reaccidn de Maillard)
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provocando una disminucién del valor nutritivo y un aumento de la alergenicidad de ciertas
proteinas lacteas. En leches tratadas por ata presion no se ha detectado la formacion de
lactulosa, por 10 que en este aspecto, la presurizacion de éstas también constituye una ventaja

(L6pez-Fandifio y col., 1996).

Enzimas
Dada su naturaleza proteica, las modificaciones de las actividades enziméticas pueden

resumirse en |os siguientes aspectos.
El efecto de la presion puede ser reversible o irreversible y parcia o total,
dependiendo del enzima, presion, temperatura 'y tiempo del tratamiento (Ogawa y
col., 1990; Okamoto y col., 1991).
La actividad enzimdtica puede verse incrementada o inhibida por la presion
dependiendo de si dicha reaccién conlleva un aumento o disminucion del volumen
(Asakay Hayashi, 1991).
Los substratos macromoleculares, tales como proteinas, amidones, etc., pueden
modificarse por la presién, o que puede suponer mayor o menor accesibilidad a
los lugares de anclgje enziméticos por simple aproximacion fisica (Cheftel, 1995).
El efecto mecanico de la presién sobre las membranas celulares de los tejidos o
microorganismos, puede dar lugar a la sdlida de enzimas intracelulares,
incrementandose su concentracion y posibilidad de reaccion con los substratos
(Ohmori y coal., 1991 y 1992).

Vitaminas
Faltan alin més estudios que demuestren los efectos de las atas presiones sobre cada
unade las vitaminas en cada alimento en particular, pero alin asi, parece que, a contrario de
lo que pasa en los tratamientos térmicos, las vitaminas son mas resistentes a la presion. Este
fendmeno es una de las caracteristicas que mas interés puede generar en los consumidores, y

por tanto, de gran expectativa para las industrias (Kbel y col., 1997; Taoukisy col., 1998).

Equilibrio mineral
Ya se ha comentado anteriormente que € incremento de la presion produce un
aumento de la disgregacion micelar. Este fendmeno contribuye al aumento del calcio y
fosforo iénico, debido a aumento de la solubilidad de los complejos de calcio y fosforo

coloidales, ligados a la micela. Por otro lado, dependiendo de la intensidad del tratamiento de

28



Introduccioén

alta presion, estos desequilibrios minerales podrian ser reversibles. Respecto a las variaciones
del pH, la mayoria de los autores que han estudiado este aspecto (Leey col., 1996; Schrader y
Buchheim, 1995; Schrader y Buchheim, 1997) no encontraron diferencias significativas
respecto alos controles.

1.7.2.- EFECTO SOBRE LA MICROBIOTA

Células vegetativas
Los mecanismos de inactivacion bacteriana mediante las atas presiones podrian
dividirse en cuatro grandes grupos:

Cambios en la morfologia celular. Se ha podido describir diferentes cambios
morfolbgicos en las bacterias y sus estructuras internas, tales como, alargamiento
de las bacterias, compresién de las vacuolas de gas, modificaciones en las
estructuras reticulares del citoplasma, descenso del nimero de ribosomas,
aparicion de poros en la membrana del nlcleo (en levaduras), separacion de la
doble capa lipidica de la membrana celular, asi como de la pared celular, y salida
de material intracelular a exterior (Knorr, 1995; Shimaday col., 1993).
M odificaciones en las r eacciones bioguimicas. Desnaturalizacion de proteinas y
enzimas causando la inactivacion de moléculas clave para la supervivencia de los
microorganismos. Estos se ven afectados de igua forma que las proteinas y
enzimas de los compuestos alimentarios (inactivaciones parciales-totales y
reversibles-irreversibles). También ha sido observado por diferentes autores
fenébmenos tales como, la inactivacion de la H'-ATPasa de las membranas y
vacuolas celulares; inactivaciones de la Na'-K*-ATPasa y Ca'>-ATPasa de la
membrana celular; e inhibicién de la biosintesis proteica por disociacion de los
ribosomas (Abey Horikoshi, 1997; Smelt, 1998).
Interferencias en los mecanismos genéticos. A diferencia de las proteinas, los
acidos nucleicos son mas resistentes a la presion, probablemente por € gran
nimero de puentes de hidrogeno intramoleculares que presenta la molécula del
ADN, pudiendo conservar la estructura nativa del ADN con tratamientos de 1000
MPa a 40 °C durante 1 hora (Hoover y col., 1989). Sin embargo, diferentes
estudios muestran que ocurren alteraciones en la estructura del ADN, ya que
aparecen zonas fibrilares y més densas. La aplicacion de la ata presion también le

afecta por inactivacion de ciertos enzimas encargados de reparar el ADN y ARN,
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en la transcripcion, traduccion y trandacion (Chilton y col., 1997; Isaacs y col.,
1995).

Efectos en la membrana y pared celular. En generd, las altas presiones
provocan un malfuncionamiento de la membrana por alteraciones en su
permeabilidad. Las modificaciones producidas son debidas a desnaturalizaciones
de proteinas de la membrana y enzimas clave como la Na-K*-ATPasa
(MacDonald, 1992; Smelt, 1993). Otro factor que afecta a la permeabilidad de la
membrana, es su composicién propiamente dicha. Asi, las membranas mas rigidas
son mas susceptibles a la presion. Por otro lado, segin la composicion de acidos
grasos de los fosfolipidos de la membrana, ésta puede presentar unas condiciones
de crigtalizacion determinadas que podria facilitar la formacion de cristales
produciendo pequefias fisuras, que serian las responsables del intercambio de
sustancias entre € interior y exterior de la célula, con el consecuente dafio celular.
(Ludwig y Schreck, 1997; Russell y cal., 1995).

Otros factores que intervienen en la supervivencia de los microorganismos tratados

con altas presiones son:
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Tipo de microorganismo. Por lo general, se acepta que los microorganismos
Gram (+) son mas resistentes que los Gram (-), los hongos filamentosos y las
levaduras se inactivan muy facilmente, y las formas vegetativas son més sensibles
gue las formas esporuladas. A su vez, la morfologia parece desempefiar un papel
importante, siendo las formas esféricas las més resistentes, las formas intermedias
coco-bacilos cortos presentan sensibilidad variable y las formas de bacilo son las
mas sensibles a la presion. Otra observacion, no menos importante, es que los
microorganismos con igual caracteristica de Gram e igua o similar morfologia,
pero de especies diferentes, presentan diferentes sensibilidades a la presion
(Patterson y Kilpatrick, 1998; Patterson y col., 1995; Trujilloy col., 1997).
Seleccion natural deresistentes mediante ciclos sucesivos. La resistencia de los
microorganismos puede ser diferente i se trata de cepas que han sido presurizadas
anteriormente y sobrevivieron, ya que mediante un mecanismo de seleccion
natural de las cepas resistentes (mutantes) se podrian obtener cepas muy
resistentes a las atas presiones (Fuji y col., 1997; Hauben y col., 1997).

Estado fisiologico de los microorganismos. Los microorganismos cuando se

encuentran en la fase de crecimiento son més sensibles a los tratamientos de ata
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presién que en la fase estacionaria, de forma que podrian coexistir en un mismo
medio microorganismos en diferentes fases de crecimiento, pudiéndose obtener
diferentes cinéticas y valores de destruccién a presurizar (Earnshaw, 1995;
Mackey y cal., 1995).

Combinaciones del tratamiento de alta presiéon (P, T2 t). Podrian estudiarse
como afectan per se las variables que intervienen en e proceso de presurizacion
(presion, temperatura y tiempo), sobre la inactivacion bacteriana, aungue
realmente, es la combinacion de éstas la que determina € efecto final en los
mi croorgani Smos.

Asi pues, generdlizando, a medida que se incrementa la presién hay un
aumento de la destruccion bacteriana, aunque en algunas poblaciones en donde se
producen mutaciones (bacterias barorresistentes), a partir de una determinada
magnitud de presion no se observa mayor inactivacion.

Respecto a la temperatura del tratamiento, se observan fendmenos muy
interesantes, ya que presurizaciones a bajas temperaturas, incluso subcero, pueden
producir reducciones bacterianas de igual magnitud que a moderada y atas
temperaturas. Asi pues, norma mente la inactivacién bacteriana no sigue cinéticas
de primer orden respecto a la temperatura.

En cuanto al tiempo de aplicacién, al igua que ocurre con la presion, por lo
general, a medida que se incrementa éste, se produce mayor inactivacion
bacteriana. Sin embargo, parece constatarse que la méxima eficacia se encuentra
entre los primeros 20 minutos de tratamiento, a partir de los cuales, € efecto del
tiempo es cada vez menor.

Factores como €l nimero de tratamientos, € tipo de tratamiento (en continuo o
en ciclos) y la velocidad de presurizacion y despresurizacion, también
desempefian un papel importante en la destruccién bacteriana.

Diferentes estudios corroboran los fendmenos anteriormente expuestos
(Capellas y col., 1996; Cheftel y Culioli, 1997; Ponce y col., 1998; Sojka y
Ludwig, 1994).

La composicion del medio. Numerosos estudios han tratado de averiguar el
efecto que provoca € tipo y concentracion de los diferentes componentes que
podemos encontrar en los alimentos. Seria dificil generalizar s un componente
gjerce proteccion, o por € contrario, aumenta la destruccion bacteriana bajo
presion, ya que dependiendo de su concentracion, podria actuar de una forma u
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otra. Junto con la composicién, € efecto de la modificacion del pH del medio,
parece tener un efecto letal importante para los microorganismos. Ademas de la
composiciéon y del pH del alimento, diversos autores han remarcado € efecto que
gierce la estructura del aimento sobre la inactivacion bacteriana (Oxen y Knorr,
1993; Popper y Knorr, 1990; Simpson y Gilmour, 1997).

Esporas bacterianas

Al igua que las células vegetativas, la sensibilidad de las esporas varia enormemente
en funcion de la cepa bacteriana 'y € resto de factores que influyen a las formas vegetativas.
Sin embargo, las esporas son més resistentes, ya que pueden sobrevivir a presiones de 1000
M Pa cuando |a temperatura del tratamiento no superalos 45-50 °C (Gould, 1995).

Debido a la dificutad que conlleva inactivar formas esporuladas, diversos autores
propusieron utilizar tratamientos especificos de presurizacion con bajas presiones durante
largos periodos de tiempo, para provocar la germinaciéon de las esporas y, seguidamente,
aplicar un tratamiento de altas presiones corto pero intenso, para inactivar las formas
vegetativas germinadas. También la combinacion de ciertas sustancias como CaCh o etanol, o
la aplicacion que temperaturas elevadas en los tratamientos de alta presion, parecen bastante
efectivas para inactivar las formas vegetativas 0 en su defecto las esporas (Capellas, 1998;
Heinz y Knorr, 1998; Holtersy col., 1997; Wuytack y col., 1997).

Virus

Los virus, por lo general, presentan una resistencia muy elevada a los tratamientos de
dta presion. A presiones entre 600 y 1600 MPa se han observado alteraciones en las
estructuras virales (Silva'y Weber, 1988). Sin embargo, otros tipos de virus mas complegos,
gue necesitan de una cubierta 0 alguna estructura proteica para sobrevivir, se han podido
inactivar, total o parcialmente, a presiones inferiores (Butz y col., 1992; Da Poian y cal.,
1993). Ciertos estudios han mostrado que se pueden obtener vacunas a partir de los virus con
cubiertas que han sido tratados por atas presiones. Al presurizar se disminuye o elimina su
infectividad, pero conservan su potencial immunoldgico, 10 que permite elaborar vacunas
(Pontesy cal., 1997; Silvay cal., 1992).
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Parasitos
Tratamientos de altas presiones moderados, entre 100 y 200 MPa, a temperaturas
ambiente y tiempos relativamente cortos (10-20 min.), han conseguido inactivar diferentes
parésitos presentes en los alimentos, tales como huevos de mosca de la fruta (Ceratitis
capitata), larvas de Trichinella spiralis en musculos infectados, asi como tenias y trematodos
(Butz y Tauscher, 1995; Ohnishi y col., 1993).

1.7.3.- TECNOLOGIA Y EQUIPOS

Los equipos de atas presiones normamente se componen de un recipiente o cilindro
donde se aloja €l alimento mientras se esta presurizando, un sistema de bombas o generadores
de presion, un sistema de regulacion de la temperatura del tratamiento y adicionalmente,
algunos equipos incorporan un sistema de cargay recogida aséptica del alimento (Figura 2).

El recipiente de presurizacion, generalmente cilindrico, puede tener combinaciones de
diametros y alturas muy variadas. Esta fabricado de materiales muy resistentes a la presion,
cuyo grosor depende del volumen y de la presion méxima que alcance e equipo. Hoy en dia,
uno de los puntos criticos de estos equipos son los sistemas de cierre, ya que al igua que €
recipiente, deben soportar elevadas presiones y a existir una zona de discontinuidad de
materiales, necesita de complgas combinaciones de juntas que se adapten y cierren
perfectamente a tan atas presiones. Principalmente se fabrican tres tipos de cierre: cierre de
rosca, los cuales son de aperturay cierre rapidos, ideales cuando se necesita procesar muestras
frecuentemente con tiempos cortos, aunque son caros, cierre continuo, que son mas
€conomicos pero requieren mas tiempo para su apertura 'y cierre; cierre de tambor, los cuaes
ocupan méas espacio que los anteriores, son lentos a actuar y més caros, solo se utilizan
cuando por motivos técnicos no se pueden utilizar los sistemas de cierre anteriores (Mertens,
1995).

En funcién de los sistemas de generaciéon de presion, podemos contar con sistemas
directos e indirectos. En los sistemas directos el generador de presion se halla en € interior
del recinto de presion. Son poco utilizados debido a desgaste que sufren las superficies de
contacto. En los sistemas indirectos € generador de presion se hala fuera del recinto de
presion, siendo e fluido transmisor de la misma, agua en combinacion de pequefias
cantidades de aceite lubricante (para las partes méviles) y de anticongelantes a proporciones
variables para poder trabgjar a temperaturas bajo cero. A su vez, estos sistemas pueden ser

discontinuos o semicontinuos. En los sistemas discontinuos, el aimento liquido o solido debe
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estar envasado para no mezclarse con € fluido transmisor de presion en € cilindro, ya que
ambos se halan en un Unico compartimento. En los sistemas semicontinuos, solo para
liquidos, no se necesita envasar previamente, ya que en € interior del cilindro coexisten dos
compartimentos, uno para € fluido transmisor de presion y otro para € aimento, separados
por un piston flotante que mediante un juego de vavulas y contrapresiones se capta €
alimento, se presuriza 'y se expulsa del cilindro. En estos sistemas, € alimento tras ser tratado
debe envasarse 0 conservarse de forma aséptica para prevenir recontaminaciones (Mertens,
1995).

El control de la temperatura en estos equipos es hecesario para poder presurizar a
temperaturas diferentes de la ambiente, y asi poder contrarrestar los efectos del aumento de
temperatura adiabatica por la presion y para mantener constante la temperatura durante todo €
proceso de presurizacion. Hay sistemas externos de regulacion de temperatura, que calientan
o refrigeran un fluido transmisor que circula alrededor del cilindro; también pueden haber
resistencias eléctricas que calientan directamente la pared del cilindro, estos son sistemas
baratos y practicos solo si no se realizan muchos cambios de temperatura en cortos plazos ya
gue son lentos. Los sistemas de regulacion de temperatura internos, a igual que los externos,
calientan o refrigeran un fluido transmisor, aunque éste circula por € interior del cilindro o a
través del interior de una camisa en forma de serpentin, son sistemas mas caros pero tienen
mayor eficacia ala horade regular y alcanzar la temperatura deseada (Mertens, 1995).

Como complemento a los equipos discontinuos, cabe destacar que € tipo de envase a
utilizar debe tener un sistema de cierre hermético y han de tener la capacidad de ser envases
flexibles para poder absorber la deformacion que sufren al comprimirse los alimentos bajo
presion. Otro aspecto atener en cuentay que actualmente esta en estudio es que € material de
los envases no sufra migraciones de sus componentes a alimento y que no pierda
caracteristicas tales como la permeabilidad a oxigeno, vapor, etc., durante y después de la

presurizacion (Mertens, 1993).

1.7.4.- ANTECEDENTESEN LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Desde la década de los 80, se han realizado numerosos edudios de forma sistemética,
a medida gque diferentes programas de investigacion han financiado estos estudios en todo €l
mundo.

El principal objetivo del estudio en la aplicacion de las atas presiones, ha sido sin

duda, conseguir alimentos que no entrafien ningun riesgo para la salud desde €l punto de vista
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higiénico-sanitario. De ahi, que hayan sido numerosos los estudios de inactivacién
microbiana.

Styles y col. (1991), mostraron la destruccion de patdgenos como Listeria
monocytogenes en leche cruda y UHT, consiguiendo reducciones de hasta 5 y 6 unidades
logaritmicas. Isaacs y col. (1995) estudio la destruccién que sufria Escherichia coli en leche
cruda. Patterson y col. (1995) observaron un cierto efecto protector de la leche UHT frente a
soluciones tampédn fosfato pH 7, con microorganismos como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Saphylococcus aureus. Loépez-Fandifio y col. (1996) observaron
considerables reducciones de la microbiota psicrétrofa (a 400 MPa) en leche cruda, mientras
gue en las bacterias aerobias mesofilas la inactivacion fue considerablemente inferior en
condiciones similares. Mussa 'y Ramaswamy (1996) consiguieron prolongar la vida Util de la
leche tras ser sometida a presiones entre 200 y 400 MPa, reduciendo su microbiota natural
con minimos cambios en color y viscosidad. En leche de cabra entera 'y cruda, Trujillo y col.
(1999) obtuvieron unos resultados, de recuentos totales y enterobacterias, parecidos a los
recuentos en una leche pasteurizada, cuando ésta es sometida a tratamientos de 500 MPa a 20
°C durante 15 min. Otros estudios realizados en leche de vaca, en los que también se
obtuvieron reducciones importantes de la microbiota, son los realizados por Rademacher y
Kesder (1997) y Sionneau y col. (1997).

Tonello y col. (1992) trabagjaron con calostro bovino entero y desnatado obteniendo
considerables reducciones de la microbiota aerobia mesdfila y coliformes totales, ademas
observaron un cierto efecto baroprotector del calostro entero. Raffalli y col. (1994) estudiaron
la inactivacion de Listeria innocua en nata liquida (35% materia grasa), obteniendo
reducciones de entre 2 y 4 unidades logaritmicas. Tanaka y Hatanaka (1992 y 1993)
estudiaron los efectos de las dtas presiones en € yogur, observando que se prevenia la
acidificacion post-envasado, alin manteniéndose la microbiota acido-lactica, a la vez
observaron que la textura se mantenia con |os tratamientos aplicados.

Szczawinski y col. (1996) consiguen reducir la poblacién de Listeria monocytogenes
inoculada en queso loncheado. Reps y col. (1997) también consiguen reducciones de
diferentes microorganismos en queso. Ademas, observan que la aplicacion de tratamientos
ciclicos aumenta la destruccién de la microbiota

Yokohama y col. (1993) propone € uso de las atas presiones para conseguir una
maduracion acelerada de los quesos. Segun su estudio, consiguieron acelerar la maduracion
de 6 meses a 3 dias en queso Cheddar. También Jin y Harper (1996) realizaron experimentos
para la maduracién acelerada y € desarrollo de aromas en queso suizo. Siguiendo con los
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estudios en quesos, Messens y Huyghebaert (1996 y 1997) estudiaron la utilizacion de las
altas presiones para la aceleracion del salado de queso, aungue no obtuvieron resultados muy
satisfactorios.

Los estudios realizados por TorressMora y col. (1996) proponen € uso de las altas
presiones para obtener quesos con texturas méas uniformes y homogéneas y la posibilidad de
generar texturas diferentes. Asi mismo, Reps y col. (1997) obtuvieron modificaciones de la
textura de quesos, ademés de obtener una mejora en las caracteristicas organol épticas de los
quesos.

Por otro lado, Trujillo (1996) manifest6 la utilidad de usar las altas presiones para la
obtencion de “cugjadas modelo” libres de microbiota lactica, para estudiar posteriormente los
procesos de proteolisis debida a la plasmina, ya que ésta no se vio afectada por

presurizaciones de 400 MPa a 20 °C durante 10 min.

36



Introduccioén

X e Pyrga del aire

/ Cilindro de presurizacion

E'
o o Salida del fluido
\/El\/ == Refrigerante o calefactor
e e
° = Producto envasado
j\ AN Entrada del fluido
e e )
Refrigerante o calefactor
Salida del agua Intensificador de presion
« DX
=
Valvula de descompresion Entrada de agua N
Bomba de
baja presion

Figura 2: Esguema del equipo de alta presion instalado en la Planta Piloto de Tecnologia de
los Alimentos, Universitat Autonoma de Barcelona (por cortesia de ACB-GEC ALSTHOM,
Nantes, Francia).

Equipo con cierre de rosca.

Sistema generador de presion indirecto.

Sistema de presurizacion en discontinuo.

Sistema de regulacion de la temperatura (del fluido transmisor) externo, através de
lacamisadel cilindro en formade espiral.
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2. OBETIVOSY PLAN DE TRABAJO

39



Objetivos y Plan de Trabajo

OBJETIVOS

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

En € presente trabgjo e objetivo genera fue evaluar e efecto de las dtas presiones
hidrostaticas en diferentes cepas microbianas de interés sanitario y tecnoldgico (Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua, Staphylococcus aureus y Lactobacillus
helveticus) inoculadas en leche de oveja. Para la consecucion del mismo se establecieron los
siguientes objetivos especificos:

Estudio del efecto de las variables presion, temperatura, tiempo y composiciéon del
medio sobre cada uno de los microorganismos inoculados, asi como, € andlisis estadistico de
laimportancia especifica (valor F) que representa cada una de las variables en la variabilidad
total del modelo y para cada uno de los microorganismos estudiados.

Determinacion de las cinéticas de destruccion bacterianay €l célculo de los valores D
a diferentes combinaciones de presion y temperatura en |os microorganismos inocul ados.

Determinacion de los tratamientos capaces de alcanzar niveles importantes de
destruccién microbiana (superiores a10° ufc/ml) en los microorganismos inoculados.

Estudio de la sensibilidad a los tratamientos de ata presion que gerce la leche de

ovejaper se, asi como, su efecto respecto al contenido en materia grasa.

ASPECTOS FISICOQUIMICOS

El objetivo general de este apartado se centrd en el efecto de las atas presiones sobre
la fraccion lipidica de la leche, & cua se planted a través de los siguientes objetivos
especificos:

Estudio de las modificaciones sobre e diametro y distribucion del tamafio de los
glébulos grasos de la leche, para poder establecer qué tratamientos son los adecuados para €l
mantenimiento de la estabilidad, respecto a la fase grasa de la leche.

Determinacion de los posibles efectos en la lipolisis inducida a causa de los
tratamientos de alta presion.

Determinar los posibles cambios en € color de la leche por e efecto de los

tratamientos de altas presiones.
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PLAN DE TRABAJO
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