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RESUMEN

Hoy en dia, existe una creciente demanda en el mercado de productos libres o
bajos en contenido de grasa. Esto se encuentra relacionado con el hecho que la
grasa lactea tiene acidos grasos saturados (AGS) y colesterol que han sido
asociados con el desarrollo de enfermedades cardiacas coronarias. Mientras que
no todos los AGS poseen idéntica potencialidad hipercolesterolémica, algunos son
considerados que no presentan dicha caracteristica, siendo que también el
colesterol puede generar, mediante exposicion al calor y radiacion, miles de
compuestos oxidados (COPs) que son aterogénicos y carcinogénicos.

La remocion parcial o total de la grasa de los productos lacteos disminuye la
aceptabilidad global percibida por los consumidores, ademas de impedirse el
aporte de acidos grasos esenciales y vitaminas liposolubles asociados a la misma.
Es por ello, que es deseable extraer solo el colesterol, sin remover la grasa lactea.
La Beta-ciclodextrina se propone como una alternativa para extraer el colesterol
con un rendimiento cercano al 90%.

Por su parte los hidrocoloides juegan un rol importante en la aceptabilidad de
los productos, ya que aumentan la estabilidad fisica de los mismos y las
propiedades de mouthfeel (sensacion en boca). Existe un mercado sustancial para
nuevas gomas que sustituyan varios de los hidrocoloides importados por un mejor
precio, funcionalidad adecuada o para complementar y generar sinergias que
mejoren las propiedades texturales y reolégicas de los productos. Especificamente,
la goma espina corona (GEC), es una galactomanano extraido de las semillas de
Gleditsia amorphoides, una arbol leguminoso que crece en América Latina. Debido a
su similitud con la goma guar y garrofin, algunos autores consideran que podria
reemplazar a esta dltima (que son importadas).

Por otro lado, tradicionalmente en la produccion de leches fermentadas, el
contenido de sélidos de la leche es incrementado mediante el agregado de leche en
polvo descremada (LPD) y/o concentrado de proteinas de suero (en inglés: WPC).
Se ha demostrado que el agregado de estos ingredientes tiende a aumentar la
firmeza y viscosidad del producto, y a su vez reducir la sinéresis (separacion de
suero en la superficie), defecto frecuentemente encontrado en leches fermentadas

y que produce sensacidon de desagrado y rechazo en el consumidor. Ademas, las
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proteinas de suero aumentan la concentracién de aminodacidos esenciales en el
producto, ya que poseen un valor biolégico 50 % mayor que las propias caseinas
de la leche. Sin embargo, la relacién 6ptima (LPD/WPC) en que estos aditivos
deben adicionarse depende de las caracteristicas fisicas deseadas, siendo objeto de
estudio.

Los consumidores prefieren cada vez mas alimentos con valor nutricional
agregado naturalmente, mas que consumir suplementos nutricionales para poder
alcanzar los requerimientos diarios de nutrientes, como el calcio, entre otros. De
esta manera, las leches fermentadas se plantean como uno de los mejores
vehiculos para ayudar a combatir la deficiencia de este mineral.

Ademas la presencia de microorganismos probiéticos en alimentos ha sido
tradicionalmente asociada con ciertos beneficios a la salud. Sin embargo, los
probioticos deben mantenerse en un numero adecuado en los productos
formulados para poder posteriormente llegar en concentraciones adecuadas al
tracto gastrointestinal y a su vez sobrevivir a la condiciones de bajo pH y
concentracion de sales biliares que existen dentro del mismo.

El objetivo de la siguiente tesis fue por un lado, producir y evaluar
(fisicoquimica, reoldgica, textural y sensorialmente) leches fermentadas
probiodticas con colesterol reducido, adicionadas con hidrocoloides nacionales
(gelatina, almidén modificado de mandioca y espina corona) o modificando su
contenido en calcio y caseina. Ademas, se evalud la capacidad fermentativa de
sustratos prebidticos y aditivos espesantes y la supervivencia a diferentes
condiciones simuladas gastrointestinales de diferentes cepas aisladas de productos
del mercado europeo y otras provenientes de una coleccién propia de la
Universidad de Bologna. Los microorganismos que mostraron mejores aptitudes se
inocularon en una matriz lactea para evaluar también su supervivencia.

Los resultados mostraron que fue posible remover eficientemente el colesterol
de la leche (porcentaje de extraccién superior a 85%) utilizando betaciclodextrina
y el recuento de microorganismo probidtico fue siempre superior a 7 log UFC/g.

Para ambos casos de estudio, se logr6 caracterizar la composicion quimica de
las muestras obtenidas, segin los disefios adoptados en cada caso y obtener
coagulos de gran estabilidad (sinéresis minima) cuanto mayor fue el contenido de

las variables en estudio. Se conservaron adecuadamente las caracteristicas
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organolépticas y los defectos sensoriales encontrados fueron calificados como
“apenas perceptibles” en la mayoria de las experiencias.

En el caso del estudio con hidrocoloides, se comprob6 que la gelatina afecta
principalmente las caracteristicas reolédgicas, mientras que la goma espina corona
influye mas sobre las propiedades sensoriales de los productos. El almidén
modificado de mandioca parece no tener influencia estadisticamente significativa
sobre las caracteristicas estudiadas. La gelatina gobierna la consistencia,
viscosidad y tixotropia de las leches fermentadas, y las aleja mas del
comportamiento newtoniano (n=1). La goma espina corona enmascara la aspereza
y astringencia, y genera productos con mayor cremosidad. A su vez, la sinéresis se
vio reducida cuanto mayor era el contenido de estos hidrocoloides.

Por su parte, el agregado de calcio y caseina aument6 la consistencia y
viscosidad de las leches fermentadas debido a una mayor asociacién del calcio con
las micelas de caseina y entre ellas. Asi mismo, parametros como dureza y
adhesividad estuvieron asociados directamente con el contenido del mineral.

Por otro lado, la goma espina corona fue el Unico aditivo espesante que pudo
ser utilizados por algunas cepas de bifidobacterias, mientras que la gelatina y el
almidéon modificado de mandioca no fueron metabolizados por ningdin
microorganismo. De los compuestos prebiéticos comerciales ensayados GOS y FOS
fueron los sustratos mas utilizados. De las especies testeadas en los ensayos de
supervivencia a condiciones gastrointestinales, resistencia a antibidtico y
viabilidad en la matriz lactea, se determiné que B. animalis ssp. lactis MB29
(proveniente de la Coleccién Scardovi de la Universidad de Bologna) fue la que
mejores aptitudes mostro6 tener frente a los parametros estudiados.

Desde un punto de vista econ6mico, sensorial y textural la goma espina corona
tiene el potencial de transformarse en una importante goma comercial como nuevo

hidrocoloide para utilizar en productos lacteos con un precio mucho menor.
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Today, there is a growing demand in the market for free or low -fat products.
This is related to the fact that the milk fat has saturated fatty acids and cholesterol
that have been associated with the development of coronary heart disease. While
not all saturated fatty acids have identical hypercholesterolemic power,
cholesterol can generate , by exposure to heat and radiation, many compounds
which are atherogenic oxidized and carcinogenic .

Partial or total removal of fat from dairy products decreases the perceived
overall acceptability by consumers. Therefore, it is desirable to extract only the
cholesterol without milk fat removal. The Beta-cyclodextrin was suggested as an
alternative to extracting the cholesterol with a yield close to 90%.

Hydrocolloids play an important role in the acceptability of the products
because they increase the physical stability and mouthfeel properties. There is a
substantial market for new gums to replace some of the imported for a better
price, or adequate functionality to complement and create synergies that will
improve the textural and rheological properties of the products hydrocolloids.
Specifically, the espina corona gum is a galactomannan extracted from the seeds of
Gleditsia amorphoides a leguminous tree that grows in Latin America. Because of
its similarity to the guar gum and locust bean gum, some authors consider that
could replace them (which are imported).

Furthermore, traditionally in the production of fermented milk products, the
solids content of milk is increased by adding skim milk powder (SMP) and/or
whey protein concentrate (WPC). It has been shown that the addition of these
ingredients tends to increase the firmness and viscosity of the product, and in turn
reduces syneresis (serum separation surface) defects often found in fermented
milk. Also, whey protein increases the concentration of essential amino acids in the
product, and has a biological value 50 % higher than milk caseins. However, the
optimal ratio (SMP / WPC) in which these additives should be added depends on
the desired physical characteristics being studied.

Consumers increasingly prefer food with nutritional value naturally added

more to consume nutritional supplements to meet the daily requirements of
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nutrients, such as calcium, among others. Thus, fermented milks are presented as
one of the best vehicles to help combat the deficiency of this mineral.

Besides, the presence of probiotic microorganisms in food has traditionally
been associated with certain health benefits. However, probiotics should be kept in
a suitable amount in formulated products for later arrive at appropriate
concentrations to the gastrointestinal tract and in turn survive the conditions of
low pH and concentration of bile salts that exist within it.

The aims of the thesis were on one side, produce and evaluate
(physicochemical, rheological and sensory) probiotic cholesterol-reduced
fermented milks, added with hydrocolloids (gelatin, cassava modified starch and
espina corona gum) or modifying its calcium and casein content. In addition, the
fermentative capacity of prebiotic substrates and thickening additives and survival
at different simulated gastrointestinal conditions of different isolates of products
on the European market and others from their own collection of the University of
Bologna was evaluated. Microorganisms were inoculated showed better skills in a
dairy matrix to also assess their survival.

The results showed that it was possible to efficiently remove cholesterol from
milk (yield extraction more than 85%) with beta-cyclodextrin and probiotic
microorganism counts were always higher than 7 log CFU / g.

For both case studies (different hydrocolloids and calcium-casein contents), it
was possible to characterize the chemical composition of the samples obtained
according to the designs adopted in each case and gets clot stability (low
syneresis) as the higher was the content of the study variables. Adequately
preserved the organoleptic characteristics and the sensory defects found were
rated as "barely perceptible” in most of the experiences.

For the study of hydrocolloids, gelatin was verified that it mainly affects the
rheological properties, while espina corona gum affects more on the sensory
properties of products. The modified cassava starch appears to have no significant
influence on the characteristics studied. Gelatin governs consistency, viscosity and
thixotropy of fermented milks. Espina corona gum masks the grittiness and
astringency, and generates products with more creaminess. This in turn was

reduced syneresis the higher the content of these hydrocolloids.
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ABSTRACT

Meanwhile, the addition of calcium and casein increased consistency and
viscosity of the fermented milk products due to higher calcium association with the
casein micelles and between them. Furthermore, parameters such as hardness and
adhesiveness were associated directly with the mineral content.

Furthermore, espina corona gum was the only thickening additive that could be
used by some strains of bifidobacteria while gelatin and modified cassava starch
were not metabolized by any microorganism. Commercial prebiotic GOS and FOS
compounds tested were the most commonly used substrates. For species tested in
survival assays gastrointestinal conditions, antibiotic resistance and viability in the
milk matrix, B. animalis ssp. lactis MB29 (Scardovi Collection) showed to have
better skills that assemble the parameters studied.

From an economic, sensory and textural view espina corona gum has the potential
to become an important commercial gum like new hydrocolloid for use in dairy

products with a much lower price.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

I.1. ALIMENTOS FUNCIONALES.

L1.1. DIETA Y SALUD ;POR QUE Y COMO SURGEN LOS ALIMENTOS
FUNCIONALES?

Durante los dltimos afios la percepcién que la industria y el consumidor tenian de
los alimentos se ha modificado sustancialmente. La “nutricion adecuada”, entendida
como “suficiente” y dirigida a evitar déficits, ha dejado de ser la meta en las sociedades
desarrolladas. Emerge la concepcion de la alimentacién como “nutricion dptima”, es
decir, aquella que no sélo aporta las necesidades energéticas y nutricionales bdsicas,
sino que también proporciona beneficios fisioldgicos adicionales. La nutriciéon adquiere
un nuevo enfoque terapéutico y preventivo, participando en la promocién de la salud
(Silveira-Rodriguez y col., 2003). A este cambio de actitud frente a la alimentacién han
contribuido los siguientes factores, entre otros (Gémez Romero, 2010):

e Creciente interés por el binomio alimento/salud debido a los estudios que
demuestran que una dieta sana y equilibrada puede prevenir la aparicion de ciertas
enfermedades crénicas. El ritmo de vida actual y la falta de tiempo para cocinar han
provocado que muchas personas abandonen determinados hébitos de alimentacion
saludables y, por tanto, que no ingieran todos los nutrientes que necesitan o las
cantidades adecuadas. Esto ha generado un mayor interés por conocer los ingredientes
que componen los alimentos y la energia que aportan sobre todo para personas con
obesidad, con colesterol, diabéticos, celiacos, etc.

e Desarrollo de nuevas tecnologias que posibilitan el disefio y elaboracién de
nuevos productos alimentarios seguros y saludables, con un valor afiadido para el
consumidor.

e Aumento paulatino de la esperanza de vida con el consiguiente envejecimiento
de la poblacién mundial. Aunque la tercera edad requiere una menor contribucién
energética, necesita mantener su ingesta en nutrientes y demanda de alimentos con

mayor contenido nutricional y de mayor digestibilidad.

En este contexto surgen los alimentos funcionales (AF), concepto que como tal
surgi6 en Japon a finales de los afios 80, ya que debido al incremento gradual de ciertas
enfermedades relacionadas con el estilo de vida, la poblacién comenz6 a darse cuenta de

la importancia de mantener y mejorar su salud y el gobierno tomé conciencia de los
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costes sanitarios generados por la mayor esperanza de vida de la poblaciéon anciana
(Ohama y col., 2006). En 1991, el Ministerio de Salud y Bienestar de ese pais fue
pionero en publicar una reglamentaciéon permitiendo legalmente la comercializacion de

algunos alimentos funcionales en términos de “alimentos para uso especifico en salud”.

I.1.2. CONCEPTO DE ALIMENTO FUNCIONAL.

En la actualidad, no existe un concepto consensuado cientifica y universalmente
para los AF. Las discrepancias existentes entre los paises se deben principalmente a las
diferencias culturales, las situaciones de mercado o la diferente manera de entender la
nutriciéon (Kwak y Jukes, 2001). En Argentina, dado que existe un vacio legal en la
materia, ya que los alimentos funcionales no estin contemplados en el Coédigo
Alimentario Argentino, el Instituto Nacional de Alimentos (INAL) ha organizado un
grupo de trabajo orientado a proponer normativa respecto a esta cuestion. La comision
realiza un relevamiento de la legislacion internacional para sancionar una norma que
permita la unificacién de criterios. En base a esto, el concepto més aceptado en la
actualidad es el elaborado por el International Life Science Institute (ILSI), donde
define: “um alimento puede considerarse funcional cuando se demuestra
adecuadamente que, ademds de sus efectos nutritivos, afecta beneficiosamente a una o
mds funciones del organismo de forma que mejora su estado de salud o bienestar,
reduce el riesgo de enfermedad o ambas cosas” (Ashwell, 2004). Los AF deben seguir
siendo alimentos, y deben demostrar sus efectos en las cantidades en que normalmente
se consumen en la dieta. No se trata de comprimidos ni capsulas, sino de alimentos que
forman parte de un régimen normal. Por lo tanto, desde el punto de vista préctico, un
alimento funcional puede ser:

e Un alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido mejorado
mediante condiciones especiales de cultivo.

e Un alimento al que se ha afiadido un componente para que produzca beneficios
(por ejemplo: bacterias probidticas seleccionadas, de probados efectos beneficiosos
sobre la salud intestinal).

e Un alimento del cual se ha eliminado un componente para que produzca menos

efectos adversos sobre la salud (por ejemplo: sin colesterol).
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e Un alimento en el que la naturaleza de uno o més de sus componentes ha sido
modificada quimicamente para mejorar la salud (por ejemplo: los hidrolizados proteicos
adicionados en los preparados para lactantes para reducir el riesgo de alergenicidad).

e Un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes ha
sido aumentada para mejorar la asimilacién de un componente beneficioso.

e Cualquier combinacion de las posibilidades anteriores (Ashwell, 2004).

1.1.3. TIPOS DE ALIMENTOS FUNCIONALES.

La ciencia de los AF se basa en la forma en que los nutrientes especificos y los
componentes alimentarios afectan positivamente a las funciones selectivas (respuestas
bioldgicas) del organismo. Se pueden identificar las siguientes areas de la fisiologia
humana que se relacionan con la ciencia de los alimentos funcionales, a saber (Ashwell,
2004):

1. Crecimiento y desarrollo.

2. Regulacién de los procesos metabolicos basicos.

3. Defensa contra el estrés oxidativo.

4. Fisiologia cardiovascular.

5. Fisiologia gastrointestinal.

A continuacion se describirdn brevemente aquellos que conciernen al desarrollo de

este trabajo.

I.1.3.1. Alimentos funcionales adicionados con calcio.

I.1.3.1.1. Osteoporosis y Calcio.

Se entiende por Osteoporosis a la “enfermedad esquelética sistémica, caracterizada
por baja masa oésea y deterioro de la microestructura del tejido oseo, con el
consecuente incremento en la fragilidad ésea y la susceptibilidad a las fracturas”
(definicién aprobada en el Consenso realizado en Hong Kong, en el afio 1993). El
contenido mineral 6seo depende del pico mineral 6seo alcanzado, en el cual a su vez
influencian el tipo de alimentacion realizada, el estilo de vida, hébitos y la influencia
genética. Esta patologia constituye un problema de salud muy frecuente en las mujeres,
principalmente las mujeres post-menopdausicas y en hombres después de los 50-60 afios
de edad (Torresani y Somoza, 2007).

La osteoporosis es una enfermedad que generalmente se manifiesta en las etapas

tardias de la vida y que tiene sus origenes en los periodos temprano del crecimiento
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esquelético y de la acumulacién de la masa dsea maxima. La alimentacién de las madres
durante el embarazo y la lactancia asi como la del lactante y el nifio pequefio tiene gran
importancia bioldgica (Ashwell, 2004).

El calcio es un nutriente esencial debido a que participa de diversas funciones
biologicas como la conduccién nerviosa, contraccion muscular, adhesion celular,
mitosis, coagulacion de glébulos rojos y como soporte estructural de los huesos. Por
otra parte, se vio que la ingesta de calcio reduce los riesgos de contraer enfermedades
crénicas como la osteoporosis e hipertension, entre otras (Miller y col., 2001).

Varios estudios cientificos han demostrado que la alta ingesta de calcio dietético y
su biodisponibilidad se asocian con la reducciéon del riesgo de osteoporosis,
hipertension, cancer de colon, célculos renales, accidentes cerebrovasculares, obesidad,
absorcién de plomo y sindrome premenstrual (Gurmeet y Kasiviswanathan, 2008).

Ademas, desde hace algunos afios, existe creciente evidencia que apoya la relacion
entre el incremento de la ingesta de calcio y la reduccién en el peso corporal,
especificamente del tejido graso y del impactante papel que éste puede jugar en la
regulacion del metabolismo energético, modulando el riesgo de sobrepeso y obesidad
(Garcia-Lorda y col., 2005; Brito, 2009).

El calcio que proviene de los productos lacteos es mas facilmente absorbido por el
intestino que el calcio que se encuentra en vegetales y cereales. Esto facilita la adicién
de este mineral en matrices que son ideales, como es el caso de las leches fermentadas
(LF). Asi mismo, la biodisponibilidad del calcio en las LF es incluso mayor que la de la
leche (Singh y Muthukumarappan, 2007). La solubilidad esta fuertemente influida por
el pH del sistema, ya que el pH 4cido del yogur ioniza el calcio, lo cual facilita su
absorcion intestinal y también reduce el efecto inhibidor de los fitatos, que acomplejan
el calcio y disminuyen su biodisponibilidad, por estar en la forma de 4cido fitico (no
i6nico, sin carga con efecto acomplejante) (Gurmeet y Kasiviswanathan, 2008). Los
efectos del calcio son mayores cuando se lo consume en forma de un producto lacteo en

vez de suplemento de calcio dietario (Garcia-Lorda y col., 2005).

1.1.3.2. Alimentos funcionales para promover la salud cardiovascular.

1.1.3.2.1. Enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de enfermedades
degenerativas de todo el sistema cardiovascular, que incluye la cardiopatia isquémica, la

enfermedad de las arterias periféricas y el accidente cerebrovascular. La cardiopatia
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isquémica constituye un importante problema de salud en la mayoria de los paises
industrializados. Sus sintomas clinicos predominantes son el infarto del miocardio
(ataque cardiaco), la angina de pecho y la muerte cardiaca stbita, como consecuencia
del angostamiento, causado por la aterosclerosis, de las arterias que suministran sangre
al corazon (Ashwell, 2004).

Es preciso conocer los diversos factores de riesgo de enfermedad cardiovascular
para entender el papel que pueden desempefiar los alimentos funcionales en su
prevencion. Hipertension arterial, obesidad, diabetes, tabaquismo, elevados niveles de
colesterol, predisposicidn genética, entre otros, se sitian entre los principales factores de
riesgo (Ashwell, 2004). Por su parte, el colesterol elevado es un componente clave en el
desarrollo de ECV. Explica el 18% de la enfermedad cerebrovascular y 59% de la
enfermedad coronaria, explicando el aproximadamente el 8% de todas las muertes
(Ministerio de Salud de la Nacion, 2000).

Los acidos grasos (AG) alimentarios influyen en los niveles de lipidos sanguineos.
Esta influencia suele estar relacionada con su tamafio, forma y con el grado de
saturacion de sus cadenas hidrocarbonadas. De esta manera, durante afios se sostuvo que
es preferible evitar el consumo de AG saturados (AGS) y del tipo trans insaturados a
los que se les atribuye el aumento de las concentraciones plasmaticas de LDL-colesterol
(cominmente denominado ‘“colesterol malo”) y aumentar el consumo de AG
insaturados (cis) y poliinsaturados (como los omega-3) que reducen las concentraciones
de LDL-colesterol (Ashwell, 2004).

Sin embargo, mds adelante se verd que varias de las afirmaciones realizadas sobre el
consumo de AGS y su relaciéon con las ECV han sido refutadas por numerosos
investigadores (Parodi, 2009).

Se ha generado un gran mercado de los alimentos sin grasa, reducidos en colesterol
o enriquecidos con AG insaturados para disminuir el riesgo de enfermedad

cardiovascular (Ashwell, 2004).

1.1.3.3. Alimentos funcionales para promover la salud gastrointestinal.

1.1.3.3.1. Probidticos, prebidticos y simbioticos.

Hay pruebas crecientes de que las formas de vida moderna (los habitos alimentarios,
la utilizacion de antibidticos y el estrés) pueden comprometer el bienestar y la funcion
gastrointestinal, y que ello se relaciona con los trastornos en la composicion y funcién

de la microflora.
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La microflora intestinal constituye una barrera protectora que previene que bacterias
nocivas invadan el tracto gastrointestinal. Cumple también una funcién importante al
establecer, desde muy temprana edad, un sistema inmunitario en el que la resistencia a
la infeccidn y la tolerancia a los antigenos estdn equilibradas.

Tres estrategias alimentarias promueven el mantenimiento de un equilibrio mads
saludable de la microflora intestinal. Se basan en la utilizaciéon de probidticos,
prebidticos y simbidticos, y todos ellos ofrecen grandes posibilidades como
componentes alimentarios funcionales. En las definiciones de los tres va implicita la
alteracion beneficiosa de la composicion de la microflora, que suele obtenerse mediante
el incremento de las cantidades de bifidobacterias, de lactobacilos, o de ambos.

Con objeto de aumentar o reemplazar la cantidad de organismos de las especies
habituales de la microflora, en las practicas médica y veterinaria suelen administrarse
suplementos alimenticios que contienen bacterias de comprobadas propiedades
saludables. Estos suplementos se denominan probiéticos. Por definicion, un probiético
es un ingrediente alimentario microbiano vivo que, ingerido en cantidades suficientes,
produce efectos benéficos en la salud del consumidor. Al actuar en forma directa e
indirecta mediante interacciones con la microflora intestinal, los probidticos pueden
beneficiar tanto a las personas sanas como a las que tienen problemas médicos.

Un prebiodtico es un ingrediente alimenticio no digerible que produce efectos
beneficiosos al estimular selectivamente el crecimiento o modificar la actividad
metabolica de una o varias especies bacterianas del colon, mejorando en consecuencia
la salud del huésped. Un simbiodtico es una mezcla de probidticos y prebidticos
tendiente a aumentar la supervivencia de las bacterias que favorecen la salud, con el

objetivo ultimo de modificar la flora intestinal y su metabolismo (Ashwell, 2004).

I.1.3.4. Alimentos adicionados de aminoacidos esenciales.

1.1.3.4.1. Proteinas de suero ldcteo.

El agregado de proteinas de suero lacteo a éste tipo de productos, potencia las
caracteristicas nutricionales ya que posee un elevado numero de aminoécidos
esenciales, lo que le imparte un valor biolégico mayor que las proteinas del huevo y la
caseina de la leche (Spreer, 1991).

Las proteinas lacteas son reconocidas por tener propiedades nutricionales,
funcionales y bioldgicas que hacen de ellas ingredientes importantes, en alimentos

funcionales promotores de la salud. Estas propiedades son parcialmente atribuidas a los
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péptidos bioactivos (Torres Llanez y col., 2005). Los péptidos bioactivos son secuencias
de aminoacidos de pequefio tamafio, entre 2 y 15 residuos, inactivos dentro de la
proteina intacta, que pueden ser liberados adecuadamente durante la digestion del
alimento en el organismo o por un procesado previo. Estos péptidos tendrian efectos
beneficiosos para el organismo en diversos casos (Vioque y col., 2000). Una vez en el
intestino, estos péptidos pueden actuar localmente o pasar a través de la pared intestinal
a la circulacién sanguinea y alcanzar los drganos, con la subsiguiente regulacion
fisiolégica. Algunos presentan propiedades opidceas que inducirian el suefio, otros
reducen la presion sanguinea (Walstra y Jenness, 2006), pueden proteger contra varias
infecciones virales estimulando al sistema inmune y también se ha mostrado que éstas
actian en la prevencién del cincer de colon (Hugunin, 2008). En otros trabajos se
mencionan funciones antimicrobianas, antitrombdticas, como transportadores de calcio,
factores de crecimiento, inductores hormonales y neurotransmisores (Vioque y col.,
2000; Bar6 y col., 2001; Torres Llanez y col., 2005).

Las investigaciones realizadas sobre péptidos bioactivos en productos lacteos y
derivados indican que, aunque el mecanismo fisiolégico de estos péptidos atn no es
claro, ofrecen un gran potencial para el desarrollo de alimentos funcionales y que la
fermentacion microbiana es una tecnologia aplicable para la produccién de los mismos

(Torres Llanez y col., 2005).

En el desarrollo de este trabajo focalizaremos en los aspectos anteriormente
mencionados que pueden dar lugar a que un alimento adquiera la categoria de funcional,
como son el agregado de microorganismos probidticos, la fortificacién con calcio,
agregado de aminodcidos esenciales a través de la utilizacion de proteinas de suero

lacteo y la reduccién del contenido en colesterol en leches fermentadas.

I.1.4. REGULACION DE ALIMENTOS FUNCIONALES.

El nimero de productos funcionales que los consumidores pueden adquirir en el
mercado ha ido creciendo de forma apreciable a lo largo de los ultimos afios. Sin
embargo, la evidencia cientifica, avalada por estudios rigurosos y vélidos en humanos,
es actualmente escasa. Los AF que han demostrado claramente poseer acciones
funcionales son pocos: los probidticos (Roberfroid, 2000; Saavedra y col., 1994),
alimentos ricos en &acidos grasos poliinsaturados tipo omega-3 (Kang y Leaf, 2000),

alimentos de elevado contenido en fibra (Jenkins y col., 2000; Liu y col., 2000), por
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citar algunos. Los efectos beneficiosos de otros AF, son, por el momento, especulativos.
No obstante, el futuro es prometedor en cuanto a las propiedades como por ejemplo
prebidticos, fitoesteroles, entre otros (Silveira-Rodriguez y col., 2003).

Japén es el uUnico pais que cuenta con una legislacion especifica para la
comercializacion y rotulado de este tipo de alimentos. En 1991, se establecio el
concepto de "Alimentos para Uso Especifico en la Salud” (Foods for Specified Health
Use, FOSHU). Los alimentos que se incluyan dentro de la categoria de FOSHU deben
ser autorizados por el Ministro de Salud, tras la presentacion de pruebas exhaustivas con
fundamento cientifico, que apoyen la alegacion relativa a las propiedades de dichos
alimentos, cuando son consumidos como parte de una dieta ordinaria. Una vez aprobado
el alimento, se pueden indicar en la etiqueta del producto sus efectos beneficiosos para
la salud, pero no de forma exagerada ni engafiosa (Cdccaro, 2010).

En Europa, el Functional Food Science in Europe (FUFOSE) se propuso como
objetivo alcanzar un consenso en cuanto al uso de AF basado en la evidencia cientifica.
Se concluyé que los AF deben seguir siendo tales alimentos y que sus efectos
beneficiosos deben alcanzarse con las cantidades que habitualmente se consumen en
una dieta convencional. Se han propuestos dos tipos de alegaciones sanitarias: tipo A:
promotores de una o mds funciones; y tipo B: reduccion del riesgo de enfermedades. En
Europa solo se admiten alegaciones cientificamente probadas y encaminadas a la
prevencion (Silveira-Rodriguez y col.,, 2003). La legislacién europea relativa al
etiquetado prohibe atribuir a los alimentos propiedades preventivas, terapéuticas o
curativas, y la referencia a dichas propiedades.

En los Estados Unidos se han disenado Health Claims concernientes a la relacién
entre calcio y prevencidn/tratamiento de la osteoporosis, sodio e hipertension arterial,
grasa y cancer, dcidos grasos y enfermedad cardiovascular, dcido félico y defectos de
cierre del tubo neural y consumo de frutas y verduras. Se encuentra en marcha el
proyecto PASSCLAIM para efectuar un consenso para el sostenimiento cientifico de los
AF, la identificacion y validacion de marcadores biologicos de los mismos, el disefio de
estudios en seres humanos y la reevaluacion de los esquemas actuales.

En Argentina, solo se permiten declaraciones nutricionales. Es decir, en el producto
se debe indicar la presencia del compuesto bioactivo pero no se puede decir para qué
sirve, cudles son sus beneficios dado que de esa forma se estaria induciendo su consumo

en forma tendenciosa (Coccaro, 2010).
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I.1.5. TENDENCIAS EN EL MERCADO LACTEO.

La demanda de productos asociados a “Health & Wellness” (salud y bienestar) ha
crecido sostenidamente en los dltimos afios, y las nuevas tendencias alimentarias, se
dirigen a una mejora del estado de salud y a la prevencién de enfermedades.

En la actualidad, la mayoria de los alimentos probidticos del mercado son los
yogures y algunas leches fermentadas, por lo cual el segmento licteo se posiciona
comodamente para liderar con protagonismo casi excluyente en esta tendencia. De
hecho, en la percepcién de los consumidores, los ldcteos son la categoria mds asociada a
los alimentos funcionales, y tienen tradicionalmente una imagen positiva; son simbolo
de placer sano y natural (Schaller, 2008).

La estrategia es la diferenciacion constante y el lanzamiento de nuevos productos a
través de la incorporacion de agregados, de la variacién e innovacion de los envases y
de la adaptacion a las nuevas demandas del consumidor. Asimismo, se realizan fuertes
inversiones en investigacion y desarrollo, servicios al cliente y publicidad (Schaller,
2008).

Las empresas tienden a cubrir las necesidades de segmentos de consumidores cada
vez mds especificos desarrollando productos para nifios, jovenes, deportistas, mujeres,
adultos, celiacos, etc. En linea con la tendencia mundial, la elaboraciéon de AF,
enriquecidos con bacterias especificas, es hoy muy comin en nuestro pais. Como
ejemplos se puede mencionar la introduccién de los conceptos "Probio2", "Biopuritas”,
"Provitalis" o "Acti Regularis" por parte de Danone-La Serenisima; o el lanzamiento del
concepto "Biototal", efectuado por Sancor. En este udltimo caso se trata de una
combinaciéon de fermentos naturales seleccionados por la empresa, mds calcio,
vitaminas y minerales. También Sucesores de Alfredo Williner incorpord el cultivo
probidtico BB-12 a su linea de yogures “Bioarmonis”, que mantiene el balance de la
flora intestinal (Schaller, 2011). Ademads, se han desarrollado productos lacteos con

fibra, con calcio, con AG omega-3, bajos en lactosa, con vitaminas, entre muchos otros.

I.2. LECHES FERMENTADAS.

Las leches fermentadas (LF) son productos de consistencia semisélida, en los que el

fendmeno mds importante es la transformacion de la lactosa de la leche principalmente
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en dcido lactico, y otros componentes, debido a la accién de microorganismos
especificos que se inoculan en la leche. Ademas de la transformacion de la lactosa, se
producen fenémenos de protedlisis y lipdlisis por acciones microbiana y enzimatica, que
confieren a los derivados determinadas caracteristicas nutricionales y que también
determinan su aroma, sabor y consistencia. Dentro de las LF acidificadas el ejemplo
mds claro es el yogur, elaborado a partir de los cultivos iniciadores: Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Rodriguez Rivera y Magro,
2008).

La fermentacion provoca también la coagulacién de las proteinas, que también
sufren un cierto grado de desdoblamiento. El aroma, cuya formacién es muy compleja,
se debe sobre todo a dos compuestos esenciales, el diacetilo y el acetaldehido (Spreer,
1991).

Muchas han sido las investigaciones desarrolladas para el aislamiento y cultivo de
cepas seleccionadas, con el fin de mejorar la elaboracion de las leches fermentadas. En
consecuencia, se ha podido establecer cudl es la flora caracteristica que diferencia cada
uno de los tipos de leches fermentadas y controlar su produccién y, asimismo, formular
nuevos productos con intervencion de cepas determinadas, que confieren caracteristicas

de composicion propias a cada producto (Condon y Salcedo y col., 1998).

1.2.1. DEFINICION.

El Cédigo Alimentario Argentino, Ley 18.284, Capitulo VIII Alimentos l4cteos,
articulo 576 - (Resolucién Conjunta SPyRS y SAGPyA N° 33/2006 y N° 563/2006)
dispone que “se entiende por Leches Fermentadas a los productos, adicionados o no
de otras sustancias alimenticias, obtenidos por coagulacion y disminucion del pH de la
leche o leche reconstituida, adicionada o no de otros productos ldcteos, por
fermentacion ldctica mediante la accion de cultivos de microorganismos especificos.
Estos microorganismos especificos deben ser viables, activos y abundantes en el

producto final durante su periodo de validez” (Codigo Alimentario Argentino, 2010).

1.2.2. CLASIFICACION.

Las LF se caracterizan por el cultivo especifico utilizado para la fermentacién, que
por su actividad contribuye a la determinacion de las caracteristicas del producto
terminado, tal como lo establece la Norma CODEX para leches fermentadas (CODEX
STAN 243-2003) y el Cédigo Alimentario Argentino (Cédigo Alimentario Argentino,
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2010), que incluye los productos lacteos obtenidos a partir de una tecnologia
equivalente a la de fabricacion del yogur:

v' Yogur: cultivos de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, a los que en forma complementaria pueden acompaiiar otras bacterias
acidol4cticas.

v’ Leches Fermentadas o Cultivadas: uno o varios de los siguientes cultivos:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp., Streptococcus
thermophilus y/u otras bacterias acidolécticas.

v Leche Aciddfila o Acidofilada: exclusivamente con cultivos de Lactobacillus
acidophilus.

v’ Kefir: cultivos dcidolécticos elaborados con granos de kefir, Lactobacillus kefir,
especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter, con produccién de
acido lactico, etanol y di6xido de carbono. Los granos de kefir estdn constituidos por
levaduras fermentadoras de la lactosa (Kluyveromyces marxianus) y levaduras no
fermentadoras de la lactosa (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. y Streptococcus
termophilus).

v' Kumys: cultivos de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Kluyveromyces

marxianus.

1.2.3. VALOR NUTRICIONAL.

Las LF son productos de gran valor nutricional. Su composicion, similar a la de la
leche de partida, difiere de ésta debido a la adicion de distintos ingredientes y al proceso
fermentativo (Early, 2000). El valor nutritivo de la fraccién proteica (de alto valor
bioldégico), asi como la asimilacién de la lactosa mejoran debido a la fermentacién, que
aumenta su digestibilidad, y la materia grasa, aunque muy influida por la leche de
partida, también suele variar en funcién de las especies bacterianas fermentativas. El
contenido vitaminico es dificil de establecer debido a la influencia que ejercen tanto los
microorganismos (que sintetizan y asimilan distintas vitaminas) como a los tratamientos
(térmico o desnatado) a los que se somete la leche. El calcio se destaca como mineral
tanto por su riqueza (14 - 20 % de la cantidad diaria recomendada) como por su facil
absorcion gracias al dcido lactico presente en estos alimentos (Montero Marin y col.,

2006). Durante la incubacion tiene lugar una cierta liberacion de péptidos y
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aminodcidos, lo que favorece la absorcion intestinal del producto (Tamime y Robinson,

1991).

[.24. CONSUMO DE LECHES FERMENTADAS EN EL MERCADO
ARGENTINO.

Segin un informe efectuado por la Subsecretaria de Lecheria del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién Argentina (2011), la produccién de LF en
el pais ha aumentado un 300% entre 1990 y 2009 debido al explosivo crecimiento
registrado en ese lapso en el consumo interno per cdpita, el cual fue mayor al 200%, el
maximo entre los lacteos. En la figura 1.1. se muestra el aumento del consumo per
cdpita de LF en comparacién con otros productos lcteos entre los afios 1999 y 2009 en
Argentina. En una nota publicada por el diario La Nacién en febrero de 2012 (Manzoni,
2012), se llegd a un consumo anual de 15 kg de yogur por persona, cifra que lo
convierte al pafs en el mayor consumidor de la region (Brasil o Chile sélo llegan a la
mitad de esa cifra), siendo las perspectivas muy prometedoras, ya que auguran un
crecimiento del 50% en 5 afos, impulsado por una oferta més diversificada y la
asociacion cada vez mds fuerte del producto con la vida saludable.

Debido a esto, el mercado de las LF es uno de los mas dinamicos del sector lacteo.
La estrategia es la diferenciaciéon constante y el lanzamiento de nuevos productos a
través de la incorporacion de agregados, de la variacién e innovacién de los envases y
de la adaptacion a las nuevas demandas del consumidor. Se realizan fuertes inversiones
en investigacion y desarrollo, servicios al cliente y publicidad (Schaller, 2011). Las
empresas tienden a cubrir las necesidades de segmentos de consumidores cada vez mas
especificos, para lo cual los productos se diferencian por su consistencia (firme, batida y
bebible en leches fermentadas), por su contenido graso (entero, parcialmente
descremado, descremado) y por su sabor (natural y saborizado).

A estas presentaciones hay que sumar una diversa gama de agregados: trozos o
pulpa de fruta, cereales, crema, miel, organismos probiodticos, fitoesteroles, sulfato
ferroso, calcio y vitaminas, entre otros (Schaller, 2011).

La tendencia en el gusto local es la bisqueda de mayor sabor, por eso se ven
yogures mds cremosos, aunque con mads calorias. Las empresas coinciden que los
consumidores prefieren tienen la necesidad de darse un gusto y disfrutar de algo con

valor nutricional pero que también sea delicioso, lo que llevo al cambio y reformulacion
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de algunos productos, como los yogures: Yogs cremoso (Sancor), Ser, Yogurisimo

Cremix y Griego (estos tres ultimo de la firma Danone).
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Figura L.1. Consumo de productos lacteos en Kg/habitante/afio en Argentina entre 1999 y 2009.
Azul: yogurt; rojo: queso; verde: dulce de leche; violeta: postres. (Fuente: Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién Argentina, 2010).

I.3. LECHES FERMENTADAS PROBIOTICAS CON
COLESTEROL REDUCIDO.

1.3.1. CONSTITUYENTES.

1.3.1.1. Leche.

El Cédigo Alimentario Argentino (2010) dispone: Articulo 554 - (Res. 22, 30.01.95)
"Con la denominacion de Leche sin calificativo alguno, se entiende el producto
obtenido por el ordeiio total e ininterrumpido, en condiciones de higiene, de la vaca
lechera en buen estado de salud y alimentacion, sin aditivos de ninguna especie”.

La leche es un liquido de composiciéon compleja, blanco y opaco, de sabor dulce y

pH préximo a la neutralidad (Alais, 2003).

1.3.1.1.1. Principales componentes de la leche.
La leche es un producto nutritivamente muy completo y su composicion determina
su calidad nutritiva, su valor como materia prima para fabricar productos alimenticios y

muchas de sus propiedades (Early, 2000; Walstra y Jenness, 1987). Desde el punto de

14



CAPITULO I. INTRODUCCION

vista fisicoquimico, la leche es considerada como una mezcla donde coexisten tres
estados: emulsion, suspension y solucidn. La emulsién estd formada por la materia grasa
bajo forma globular; las caseinas ligadas a sales minerales constituyen la fase de
suspension, mientras que los componentes disueltos en agua, tales como proteinas
solubles, sales y lactosa, forman una solucién verdadera conocida como lactosuero
(Alais, 2003). En la tabla 1 se muestra la composicién porcentual promedio de la leche
entera de vaca.

La leche contiene agua, grasas de buena calidad como el dcido linoleico conjugado
que favorece la funcién inmunitaria y disminuye el riesgo de padecer ciertas formas de
cancer; hidratos de carbono, donde se destaca la lactosa y proteinas de alto valor
bioldgico, con gran contenido de aminodcidos esenciales. La leche y los productos
lacteos son fuentes por excelencia del calcio dietario, mineral que ha sido relacionado
con la prevencién y tratamiento de la obesidad y osteoporosis. Se ha visto ademds el
vinculo directo del consumo de lacteos en la prevencion de otras patologias como
hipertensiéon arterial, caries dentales, sindrome metabdlico, enfermedades
cardiovasculares, desarrollo de ciertos tipos de canceres (colon y mama), diabetes
mellitus tipo 2 y litiasis renal (Cornes, 2008).

En la tabla I.1. se muestra la composiciéon porcentual promedio de los principales

componentes de la leche entera de vaca.

Tabla I.1. Composiciéon media en porcentaje (% m/m) de la leche entera
de vaca (Fuente: Alais, 2003).

Agua 87,7
Extracto seco 12,3
Lactosa 4,75
Lipidos 3,40
Glicéridos 3,30
Fosfolipidos 0,05
Parte insaponificable (esteroles, 0,05
carotenos, tocoferoles).
Proteinas 3,30
Caseinas 2,60
Proteinas solubles 0,55
Sustancias nitrogenadas no 0,15
proteicas
Sales 0,85
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L3.1.1.1.1. Agua.

El agua es el componente principal de la leche, actuando esencialmente como
disolvente de los demds componentes; el contenido total de agua influye principalmente
sobre la textura y sobre las propiedades fisicas y mecdnicas de los alimentos (Spreer,
1991).

No obstante, en algunos derivados lacteos, como las leches fermentadas, el agua
puede estar como agua ligada quimicamente, por ejemplo en forma de agua de
hidratacién de las proteinas o los cristales de lactosa, y también como agua libre. Esta
ultima determina la capacidad de conservacidn, es decir, la estabilidad microbioldgica;

propiedad expresada por la actividad de agua (ay,) (Spreer, 1991).

1.3.1.1.1.2. Sustancias nitrogenadas.

En la tabla I.2. se puede observar la composicion en sustancias nitrogenadas de la
leche de vaca. En torno al 95% del nitrégeno de la leche esta en forma proteica, siendo
las proteinas mas abundantes las caseinas y dentro de éstas, las fracciones o y B. Las
cuatro caseinas (o), 052, B y K) poseen una estructura primaria diferente y bien conocida,
mientras que las y surgen de la hidrélisis de la B-caseina por accion de la plasmina. Las
proteinas de suero, representan el grupo minoritario, donde la B-lactoglobulina y la a-

lactoalbumina son las que se destacan (Ordofiez Pereda, 1998).

Tabla I.2. Concentracién media de sustancias nitrogenadas (% nitrégeno total) de la
leche de vaca (Fuente: Ordéiiez Pereda, 1998). El subindice S significa que esta
fraccion es sensible a los iones calcio (precipita en presencia de éstos).

PROTEINAS 95
Caseinas 76
Os1 30
Olg2 * 8
B 27
K 9
Y 2
Proteinas del suero 19
B-lactoglobulina 9,5
a-lactoalbimina 3,5
Seroalbimina bovina 1,0
Inmunoglobulinas 2,0
Otras 3,0
NITROGENO NO PROTEICO 5
Péptidos

Aminoéacidos libres
Otras sustancias
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Las diferencias més importantes entre caseinas y proteinas del suero se presentan en

la tabla I.3. (Ordénez Pereda, 1998).

Tabla 1.3. Diferencias mds destacables entre caseinas y proteinas séricas
(Fuente: Ordonez Pereda, 1998).

Proteinas del

Caseinas
suero

Solubilidad a pH 4,6 No Si
Coagulacwn por quimosina Sq No
(cuajo)
Termorresistencia Si No
Fésforo Si No
Azufre 0.8% (f“n?\j‘[relgmalmeme 1,7% (Met y Cis)
Origen Glandula mamaria (Gm) Gm y plasma
Estado Coloidal (micelas) En disolucién

[.3.1.1.1.2.1. Caseinas.

Las caseinas son fosfoproteinas debido a que poseen grupos fosfatos fuertemente
ligados y, ademas, establecen enlaces con calcio. Esto les proporciona, entre otras cosas,
cierta estabilidad por lo que, no coagulan al ser cocidas. El intervalo isoeléctrico de la
caseina va desde pH de 4,6 a 4,9. Por producirse la coagulacién de la mayor parte de las
fracciones de caseina a un valor de pH de 4,65, se considera este valor como punto
isoeléctrico (Spreer, 1991).

En la leche, las caseinas se encuentran en forma de dispersion coloidal formando
particulas de un tamaiio variable, que reciben el nombre de micelas. Estas se conforman
por caseinas y por componentes de baja masa molecular que reciben el nombre de
fosfato célcico coloidal. Al microscopio electrénico las micelas se observan como
particulas esféricas con un didmetro entre unos 40 y 300 nm (Ordofiez Pereda, 1998).

Debido a la importancia de las micelas de caseinas en el desarrollo de productos
lacteos, su estructura ha sido estudiada extensamente, y contintia siendo debatida. Se
han propuesto diferentes modelos para explicar la estructura de las micelas, siendo el
mds aceptado el modelo de las submicelas propuesto por Walstra (figura 1.2.). Este
modelo sugiere que las micelas estdn compuestas por subunidades esféricas de
composicion y tamafio variables, las submicelas, las cuales se mantienen unidas por

interacciones hidrofébicas entre las cadenas polipeptidicas y por puentes de fosfato de
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calcio coloidal. Las regiones hidrofilicas y glicosiladas C-terminal de las caseinas k
(conocidas como caseinomacropéptido) se localizan en la superficie de las micelas,
evitando la agregacion de las mismas por impedimento estérico y repulsion

electrostética (Phadungath, 2005).

(] Submicela
=SS
)_% Filamento de
4 CcMP
cCp

50 nm

Figura 1.2. Modelo de subunidades de la micela de caseina. CCP = fosfato de calcio coloidal,
CMP = caseinomacropéptido (Fuente: Phadungath, 2005).

El modelo de unién dual propuesto por Horne es el mds actual y el que mejor se
adapta a las observaciones experimentales (figura 1.3.). En este modelo, las micelas de
caseina se forman por un balance entre interacciones hidrofébicas atractivas entre las
proteinas y repulsiones electrostiticas que limitan el grado de polimerizacidn, limitando
el crecimiento ininterrumpido de la misma. El fosfato de calcio coloidal neutraliza la
carga negativa de residuos de fosfoserina de las a y B caseinas, reduciendo la repulsion
electrostdtica ente ellas, por consiguiente la interaccién hidrofébica se vuelve
dominante. Dado que las k caseinas no son capaces de unir calcio debido a la escasa
cantidad de grupos fosfato que poseen, interactian sélo hidrofébicamente con las demas
proteinas, y exponen sus terminales hidrofilicas en la superficie de la micela, actuando
como terminador (Phadungath, 2005). De esta forma, este modelo de estructura interna
proporciona una explicacion vélida de los mecanismos de ensamblaje, formacion y

crecimiento micelar.
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Figura 1.3. Modelo de doble unién de la micela de caseina. CN = caseina, CCP = fosfato de
calcio coloidal (Fuente: Phadungath, 2005).

1.3.1.1.1.2.2. Proteinas del suero.

Las proteinas del lactosuero son aquellas que permanecen en solucioén luego de la
precipitacion de las caseinas a pH 4,6 o menores; y constituyen aproximadamente el
20% de las proteinas de la leche. Son proteinas globulares, y a diferencia de las
caseinas, no contienen fosforo (Spreer, 1991). Son sensibles a la temperatura, y se
desnaturalizan y precipitan al calentar la leche (Phadungath, 2005).

Las principales proteinas del lactosuero de la leche de vaca son la a-lactoalbiimina y
la B-lactoglobulina, ya que constituyen aproximadamente el 70% de las proteinas
solubles. El resto son albiminas del suero sanguineo, inmunoglobulinas, proteasas y
muy bajas cantidades de otras proteinas con funciones especificas, tales como lisozimas
y lactoferrinas (Phadungath, 2005; Spreer, 1991).

El gran valor nutritivo de estas proteinas deriva de una composicién en aminoacidos
muy favorable para la dieta, especialmente por el contenido elevado de cisteina, y de los
aminodcidos esenciales lisina y triptéfano; por esta causa contribuyen a corregir las
deficiencias de las caseinas (Alais, 2003). Ademds, poseen un valor biolgico (VB) muy
elevado (VB = 125), mayor que el de las caseinas (VB = 88) y las proteinas del huevo
(VB = 100), lo cual es un indicio de la alta calidad nutricional de las mismas (Spreer,
1991).

La mas interesante desde un punto de vista tecnologico es la B-lactoglobulina, que a
temperaturas superiores a 74 °C se desnaturaliza, forma grumos y libera grupos

sulthidrilo, que son los responsables del sabor a cocido que a veces presenta la leche.
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Asimismo, esta desnaturalizacién favorece la unién de la B-lactoglobulina con la «-
caseina lo cual es deseable en la elaboracion de leches fermentadas ya que contribuye a
una mejor calidad de las mismas, reduciendo la sinéresis (separacion del suero) y

aumentando la viscosidad (Spreer, 1991).

1.3.1.1.1.3. Hidratos de carbono.

La lactosa, el carbohidrato caracteristico de la leche, es un disacarido compuesto por
los monosacdridos glucosa y galactosa. La lactosa juega un importante papel
tecnoldgico en todos los procesos de acidificacion de la leche ya que representa el
sustrato nutritivo para las bacterias lacticas y también tiene interés tecnoldgico su propia

obtencion (Spreer, 1991).

1.3.1.1.1.4. Lipidos.

1.3.1.1.1.4.1. Composicion.

De todos los componentes de la leche, la fraccion lipidica es la que mayor variacién
presenta, siendo la concentraciéon promedio de 3,4% m/m y oscilando en un rango de
24 a 5,5 %. Entre los factores que mds influyen en la composicién lipidica se
encuentran la raza, la alimentacion, etapa de lactacion, salud. Otros son: época del afio,
zona geografica y practicas ganaderas (Tamime, 2009; Walstra y Jenness, 1987).

Como puede observarse en la tabla 1.4., los triglicéridos son los componentes
mayoritarios, constituyendo mds del 98% del total los lipidos. En menor proporcién se
hallan otros glicéridos, fosfolipidos, colesterol libre y sus ésteres, dcidos grasos libres y
ciertos glicolipidos (Walstra y Jenness, 1987).

Ademds, en la leche existen otros componentes lipidicos minoritarios, presentes en
cantidades traza. Entre ellos pueden mencionarse los carotenoides, vitaminas
liposolubles (vitaminas A, E, D y K), esteroles, tocoferoles y compuestos del flavor que
contribuyen a las propiedades organolépticas de la leche (MacGibbon y Taylor, 2006;
Tamime, 2009).

En lo que se refiere a la composicion de 4cidos grasos, se han identificado en la
leche mds de 400, de los cuales sélo 15 estdn presentes en concentraciones mayores al
1%, respecto a grasa. Entre el 65-70% son &4cidos grasos saturados, el 25% son

monoinsaturados y el 4% son poliinsaturados (MacGibbon y Taylor, 2006).
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Tabla I.4. Composicién media porcentual (% m/m) de lipidos de la leche entera
(Fuente: Walstra y Jenness, 1987).

Triglicéridos 98,3
Glicéridos Diglicéridos 0,30
Monoglicéridos 0,03
Acidos grasos libres 0,10
Fosfolipidos 0,80
Esteroles Colesterol 0,30

Esteres de colesterol ~0,02
Glicolipidos Cerebrdsidos 0,10
Gangliésidos 0,01

Dentro de los saturados, se encuentran moléculas de tamafios que varian entre 4 a 18
atomos de carbono; siendo los mayoritarios los acidos palmitico (C16:0) (24-31%),
estedrico (C18:0) (10-15%) y miristico (C14:0) (9—12%). Los 4cidos grasos de cadena
corta (C4:0 y C6:0) y mediana (C8:0 a C12:0), que representan aproximadamente un
15% del total, poseen caracteristicas particulares, ya que son absorbidos al torrente
sanguineo y metabolizados rdpidamente, actuando como una fuente de energia rdpida
(McGibbon y Taylor, 2006).

El acido oleico (C18:1) es el mas abundante de los monoinsaturados (15-22%);
mientras que los dcidos linoleico y linolénico, ambos poliinsaturados y esenciales para
la nutricién humana, representan un 2—3% (McGibbon y Taylor, 2006).

Dentro de los 4cidos grasos poliinsaturados, la leche contiene aproximadamente un
1,75% de 4cido linoleico conjugado (CLA). CLA es un término colectivo que se utiliza
para describir los isdémeros posicionales y geométricos del dcido linoleico (C18:2),
donde los dobles enlaces estdn presentes en las posiciones 9 y 11 o 10 y 12, pudiendo
tener cada uno configuracién cis o trans (McGibbon y Taylor, 2006; O’Quinn y col.,
2000).

El colesterol es el precursor de todos los demads esteroides del organismo, tales como
los corticosteroides, las hormonas sexuales, los 4dcidos biliares y la vitamina D. Un poco
mds de la mitad del colesterol del organismo se origina de su sintesis (cerca de 700

mg/dia) y el resto es proporcionado por una alimentacion promedio (Mayes, 1997).
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La grasa de la leche contiene alrededor de un 0,3% de colesterol, unos 12-13 mg
cada 100 gramos de leche, siendo éste el componente mas importante de la parte

insaponificable (Alais, 2003).

1.3.1.1.1.4.2. Estructura del globulo graso.

La materia grasa se encuentra dispersa en la leche bajo la forma de glébulos
esféricos, distribuidos en un rango de didmetro variable entre 0,2 y 15 um. Los glébulos
grasos (GG) estdn constituidos por un nucleo compuesto principalmente por
triglicéridos (McGibbon y Taylor, 2006), envuelto por una cubierta compleja de
naturaleza lipoprotéica, llamada membrana del glébulo graso (Alais, 2003; Huppertz y
Kelly, 2006) (figura 1.4.). El nicleo estd compuesto por triglicéridos de bajo punto de
fusiéon (en la parte interna) rodeados de triglicéridos de alto punto de fusién (parte
externa). La membrana del glébulo graso contribuye a estabilizar la emulsion, ya que
mantiene los lipidos en forma de gotas dispersas, evitando la coalescencia y
protegiéndolos de la lipdlisis (Spitsberg, 2005; Vanderghem y col., 2008). Esta formada
por varias capas, pudiéndose diferenciar hasta tres: la capa interna, semejante a una
membrana celular, constituida por proteinas globulares y por fosfolipidos,
fundamentalmente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. Se encuentra firmemente
unida a la parte externa del nucleo del GG. La capa intermedia en la que se encuentra
agua ligada y metales como cobre, hierro y zinc que se fijan facilmente a la membrana.
La capa externa donde se localizan las actividades enzimaticas, estd compuesta por
lipoproteinas mads ricas en fosfolipidos y proteinas que la capa interna (Ordéfiez Pereda,
1998).

Por su parte, el colesterol se encuentra formando parte del GG, ya que tiene baja
solubilidad en agua, encontrdndose tanto en la membrana (10 %) como en su interior
(80 %), y el 10 % restante en el plasma exterior a dicho glébulo, estando un 90 % en

forma libre y 10 % esterificado (Spreer, 1991).
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Figura I.4. Representacion esquematica del glébulo graso en leche.
(Fuente: www.drcate.com/raw-milk-why-mess-with-udder-perfection).

1.3.1.1.1.4.3. Lipidos y su asociacion con enfermedades cardiovasculares.

Los lipidos (fosfolipidos, triglicéridos y colesterol), al no ser solubles en un medio
acuoso como el plasma, se unen a proteinas especificas (apoproteinas) para formar las
lipoproteinas y poder asi circular en sangre. Existen cinco clases principales de
lipoproteinas séricas. En orden creciente de densidad tenemos: quilomicrones;
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL); lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL); lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). A
medida que se incrementa la densidad de estas particulas, el porcentaje de triglicéridos
decrece, mientras que el de proteinas aumenta (Parodi, 2009).

En el hombre, un 60 — 70 % del colesterol es vehiculizado por las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), el 20 — 30 % por las de alta densidad (HDL) y el 5 - 10 % restante
por las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Taranto y col., 2005).

Por otro lado, en Argentina, sobre un total de 304.525 muertes ocurridas en 2009,
89.916 fueron por causas cardiovasculares, 57.590 por cancer, 7.701 por diabetes y
4.711 por enfermedades cronicas respiratorias, siendo los problemas cardiovasculares la
primera causa de muerte (aproximadamente 30%) en nuestro pais (Ferrante, 2011).

La aterosclerosis coronaria, enfermedad caracterizada por el engrosamiento focal de
la porcién interna de la pared de las arterias coronarias, es la principal causa de

enfermedad i1squémica del corazon (Castillo y col., 2005).
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El colesterol elevado es un componente clave en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Explica el 18% de la enfermedad cerebrovascular y 59% de la
enfermedad coronaria, explicando el 7,9% de todas las muertes (Ministerio de Salud de
la Nacidn, 2006). Actualmente, el 30% de la poblacién que se realiza controles de salud,
posee colesterol elevado, siendo también importante la cantidad de personas que no se
realizan ningun tipo de control y desconoce como se encuentra su salud (Ferrante,
2011).

En numerosos estudios epidemioldgicos se encontré una asociacién positiva entre
los niveles de colesterol sérico y el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (ECV).
Altos niveles de LDL-colesterol (“colesterol malo”) se asocian positivamente con el
riesgo de desarrollar ECV, mientras que niveles elevados de HDL-colesterol
(“colesterol bueno”) estan asociados negativamente con ECV (Parodi, 2009).

Otros factores de riesgo importantes son la obesidad, la inactividad fisica,
hipertension, diabetes, problemas psicosociales y niveles elevados de homocisteina
sérica. Muchos de estos se encuentran asociados entre si, sinergizando sus efectos
(Parodi, 2009).

Ademads, el colesterol se oxida produciendo compuestos perjudiciales para la salud,
ya que poseen comportamiento aterogénicos (Peng y col., 1991a), citotéxicos (Peng y
col., 1991b), mutagénico y carcinogénico (Morin y col., 1991).

Por otra parte, no todos los AGS poseen idéntica potencia hipercolesterélemica. Los
de cadena corta (C4:0, C6:0, C8:0, C10:0), presentes en la grasa lactea, después de la
absorcién entran a la circulacién portal y pasan al higado donde son rdpidamente
oxidados. Ellos no tienen efecto en el incremento del colesterol (Parodi, 2009).

Si bien los AGS C12:0, C14:0, C16:0 y C18:0 incrementan los niveles séricos de
colesterol total y de LDL-colesterol, también aumentan los niveles de HDL - colesterol
antiaterogénico (Parodi, 2009).

Un predictor més poderoso del riesgo de ECV, que los niveles de LDL - colesterol o
de colesterol total, es la relacion colesterol total / HDL — colesterol, también conocido
como Indice de Castelli (IC) (Parodi, 2009; Siniawski y col. 2011). Cuédnto menor es el
valor de este cociente, menor es el riesgo de padecer ECV (Parodi, 2009).

El consumo de AGS (C12:0, C14:0, C16:0 y C18:0, presentes en leche y productos
lacteos enteros), en comparacion con una dieta elevada en carbohidratos, baja en grasa y
en AGS, tiene un efecto benéfico sobre la reduccion de los niveles de apolipoproteina A

aterogénica y de las particulas LDL mads pequefias y densas (asociadas al desarrollo del
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infarto del miocardio). En general, el efecto de estos AGS sobre las lipoproteinas séricas

sugiere que pueden ser aterogénicamente neutros (Parodi, 2009).

1.3.1.1.1.4.4. Revalorizacion de la grasa ldctea.

Los lipidos figuran entre uno de los constituyentes mds importantes de la leche. Sin
embargo, la grasa lactea no ha sido muy apreciada, anteriormente, debido a la presencia
de acidos grasos saturados (AGS) y colesterol. Tal como se discutié anteriormente
(apartado 1.3.1.1.1.4.3.), evidencias recientes muestran que, en general, los AGS C12:0,
C14:0, C16:0 y C18:0 podrian ser aterogénicamente neutros e incluso tener una
influencia negativa sobre la aterogénesis y, por lo tanto, un 60 % de los 4dcidos grasos
presentes en la leche no tendrian efecto negativo sobre la salud. El porcentaje restante
son AG insaturados (C18:1 y C18:2) benéficos para la salud (Parodi, 2009; Recio y
Loépez-Fandifio, 2005).

Ademads contiene concentraciones substanciales de AGS de cadena corta y media
(menor a 12 dtomos de carbono) que son empleados como fuente de energia rapida, por
lo que tienen baja tendencia de acumularse en el tejido adiposo (Parodi, 2009; Recio y
Loépez-Fandifio, 2005).

Asimismo, la grasa lactea es el vehiculo de vitaminas liposolubles (principalmente
D, antirraquitica) y carotenoides, favoreciendo la biodisponibilidad de estos compuestos
(Gayoso, 2009; Recio y Lépez-Fandifio, 2005).

Cada vez hay mds evidencia cientifica del efecto beneficioso para la salud de
determinados componentes de la grasa de la leche, como el 4cido butirico, los lipidos
polares y el acido linoleico conjugado (CLA) (Gayoso, 2009; Recio y Lopez-Fandifo,
2005).

El 4cido butirico de la grasa l4ctea ha sido especialmente estudiado en los tltimos
aflos por su posible actividad anticancerigena demostrada en cultivos celulares. En
ciertos tipos de cancer, como el cdncer de mama, el cancer de colon, se estd estudiando
su potencial actividad en la prevencion de los mismos (Recio y Lopez-Fandifio, 2005).

Los fosfolipidos y esfingolipidos, presentes principalmente en la membrana del
glébulo graso, han suscitado un gran interés por sus multiples beneficios para la salud.
La prevencion del cancer de colon, la disminucién de los niveles de colesterol, su efecto
bactericida y la mejora de la funcion cerebral son algunas de las propiedades atribuidas

a esta fraccion lipidica de la leche (Gayoso, 2009).
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El CLA ha demostrado ejercer distintos efectos anticancerigenos. De los estudios
llevados a cabo en humanos, se puede concluir que CLA seria beneficioso en la
prevencion de algunas enfermedades por su accidn sobre el metabolismo lipidico y la
respuesta inmune. Asi, todos estos compuestos podrian inhibir o retrasar el avance de
enfermedades tales como el céncer, la aterosclerosis y la diabetes (Recio y Lopez-
Fandino, 2005).

Por otra parte, las leches descremadas carecen de vitaminas liposolubles y acidos
grasos esenciales, poseen un valor calérico disminuido con respecto a la leche entera y
tienen propiedades organolépticas y texturales desmejoradas (Contarini y col., 2002;
Park, 1999; Park, 2000), debido a que el contenido de grasa de los alimentos posee una
gran influencia sobre sus caracteristicas sensoriales y su aceptabilidad. La reduccién del
contenido en grasa de los alimentos no solo da lugar a cambios importantes en la
textura, sino también en las caracteristicas relacionadas con el olor y el flavor

(Carrapiso y col., 2004).

1.3.1.1.1.5. Sales.

Las sales de la leche, cationes metélicos y aniones organicos € inorgdnicos, pueden
aparecer en concentraciones elevadas (macroelementos) o en bajas concentraciones
(elementos traza) (Spreer, 1991).

La leche y sus derivados contienen calcio de buena calidad, que es mejor absorbido
por los huesos gracias a la lactosa y a las proteinas de los lacteos. Este mineral es uno de
los principales responsables de la mineralizacion dsea, la cual comienza a producirse en
la nifiez. Pero ademds de calcio, los productos lacteos contienen magnesio, vitamina D y
una excelente relacion calcio/fésforo, necesaria para el desarrollo y fortalecimiento del
esqueleto (Cornes, 2008).

En las LF, particularmente, durante la coagulaciéon &4cida bacteriana existe una
migracion progresiva del calcio coloidal hacia la solucion, por lo tanto el codgulo que se

forma esta desmineralizado (Alais, 2003).

1.3.1.1.2. Leche en polvo entera.

La leche en polvo entera (LPE), o leche en polvo con toda su grasa, se obtiene a
partir de leche entera fluida que se estandariza para que el producto final contenga un
porcentaje graso del 25-28% (Early, 2000) y se concentra en evaporadores de pelicula

descendente, obteniéndose en polvo por el método de secado spray (Spreer, 1991). El
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agua de la leche fluida es eliminada mediante un proceso de secado, mediante el cual se
obtiene un producto sélido que mantiene la composicion y calidad de la materia prima
de partida. El secado aumenta el periodo de conservacion de la leche, reduciendo
simultdneamente su peso y volumen, lo que hace que se reduzca el costo de su
transporte y facilita su almacenamiento (Gosta Bylund, 2003).

La utilizacion de LPE para la elaboracion de leches fermentadas resulta ventajosa
debido a que permite asegurar una composicion y calidad constante y a que facilita su

almacenamiento y durabilidad.

1.3.1.1.3. Leche en polvo descremada.

Se pueden distinguir dos tipos de leche en polvo descremada (LPD) que varian en su
produccién y por tanto en su composicion. En el primero se aplica un secado suave lo
que otorga una buena solubilidad mientras que en al segundo tipo de LPD se lo somete a
un intenso tratamiento térmico en un secador de rodillos. En este ultimo caso,
dependiendo de la intensidad del calentamiento se logra diferentes grados de
desnaturalizacién de las proteinas del suero (Gosta Bylund, 1993).

Un problema comiin en la elaboracién de las leches fermentadas es la baja firmeza y
la elevada sinéresis debido a la baja cantidad de sélidos totales. El agregado de
ingredientes a base de caseina como la leche en polvo descremada mostré ser una

solucién ya que aumentan la firmeza y reducen la sinéresis (Amatayakul, 2006).

1.3.1.2. Cultivo iniciador-acidificante.

1.3.1.2.1. Bacterias dcido ldcticas.

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) son un conjunto de bacterias Gram - positivas, no
esporuladas, en forma de cocos o bastones con un metabolismo estrictamente
fermentativo produciendo 4cido lactico como el mayor producto final de la
fermentacion de los azicares via Embden - Meyer - glucélisis (homofermentacién). En
otras ocasiones producen ademds etanol, acetato y CO, por la via del &4cido-6-
fosfogluconico (heterofermentacion). Poseen complejas necesidades de factores de
crecimiento: vitamina B, aminodcidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta es una
de la razones del por qué desarrollan en un medio tan rico nutricionalmente como la
leche. Otra caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH 4cido (pH =5,
incluso a veces menores), pero conforme el medio se va acidificando, resultan inhibidas

un mayor nimero de especies (Cabeza Herrera, 2006). Las BAL obtienen compuestos
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nitrogenados a partir del ataque enzimdtico de la caseina. Aunque son moderadamente
proteoliticas, su actividad resulta suficiente y fundamental para posibilitar su desarrollo
en un medio como la leche (rol biolégico), contribuyendo a la textura y, en menor

medida, al sabor del producto final (rol tecnolégico) (Guglielmotti, 2003).

1.3.1.2.1.1. Principales grupos.

Las BAL, comprenden varios géneros que se caracterizan por fermentar los hidratos
de carbono produciendo &4cido lactico. Las BAL estdn constituidas por Lactococcus,
Vagococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Weissella y Carnobacterium y son microorganismos
“seguros” o GRAS (en inglés: generally recognized as safe), 1o que las hace ideales

para la produccién de alimentos (Leveau y Bouix, 2000).

1.3.1.2.2. Rol de las bacterias acidoldcticas en la elaboracion de leches
fermentadas.

La principal aplicacién de las BAL como cultivos iniciadores en la industria lactea
ha sido para la obtencién de yogur y diversos quesos madurados (Cabeza, 2006).

Un cultivo iniciador puede estar formado por uno o mds microorganismos y
generalmente por varias cepas de la misma especie (Ordéfiez Pereda, 1998). En el caso
del yogur, durante la preparacion del mismo, se emplea una mezcla de cepas de
S. thermophilus y L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Ambas subespecies son anaerobias
facultativas, termofilas (temperatura Sptima de crecimiento entre 40 y 45 °C) y
homofermentativas (el 4cido lactico formado representa del 90 al 97 % de la lactosa
fermentada) (Alais, 1985; Gosta Bylund, 1995).

S. thermophilus y L. bulgaricus presentan una relacion protosimbidtica cooperativa
durante el proceso de elaboracion de LF, ya que el lactobacilo estimula primero el
crecimiento del estreptococo al generar valina, histidina y glicina y éste, en su
desarrollo, genera 4cido férmico (y diéxido de carbono y dcido pirdvico), que estimula
el crecimiento del Lactobacillus (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001).

Las BAL tienen como objetivo, en la produccion de LF la acidificacion, la mejora
de la textura y el desarrollo del flavor (modificando las condiciones del medio para que
ocurran las reacciones, mediante la produccién de metabolitos y/o hidrolizando las
proteinas de la leche, liberando péptidos, aminoacidos y compuestos volatiles). Como se

dijo anteriormente, al fermentar la lactosa acidifican el medio hasta valores que inhiben
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el crecimiento de microorganismos patégenos. Por otra parte, la textura de la LF
depende del 4cido lactico ya que la coagulacion se debe a un progresivo descenso del
pH; asimismo el empleo de BAL productoras de exopolisacaridos pueden mejorar atin

mds la textura y viscosidad del producto (Early, 2000).

1.3.1.3. Microorganismo probiético.

De la definicién aportada en el apartado 1.1.3.5. se desprenden tres importantes
puntos para poder considerar un microorganismo como probidtico (Ashwell, 2004):

v' Estar presentes como células vivas y, preferentemente, en altas concentraciones.

v Encontrarse estables y viables durante todo el periodo de vigencia del producto.

v Poder proveer beneficios para la salud del anfitrién.

Los cultivos mads frecuentemente utilizados como probidticos para humanos
incluyen especies de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Vinderola y col.,

2011).

1.3.1.3.1. Consideraciones para la utilizacion de probidticos en productos ldcteos.

Hoy en dia, los yogures y otras LF constituyen los principales vehiculos para el
aporte de probidticos, ya que, ademds de las propiedades funcionales de las bacterias
inoculadas, estos alimentos tienen gran aceptacion en los distintos grupos de poblacién
y son féciles de digerir (Sanz y col., 2003).

Un aspecto importante en la produccion de LF probidticas es la interaccion entre los
probidticos y los microorganismos iniciadores (Heller, 2001). Se pueden producir
diferentes interacciones entre las distintas cepas, que estimulen, inhiban o no produzcan
efectos en la velocidad de crecimiento bacteriano y actividad metabdlica. En general, las
bacterias probidticas demuestran ser mds inhibitorias hacia las bacterias acidoldcticas
iniciadoras que viceversa (Vinderola y col., 2002).

La mayor parte de los productos que contienen probidticos se estandarizan en
funcién del contenido de células viables, debido a que a que existe una importante
disminucion de los mismos durante el transito en el aparato digestivo, no sobreviviendo
a la accion de acidos estomacales y ciertas enzimas (Recio y Lopez - Fandifio, 2005).
En general, la industria alimentaria y diversos investigadores apuntan a mantener la
presencia de 10° UFC.g’1 o mds en el alimento donde fueron adicionadas, en el

momento de consumo (Dave y Shah, 1996; Kristo y col., 2003; Sanz y col., 2003).
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La decision deberia basarse en legislaciones o recomendaciones de organismos
internacionales con una alta credibilidad. Por su parte, la Federacion Internacional de
Lecheria (IDF-FIL) recomienda que productos lacteos tales como la leche aciddfila,

contengan al menos 10’ UFC.mL™" o g de cultivo probiético (IDF-FIL, 1992).

1.3.1.3.2. Lactobacillus rhamnosus como probiotico.

L. rhamnosus ha sido estudiado extensamente y se ha encontrado que posee un gran
nimero de propiedades que constituyen las bases para implementar su uso en salud y en
investigacion clinica (Calderén y col., 2007). Es un microorganismo apto para la
utilizacién como probidtico, ya que cumple con los criterios funcionales, tecnoldgicos,
biol6gicos y de bioseguridad, necesarios para tal fin (Lacroix y Yildirim, 2007,
Mercanti, 2007; Stanton y col., 2003; Vinderola y col., 2011).

Se trata de una especie que habita naturalmente en el tracto gastrointestinal humano,
segura e inofensiva para el huésped, ya que posee el cardcter GRAS, por lo tanto es
probadamente no patdgena, sin efectos mutagénicos ni carcinogénicos, respondiendo de
este modo al criterio de bioseguridad (Mercanti, 2007; Sanz y col., 2003).

Con respecto a las propiedades bioldgicas, las bacterias utilizadas como probidticos
deben retener una viabilidad significativa durante el pasaje a través del tracto
gastrointestinal (Mercanti, 2007; Vinderola y col., 2011). Se ha comprobado que
L. rhamnosus es tolerante al pH bajo y a los fluidos pancredticos y biliares, y ademds
posee una buena adhesion a las glicoproteinas del ileon humano y a la mucosa del
colon, caracteristicas importantes para aumentar la supervivencia y favorecer la
colonizacién temporaria en el intestino (Alander y col., 1999; Calderén y col., 2007).

El criterio funcional se refiere a la acciéon benéfica de la cepa bacteriana en el
huésped, y debe ser determinada fehacientemente en estudios clinicos adecuados
(Mercanti, 2007; Vinderola y col., 2011). Diversos estudios han demostrado actividad
antimicrobiana de L. rhamnosus contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus y Clostridium perfringens (Calderon y col., 2007). La administracion de
ciertas cepas de L. rhamnosus en nifios mostrd un efecto de prevencion de diarrea aguda
y disminucién de diarrea causada por Rotavirus y Clostridium difficile (Alander y col.,
1999; Sanz y col., 2003; Shida y Nanno, 2008). Ademds, pudo demostrarse una
reduccion de la incidencia de infecciones respiratorias, mejoramiento de la inmunidad
intestinal y una disminucion de sintomas de dermatitis atdpica en personas con alergias

alimentarias (Alander y col., 1999; Shida y Nanno, 2008). Otros estudios mostraron que
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la administracion del probidtico redujo la incidencia del nimero de tumores en animales
inducidos artificialmente con cancer de colon (Koop, 2001).

Desde el punto de vista tecnolégico, se pudo determinar que L. rhamnosus no posee
actividad antimicrobiana contra bacterias &4cido lacticas, es aerotolerante, posee
excelente viabilidad en yogur durante cuatro semanas de almacenamiento a 4 °C, y es
util en su produccién ya que es capaz de crecer durante la fermentacion y ademds

proporciona buenas caracteristicas organolépticas (Calderdén y col., 2007).

1.3.1.4. Concentrado de proteinas del suero.

El concentrado de proteinas del suero (WPC, del inglés Whey Protein Concentrate)
es un producto derivado del lactosuero, la sustancia liquida obtenida por separacién del
codgulo de leche durante la produccién de quesos (Parra, 2009). Las proteinas del suero
son concentradas por la remocién de agua, lactosa y minerales mediante diversos
métodos de separacion, entre ellos precipitacion, centrifugacién, ultrafiltracién o
utilizacién de membranas semipermeables (Spreer, 1991). Se lo clasifica segtn el
contenido de proteinas (% de proteinas en la materia seca), el cual puede variar entre un
35 y un 85% dependiendo del grado de ultrafiltracion que se le realice.

El WPC se utiliza ampliamente en la industria alimentaria debido a las propiedades
nutricionales y funcionales de las proteinas que contiene. El objetivo principal de su
adicién al yogur es aumentar el porcentaje de sélidos ldcteos no grasos para conseguir
las propiedades reoldgicas deseadas, dando como resultado un producto con textura,
consistencia y apariencia mejoradas (Hugunin, 2008; Ordéfiez Pereda, 1998). Ademas,
existen otros beneficios resultantes de su adicidn:

v’ Sabor mejorado: en comparacién con las caseinas, las proteinas del lactosuero

tienen menor tendencia a enmascarar los sabores ya que son insipidas (Hugunin, 2008).
Los andlisis sensoriales de LF adicionadas con WPC al 3% generalmente muestran
mayores puntuaciones en sabor, aroma y aceptacion global (Requena y col., 2005).

v" Enriquecimiento nutricional: se trata de una fuente concentrada de nutrientes de

leche, principalmente proteinas de elevado valor bioldgico y alto contenido de
aminodcidos esenciales (Hugunin, 2008; Parra, 2009).

v’ Sinéresis reducida: uno de los beneficios mds significativos del WPC es su

efecto sobre la sinéresis durante el almacenamiento del yogur. Esto se debe a que la -

lactoglobulina y la a-lactoalbimina forman redes tridimensionales capaces de hincharse
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en agua y retener una fraccion significante de agua dentro de esta estructura
(Amatayakul, 2006; Hugunin, 2008; Parra, 2009).

v’ Efectos funcionales: se ha demostrado en animales una accién anticarcinogénica,

hipocolesterolémica, hipotensiva, y un aumento de la respuesta inmune tanto celular

como humoral (Baro y col., 2001; Kawase y col., 2000).

1.3.1.5. Endulzantes.

1.3.1.5.1. Sacarosa.

El objetivo de adicionar edulcorantes a las leches fermentadas es el de reducir el
sabor 4cido del producto y aumentar la aceptabilidad sensorial, elevando el sabor dulce.
La sacarosa y la glucosa son los edulcorantes mas utilizados en la industria alimenticia
(Early, 2000). Asimismo, el agregado de sacarosa tendria un efecto inhibitorio en el
desarrollo de levaduras y mohos osmofilicos, aunque se debe tener cuidado con las
concentraciones de azucar utilizadas ya que modifican la presién osmética y reducen la
actividad acuosa pudiendo inhibir también a los microorganismo fermentadores (Early,
2000), es por ello que se agregan en cantidades no mayores al 10% para no afectar

negativamente a las bacterias lacticas (Spreer, 1991).

1.3.1.6. Aditivos.

1.3.1.6.1. Definicion.

Segtin el Cdédigo Alimentario Argentino (Capitulo I, articulo 6) un aditivo es:
cualquier sustancia o mezcla de substancias que directa o indirectamente modifiquen
las caracteristicas fisicas, quimicas o biologicas de un alimento, a los efectos de su
mejoramiento, preservacion, o estabilizacion, siempre que:

a) Sean inocuos por si mismos o a través de su accién como aditivos en las
condiciones de uso.

b) Su empleo se justifique por razones tecnoldgicas, sanitarias, nutricionales o
psicosensoriales necesarias.

¢) Respondan a las exigencias de designacion y de pureza que establezca este

Codigo.” (Codigo Alimentario Argentino, 2010).
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1.3.1.6.2. Hidrocoloides.

1.3.1.6.2.1. Generalidades.

Los hidrocoloides son los aditivos mds ampliamente utilizados en la industria lactea.
Son sustancias macromoleculares de caricter hidréfilo que son solubles, hinchables y
dispersables en agua y en soluciones acuosas; y que producen disoluciones coloidales
altamente viscosas, suspensiones o geles. Son de origen animal o vegetal, y algunos se
obtienen también por sintesis microbiana (Spreer, 1991).

Entre los hidrocoloides se incluyen sustancias con distinta funcionalidad en los
alimentos (Spreer, 1991):

v' Aglomerantes: agentes empleados para aglutinar, ligar o unir sustancias.

v’ Espesantes: hidrocoloides hidréfilos que producen sustancias altamente viscosas,
suspensiones, disoluciones coloidales o geles.

v’ Estabilizantes: sustancias que forman peliculas tensioactivas o cargas eléctricas
dando alimentos con estados coloidales estables.

v' Emulgentes: son sustancias anfipdticas que reducen las fuerzas de tension
superficial entre las distintas fases, transformandolas en sistemas finamente dispersos.

La elevada capacidad de unir agua de los hidrocoloides proporciona un efecto
gelificante y espesante en productos lacteos como el yogur, manteniendo la estabilidad
del producto durante la manufactura y el almacenamiento (Lal y col., 2006).

El objetivo principal de la adicién de hidrocoloides a las LF es el de aumentar las
caracteristicas deseables de las mismas, como la viscosidad y consistencia, cuerpo,
textura, apariencia y sensacion de suavidad en la boca (mouthfeel), ademas de impartir
buena resistencia a la sinéresis (Lal y col., 2006; Supavititpatana y col., 2007). Por otro
lado, también se utilizan para minimizar los dafios en el codgulo del yogur, que pueden
producirse por la accién mecénica durante la elaboracién (Tamime y Robinson, 1991).

Algunos de los aditivos mds utilizados en yogur para estos fines son gomas
naturales y modificadas, galactomananos, extractos de algas (carragenatos, alginatos),
almidones y gelatina (Lal y col., 2006; Tamime y Robinson, 1991), los cuales actian
formando redes que retienen el agua reduciendo el flujo de ésta en el interior de la
matriz (Supavititpatana y col., 2007).

Los hidrocoloides son empleados en la manufactura de LF como compuestos
individuales o combinados. La finalidad de utilizarlos en combinacion es lograr una
funcién especifica o, en la mayoria de los casos, superar una propiedad limitada

asociada a uno de los compuestos para mejorar las caracteristicas reoldgicas del
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producto. En ocasiones, al utilizar una mezcla de estos aditivos se logra una
disminucién en los costos de produccién. Por lo tanto, la eleccion de un determinado
tipo de hidrocoloide en particular depende de aspectos tales como propiedades
funcionales, efecto o modo de accién, costos, y de la concentraciéon Sptima a utilizar

(Tamime y Robinson, 1991; Williams y Phillips, 2000; Lal y col., 2006).

1.3.1.6.2.2. Clasificacion.

Préacticamente todos los hidrocoloides alimenticios tecnolégicamente importantes
son de origen animal o vegetal. Pueden clasificarse de la siguiente manera (Spreer,
1991):

v’ Pectinas: polisacaridos que se obtienen principalmente del orujo de manzana y
de la cascara de limon.

v’ Polisacéridos extraidos de semillas de leguminosas (galactomananos): goma
guar, goma espina corona, goma tara.

v' Exudados vegetales: exudados de las cortezas como el caucho, goma arabiga,
goma “ghatti”.

v Extractos de algas marinas: de algas rojas (agar-agar, carragenato) o de algas
pardas (alginatos).

v Almidén y derivados de almidoén.

v’ Derivados sintéticos de la celulosa.

v’ Polisacaridos fermentativos de las transformaciones microbiolégicas: goma
xantano.

v Hidrocoloides animales: gelatina, caseinatos.

1.3.1.6.2.3. Galactomananos.

Los galactomananos son polisacdridos que estdn presentes en las paredes celulares
de los tejidos de almacenamiento de las semillas (como el endosperma). Se obtienen de
las semillas de distintas leguminosas; estdn formados por una cadena de manosas unidas
entre si por enlaces f (1—4), en la mayoria de los casos con ramificaciones formadas
por unidades de galactosas unidas a las manosas por un enlace a (1—6). Dependiendo
del vegetal del que se extraigan, los galactomananos tiene distintos grados de
ramificacion y esto influye sobre sus propiedades fisico-quimicas (Bolivar Forero,

2009).
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Se utilizan principalmente en la industria de los alimentos, donde son conocidos
como “polisacaridos alimenticios”, debido a que contribuyen significativamente a la
ingesta de fibra y ademds se usan como aditivos espesantes y/o estabilizantes (Bolivar
Forero, 2009).

Entre las gomas vegetales comtinmente utilizadas que se emplean para aumentar la
viscosidad de los productos alimenticios, se destacan: la Goma Guar (Cyamopsis
tetragonoloba), con una relacion de manosa/galactosa (M/G) de 2:1 y la goma de
Algarrobo europeo o Goma Garrofin (Ceratonia siliqua), con 4:1 de relaciéon M/G. La
solubilidad del galactomanano depende mucho del contenido de galactosa; la Goma de
Guar es soluble en agua fria, y en cambio, para disolver la Goma Garrofin es necesario
calentar al menos hasta los 80° C (Bolivar Forero, 2009). Las gomas son utilizadas
principalmente para ofrecer resistencia a fendmenos fisicos indeseables como
cristalizacién, sedimentacién gravitacional, y desagregaciéon mecdnica, que pueden
ocurrir durante la distribucién y almacenamiento de los productos (Marcotte y col.,
2001). Mientras que la demanda de nuevas fuentes de hidrocoloides se ha incrementado,
el volumen de estos ingredientes solicitado depende de la seguridad de su suministro, la
calidad y el precio de los mismos (Koocheki y col., 2009). Consecuentemente, existe un
mercado Optimo para nuevas gomas que sustituyan algunos de estos hidrocoloides
importados, por un mejor precio y disponibilidad o para complementar los mismos
generando sinergias que mejoren las propiedades reoldgicas y texturales de los
productos. En este contexto, el empleo de Goma Espina Corona se avizora como una

interesante alternativa de gomas comerciales nacionales.

1.3.1.6.2.3.1. Goma Espina Corona.

La Goma Espina de Corona (GEC), es extraida de las semillas de la leguminosa
Gleditsia amorphoides, especie que crece en los bosques y selvas del Norte de la
Republica Argentina, abarcando las provincias de Chaco, Formosa, Corrientes,
Misiones, Entre Rios, Norte de Santa Fe, Salta y Jujuy (Spotti y col., 2012).

Es un polimero no 1idénico, cuya composicion quimica corresponde a un
galactomanano con una relacién 2,5:1 de M/G (figura L1.5.). Esta relacién es cercana a la

descripta anteriormente para la Goma Guar (2:1) (Cerezo, 1965).
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Figura L.5. Estructura quimica de la goma espina corona (Fuente: www.naturegum.com).

Este aditivo se incluye en el Cédigo Alimentario Argentino, Art.1368, Inc. N° 73
(2010), como Espesante y Estabilizante.

La GEC cuenta con aproximadamente un 70% de hidratos de carbono en su
composicion (Hollowski, 2011). Se dispersa e hidrata casi completamente en agua fria y
completamente en agua caliente, formando dispersiones muy viscosas, pero no es
soluble en solventes orgédnicos. Es un polimero no iénico compatible con la mayoria de
otros hidrocoloides vegetales (Goma Guar, Tragacanto, Arabiga, Agar, Alginatos, entre
otros) y con casi todos los almidones quimicamente modificados, polimeros sintéticos, y
proteinas solubles en agua (www.naturegum.com).

Desde el punto de vista botdnico, la espina corona es una especie forestal autéctona
muy cercana al algarrobo europeo, de cuyas semillas se extrae la goma garrofin. Esta
similitud motivé su estudio por partes de investigadores (Rothman y Riqué, 1959),
quienes concluyeron que no existen diferencias fisicas, quimicas, mecdnicas ni
tecnoldgicas significativas entre el hidrocoloide obtenido a partir de EC con el producto
importado goma garrofin (Maiochi, 2006).

Actualmente, su desarrollo a nivel nacional se revitaliza por razones de costos de
productos similares de origen extranjero como gomas guar y garrofin. Estd confirmada
la existencia de un importante y estable mercado nacional e internacional para éste tipo
de gomas, pudiendo la GEC ingresar a ese mercado, si demuestra economicidad y
confiabilidad en el suministro de materia prima. Existe un adecuado potencial de
produccion de semilla, a partir de las existencias de arboles en el bosque natural. Hay un
gran potencial de investigacion para optimizar las condiciones de produccion de semilla
e incorporar nuevas tecnologias que permitan bajar costos y asegurar continuidad en la

produccioén. Seria de gran importancia localizar y recoger la numerosa informacién
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dispersa sobre esta materia, que sin duda existe en archivos oficiales y privados, a partir
de los estudios de Riqué y Pardo (1959).

Por ende, podria sustituir ambos aditivos, importados, posibilitando un desarrollo
industrial sustentable, principalmente en la region chaquefia Argentina, generando
fuente de trabajo formal, disminuyendo el desempleo en una de las regiones mds pobres

del pafs.

1.3.1.6.2.4. Almidones.

Las propiedades espesantes del almidon tienen un efecto positivo en las
caracteristicas organolépticas de los productos alimenticios y ademds, desempefian
importantes funciones tecnoldgicas/funcionales en la preparacion de los alimentos
(Early, 2000). Son utilizados en la manufactura de yogur para incrementar su
viscosidad, textura, mejorar su mouthfeel y prevenir la sinéresis (Goncalvez y col.,
2006, Kaur, 2011). Es uno de los agentes espesantes més utilizados en la fabricacion del

yogur por su facil procesamiento y bajo costo comparado con otros hidrocoloides

(Goncalvez y col., 2006).

1.3.1.6.2.4.1. Almidones nativos y modificados.

Los almidones nativos son polisacédridos constituidos por dos tipos de moléculas:
amilosa y amilopectina. La amilosa es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas
por enlaces a-1,4 glucosidicos, mientras que la amilopectina es una molécula ramificada
y de mayor tamafio, formada por mondémeros de glucosa unidos por enlaces a-1,4
glucosidicos y a-1,6 en los puntos de ramificacion (McMurry, 2008). La relacién
amilosa/amilopectina depende del origen vegetal del almidén y es uno de los
determinantes de las propiedades del mismo (Early, 2000).

Cuando los almidones nativos se calientan y gelifican, las moléculas de amilosa
tienden a unirse entre si formando agregados cristalinos. Este fenémeno, conocido como
retrogradacion, opaca la solucion y origina un gel rdpido que puede contraerse
expulsando el agua libre (Spreer, 1991; Early, 2000). En general, los alimentos con
almidones nativos tienen una escasa resistencia a los procesos productivos y estabilidad
reducida durante el almacenamiento. El procesamiento industrial tipico conlleva a una
pérdida de viscosidad y menor textura (Mason, 2009).

Es por esto que se han desarrollado técnicas para superar los defectos de los

almidones nativos e incrementar su utilidad. La modificacion de los almidones no s6lo

37



CAPITULO I. INTRODUCCION

disminuye la retrogradacion y la consecuente sinéresis, sino que ademds mejora la
claridad y el brillo de la pasta y garantiza la consistencia deseada (Mason, 2009; Kaur y
col., 2011).

En la actualidad la modificacién de almidones puede llevarse a cabo de forma
quimica, fisica, enzimatica o genética (Kaur y col., 2011). Entre los métodos de
modificacién quimica, el mas ampliamente utilizado es el entrecruzamiento (cross-
linked), donde se utilizan reactivos bi- o polifuncionales que generan enlaces covalentes
entrecruzados entre las moléculas de almidon, reforzando los granulos y minimizando
su rotura, sin alterar su valor nutritivo. El entrecruzamiento controla el hinchamiento de
los granulos, generando de ese modo almidones que pueden tolerar altas temperaturas,

bajo pH y elevado cizallamiento (Early, 2000, Lewandowicz y col., 2004).

1.3.1.6.2.4.2. Almidon modificado de mandioca.

El almidén nativo de mandioca presenta caracteristicas de particular interés en el
ambito industrial como, por ejemplo, una alta pureza, sabor neutro y suave, facil
hinchamiento y solubilidad, desarrollo de viscosidad considerable y una baja tendencia
a retrogradar debido a su alto contenido en amilopectina (Early, 2000; Gonzalez Parada
y Perez Sira, 2003; Mason, 2009). La estabilidad del gel del almidén de mandioca es
mds alta comparada con la de los geles de los almidones a base de cereales, y por eso, se
prefiere para muchos productos comestibles, sobre todo cuando tienen que ser
almacenados por largo tiempo (Gottret y col., 1997).

Sin embargo, a pesar de todas estas caracteristicas, se hace necesaria la
modificacién de este almidén para lograr una mayor versatilidad de uso, a fin de
responder satisfactoriamente a las tecnologias de procesamiento disponibles en la
actualidad (Gonzdlez Parada y Perez Sira, 2003). El almidén de mandioca modificado
produce geles muy estables, de suave flavor y resistentes a la agitacion, temperaturas

elevadas y pH (Gonzélez Parada y Perez Sira, 2003; Mason, 2009).

1.3.1.6.2.5. Gelatina.

La gelatina es una proteina animal, soluble en agua, derivada de la hidrélisis del
coldgeno insoluble. Se obtiene mediante extraccién dcida o alcalina a partir de piel de
cerdo, vaca, o de los huesos (Early, 2000).

Los geles de gelatina son blandos, eldsticos y en la mayoria de los casos libres de

color; funden en la boca para proporcionar una excelente sensacion bucal (mouthfeel) y
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percepcion aromdtica. La gelatina, que debe enfriarse para que gelifique, tiene una baja
susceptibilidad a la rotura por dcido y produce geles con un punto de fusién bajo, que
facilita su preparacion y su disolucién en la boca (Smewing, 2001).

Se aplica en productos lacteos refrigerados, tales como yogur y productos cuajados,
untables, crema estabilizada y quesos. En los mismos, la gelatina tiene propiedades
gelificantes y estabilizantes, contribuye a mejorar la textura y da estabilidad durante el
almacenamiento. Ademds, actia como un coloide protector y evita la sinéresis.
También, participa en la graduacién de la consistencia de los yogures, desde cremosa

hasta firme (Fiszman y Salvador, 1999; Ganesh, 2006).

1.3.1.6.3. Citrato de calcio.

Es evidente que no hay una unica fuente de calcio para fortificar los productos, sino
mds bien una gama de posibilidades diferentes que pueden ser utilizados
comercialmente con tal fin. De todos los tipos de sales de calcio presentes en el mercado
(organicas e inorgdnicas), el citrato de calcio se plantea como una de las mejores fuentes
de este mineral ya que aporta un alto nivel de calcio (21% aproximadamente) (Singh y
col. 2007), se absorbe mejor en el intestino, su efecto en el sabor es menos notorio que
las demads sales (Gerstner, 2005) y es mds soluble a bajas temperaturas, lo cual puede
ser una ventaja para el procesado de alimentos en frio (Gerstner, 2002).

El citrato de calcio es absorbido sin tener en cuenta los niveles de 4cido géstrico, por
lo tanto es altamente biodisponible, y no causa efectos gastrointestinales en los
individuos con baja secrecion de dcido géstrico (Gerstner, 2002; Singh y col. 2007).

Una preocupacién se ha planteado en cuanto al efecto de la suplementacién de este
mineral, a largo plazo, en la formacién de calculos renales y cdlculos en los conductos
urinarios. Sin embargo, se ha demostrado, que el citrato de calcio seria capaz de evitar
la cristalizacion de las sales de calcio, y por ende, se evitaria la formacion de calculos

renales (Labin-Goldscher y Edelstein, 1996).

1.3.1.6.4. Conservantes.

El 4cido lactico ejerce un efecto protector porque inhibe el desarrollo de muchos
microorganismos alterantes o patdgenos; por esta razén, los productos lacteos
fermentados se conservan durante mds tiempo. Sin embargo, el bajo pH del medio no
impide el crecimiento de mohos y levaduras, que alteran el sabor y aroma

caracteristicos. Para contrarrestar este efecto el conservante mas empleado es el 4dcido
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sorbico. Este es afadido en forma de su sal, sorbato potdsico, en una concentracion
maxima de 0,03%. Actia selectivamente sobre levaduras y mohos y no afecta a los

microorganismos del fermento (Early, 2000; Multon, 2000).

1.3.1.6.5. Aromatizantes.

Las esencias o aromas son productos que contienen sustancias aromdticas
concentradas, que han sido elaborados por concentracién de alimentos o de aditivos, y
cuya finalidad es conferir a los alimentos un determinado sabor o aroma. Se suelen
incorporar después de la primera refrigeracion de la LF y antes del envasado (Spreer,

1991; Early, 2000).

1.3.1.6.6. p-ciclodextrina.

Las ciclodextrinas (CD) son oligémeros ciclicos constituidos por seis (a-
ciclodextrina), siete (B-ciclodextrina, B-CD) u ocho (y-ciclodextrina) moléculas de
glucosa unidas por enlaces o (1—4). Son producidas durante la degradacion enzimatica
del almidén; cuando éste se trata con una enzima en particular, la ciclodextrina
glicosiltransferasa de ciertas bacterias (Bacillus macerans), se rompen las cadenas de
amilosa, y con los fragmentos se forman anillos, que reciben el nombre de
ciclodextrinas (Astray y col., 2009). Estas moléculas poseen una estructura cénica rigida

con un interior hidrofébico y un exterior hidrofilico, como se observa en la figura 1.6.
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Figura 1.6. Estructura de ciclodextrinas. (Fuente: Ciudad atémica, 2011).

Las CDs presentan diferente solubilidad en agua. La B-CD es la que muestra menor
solubilidad (1,85 g/100 mL a 25 °C) (Astray y col., 2009).

La caracteristica de la B-CD de poseer la menor solubilidad acuosa, comparada con
las demas CDs, favorece a que los complejos formados, por ejemplo con el colesterol,
sean mas féciles de separar del resto del producto sin que se altere en absoluto la

composicion y las propiedades nutricionales de la materia prima (Szejtli, 2004).
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La B-CD es la que presenta mayor afinidad para la formacién del complejo con
colesterol. Las constantes de asociacion CD-colesterol dependen en forma importante
de la presencia y caracteristicas de cadenas laterales en el oligdmero (Toro Vergara,
2006). La B-CD es no toxica, comestible, no higroscdpica y quimicamente estable. Se
considera un compuesto GRAS. Asi, la B-CD provee una ventaja cuando es usada para
remover el colesterol en la leche, de donde se ha logrado extraer hasta en un 95 % (Lee

y col., 1999; Shim y col., 2003).

1.3.2. TECNOLOGIA PARA LA PRODUCCION.
A continuacién se describen brevemente las principales operaciones del proceso

productivo.

1.3.2.1. Preparacion de la “mezcla base”.

La elaboracion de una leche fermentada comienza por la mezcla de todos los
ingredientes que constituyen la mezcla base. Los ingredientes que se incorporan en
polvo (leche en polvo, estabilizantes, aziicares) necesitan cierto tiempo para rehidratarse
y desairarse (Early, 2000).

Los contenidos de grasa y de s6lidos no grasos deben estandarizarse para asegurar el
cumplimiento de las normativas legales (Tamime, 2002).

El objetivo de aumentar el porcentaje de sélidos no grasos, mds concretamente el
porcentaje de proteinas, es conseguir un producto con las propiedades reoldgicas
deseadas. Cuanto mayor sea el contenido de extracto seco magro de la mezcla destinada
a la elaboracion de LF, mayor consistencia y viscosidad, y menor tendencia a la
sinéresis, tendrd el producto final. Una LF de buena calidad se obtiene a partir de leche
con un extracto seco total de 14-16% (Tamime y Robinson, 1991). Esto se logra
generalmente mediante la adicion de leche en polvo descremada, de WPC; o por
concentracion por evaporacion o filtraciéon (Tamime y Robinson, 1991; Gosta Bylund,

2003).

1.3.2.2. Tratamiento térmico.

El tratamiento térmico de la leche induce numerosos cambios quimicos y fisicos
complejos. Los efectos del calentamiento térmico son:

- destruccion y/o eliminacién total de patdgenos y de otros microorganismos

presentes en la leche base. De esta manera, la leche procesada proporciona un medio de
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crecimiento bueno para los cultivos iniciadores y probidticos, ademds de eliminar un
riesgo para la salud de los consumidores (Tamine, 2002);

- cambios en las propiedades fisicoquimicas de los constituyentes de la leche,
principalmente la desnaturalizacién de la B-lactoglobulina, la cual forma un complejo
con la k-caseina; tal interaccién minimiza la sinéresis y mejora la firmeza del gel
(Tamine, 2002);

- produccién de componentes que son estimuladores de los cultivos estarter, como la
lactulosa y el 4cido férmico, que elevan la velocidad de acidificacion (Tamime, 2002);

- reduccién del potencial redox de la leche debido a la eliminacion parcial del
oxigeno disuelto y a la produccion de grupos sulfhidrilos libres por la desnaturalizacion

de las proteinas, lo cual favorece el crecimiento de L. bulgaricus.

En el proceso productivo se realizan dos tratamientos térmicos, el primero, la
pasteurizacién que se realiza a 75 °C durante 15 segundos, que persigue como objetivo
no solo la destruccion de las formas vegetativas sino también acondiciona la leche para
la homogenizacién y el segundo, se realiza a 90 °C durante 5 minutos, mas intenso, para
eliminar las formas vegetativas y probablemente algunos esporos, y también

desnaturaliza proteinas acondicionando la “mezcla base” para la fermentacion.

1.3.2.3. Homogeneizacion.

En la industria l4ctea se utiliza este proceso, esencialmente para reducir el tamaiio
de los GG, consiguiendo que todos tengan un didmetro uniforme de 0,5 — 1 um (Spreer,
1991).

El principio de funcionamiento consiste en hacer pasar la leche a elevada presion a
través de estrechas hendiduras cuyas medidas sean menores que las de los GG. De esta
manera, los GG se deforman y se rompen dando lugar a la grasa “desnuda” (figura
I.7.a). Consecuentemente, el drea superficial total se incrementa y, como las membranas
de los GG originales no bastan para cubrir la superficie del mayor nimero de glébulos,
se adsorben surfactantes adicionales, como por ejemplo las proteinas de la leche
(principalmente caseinas), que conformaran la nueva membrana de dichos glébulos. Los
factores que influyen, principalmente en este tratamiento son: presion, temperatura,
caudal volumétrico y forma de la tobera del homogeneizador. Se cumple que cudnto
mds bajo sea el contenido de grasa, y cudnto mds altas sean la temperatura y la presion,

mayor serd el efecto homogeneizador. La temperatura 6ptima oscila entre los 60 y 75 °C
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(Spreer, 1991). La homogeneizacion puede hacerse en dos etapas, con lo cual se obtiene
una 6ptima eficiencia, ya que la primer etapa (primer vélvula) principalmente atomiza
(produce la disminucion el tamafio de los glébulos grasos), y la segunda etapa (segunda
valvula) principalmente separa las particulas que se hayan reagrupado (uniforma el
tamaio de los glébulos grasos obtenidos) (figura 1.7.b), consiguiendo una emulsién con
mayor estabilidad (Ordéiiez, 1998).

La homogeneizacién persigue diferentes propdsitos en funcién del producto del que
se trate. En el caso de las LF, se trata de mejorar la consistencia y el sabor, de conseguir
la formacioén de un gel de acidificacion y de reducir el desprendimiento de lactosuero en
el yogur y en otros productos cuajados (Spreer, 1991). Varios cambios quimicos y
fisicos ventajosos son causados por la homogeneizacion de la mezcla base durante la
elaboracion de leche fermentada, tales como: a) aumento de la viscosidad de los
productos debido a la interaccidén y/o adsorcidn de los glébulos grasos con las micelas
de caseina; b) disminucién de la sinéresis del gel y c) capacidad de retencién de agua

como resultado de la interacciones de las proteinas (Tamime, 2002).

Vélvula de la 2% fase
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Anipnia Leche

homogeneizada

Ao da impacto

fa i i | vawade
St g LECHE Entrgeﬁla "f e%ﬁasnon = la 12 fase
TN E HOMOGENEIZADA s

WViaileula 1* FASE

a b

Figura L.7. Representacion del proceso de homogeneizacion de la leche (a) y esquema del
funcionamiento de un homogeneizador de dos etapas (b) (Fuente: Gosta Bylund, 2003; Ordéiiez
Pereda, 1998).

En el presente trabajo, se realizan 2 homogeneizaciones en diferentes etapas del
proceso productivo, con fines diversos. La primera homogeneizacion se realiza con el
objetivo principal de optimizar la remocién del colesterol, atomizando los GG y
liberando las moléculas de colesterol, desde su interior (80% del total), para favorecer
su interaccion con la B-CD (Lee y col., 1999). En cambio, la segunda homogenizacién

que se efectia una vez finalizada la fermentacidn, se realiza a bajas presiones, con el
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objetivo de obtener una distribucién uniforme de los ingredientes afiadidos y una textura

mas suave, lisa, brillosa y estable del codgulo obtenido (Early, 2000).

1.3.2.4. Extraccion de colesterol con B-CD.

La B-CD, al presentar un exterior hidrofilico, que le confiere solubilidad en agua, y
una cavidad central hidrofébica puede alojar moléculas orgdnicas no polares en la
misma (como es el caso del colesterol) (Toro Vergara, 2006; Astray y col., 2009).

Estas caracteristicas son las que permiten a la B-CD formar complejos de inclusion,
al igual que las demds CDs. Se cree que estos complejos anfitrion-huésped se forman
gracias a las interacciones hidrofébicas y dipolo-dipolo, asi como a la accién de las
fuerzas de van der Waals y enlaces puente de hidrégeno; es decir, las interacciones son
de tipo no covalente (Astray y col., 2009).

Para la formacién del complejo de inclusion es necesario que exista compatibilidad
de tamafio y forma entre la -CD vy el sustrato. Durante la formacién del complejo de
inclusion se produce un desplazamiento de moléculas de agua por parte del sustrato,
desde la cavidad interior de la B-CD hacia el exterior, lo que genera un aumento en la
entropia del sistema, favoreciendo asi la formacién del complejo de inclusién (Astray y
col., 2009). Por su parte, el colesterol es una molécula cuyo ancho es compatible con la
cavidad de la B-CD, mientras que su largo es aproximadamente el triple que el largo de
mencionada cavidad. Es por esto que es posible encontrar complejos de inclusion
colesterol/B-CD en proporciones 1:1, 1:2 o inclusive 1:3, siendo ésta ultima la mas
frecuente y estable (Gimpl, 2010). Debido a su carédcter anfipatico, la molécula de
colesterol acomoda su porcién hidrofébica dentro de la cavidad de la B-CD, dejando su
cabeza polar (el grupo hidroxilo) fuera de la misma (Davis y Higson, 2011). En la figura

L.8., se esquematiza el complejo de inclusion colesterol/B-CD en proporcion 1:3.

Figura L.8. Representacion esquemadtica del complejo de inclusion colesterol/ f-CD en
proporcioén 1:3 (Fuente: Yamamoto y col., 2005).
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Los complejos B-CD - colesterol son insolubles en el agua o en la grasa por lo que
son removidos del material tratado mediante filtracion o centrifugacion, obteniéndose
de esta manera un producto final sin la presencia del complejo (Hedges, 1998).

La eficiencia de este proceso depende de varios factores, como ser la concentracion
de B-CD, el tiempo y la temperatura de mezclado, las condiciones de homogeneizacion
inicial y de separacion del complejo (centrifugacion) (Lee y col., 1999). A su vez, esta
asociacion se ve favorecida a bajas temperaturas por ser un proceso exotérmico
(Yamamoto y col., 2004).

Diversos estudios han demostrado que el tratamiento con B-CD no afecta la
composicion lipidica de la leche, manteniéndose inalterables las cantidades de éacidos
grasos insaturados, CLA, vitamina D y fosfolipidos. Estos resultados indican cierta
especificidad en la remocion del colesterol, conservando las propiedades nutricionales

de la materia grasa de la leche tratada (Alonso y col., 2009).

1.3.2.5. Fermentacion.

La fermentacién comienza con la adicién del cultivo iniciador a la mezcla base
tratada térmicamente, la cual previamente debe enfriarse a la temperatura 6ptima de
crecimiento del cultivo, normalmente de 40—45°C (Spreer, 1991; Gosta Bylund, 2003).
Durante el periodo de incubacién, que suele ser entre 3 y 5 horas, la leche debe
mantenerse en reposo para lograr una Optima formacioén del gel (Spreer, 1991; Early,
2000).

El codgulo de yogur comienza a formarse cuando las BAL metabolizan la lactosa
produciendo 4cido lactico. La acidificacion de la leche provoca la desestabilizacion de
las micelas de caseina por solubilizacién del fosfato célcico y de los citratos, lo que
ocasiona la asociacion y coalescencia de las micelas a medida que el pH se aproxima a
su punto isoeléctrico, es decir, 4,6. La interacciéon de la B-lactoglobulina y la a-
lactoalbimina con la k-caseina protege parcialmente a las micelas de una ruptura
completa, por lo que se forma una red con estructura regular que atrapa en su interior al
resto de los componentes de la mezcla base, incluyendo la fase acuosa (Tamime y
Robinson, 1991; Alais, 2003). En este proceso se intenta conseguir una viscosidad
elevada para impedir que el gel pierda suero y para que el producto adquiera su
consistencia tipica (Spreer, 1991). A mayor contenido de s6lidos de leche, las micelas

formadas por la caseina tienden a ser de menor tamafio, formando aglomerados y
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cadenas que componen una matriz mas eficiente para la formacién del gel (Lopez y col.,
2004).

Durante la fermentacién, las BAL producen compuestos responsables del flavor del
yogur, tales como &cidos voldtiles y no volatiles, acetaldehido, acetona, entre otros

(Tamime y Robinson, 1991).

1.3.2.6. Enfriamiento y conservacion.

El objetivo principal del enfriamiento es el de controlar la actividad metabdlica de
los cultivos iniciadores y de sus enzimas (Tamime, 2002).

El enfriamiento se ha de realizar con la mayor rapidez posible para evitar que la LF
siga acidificindose. Sin embargo, un enfriamiento muy rdpido puede afectar a la
estructura del codgulo; puede ocasionar la separacién del suero debido a una intensa
retraccion de las proteinas del codgulo que afecta, a su vez, a la retencién de agua de las
mismas. Se recomienda que se realice en fases sucesivas, primero rdpida hasta 30 °C,
después lentamente a 20 °C, més tarde a 15 °C, hasta llegar a 4 °C. Asi se consigue la
mejor textura sin permitir una excesiva acidificacion (Ordéiiez y Pereda, 1998).

El almacenamiento es la etapa final durante la cual, de no realizarse en las
condiciones adecuadas (< 5 °C), aparecen defectos que pueden alterar ostensiblemente
el producto final, pudiendo producir el rechazo del mismo por parte de los
consumidores con las consiguientes pérdidas econdmicas y de imagen (Spreer, 1991).
Se debe tener en cuenta que las variaciones de temperatura durante el periodo de
conservacion producen modificaciones en la textura y viscosidad, originan la separacion
del suero y favorecen el desarrollo de microorganismos alterantes (Early, 2000).

Si la produccién y conservacién se llevan a cabo en condiciones asépticas, el
producto se mantiene durante 4 - 6 semanas a temperaturas de refrigeracién (Spreer,

1991).

I.4. ESTUDIOS DE CALIDAD Y ESTABILIDAD EN LECHES
FERMENTADAS.

La calidad de un producto puede definirse en funcién de un gran nimero de

criterios, incluyendo sus caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas, sensoriales y
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nutricionales que en conjunto determinardn su aceptacion por parte de los
consumidores. Debe seguirse rigurosamente el control de la calidad para garantizar que
el producto sea apto para el consumo humano, que cumpla con las especificaciones
legales y que sea capaz de conservar sus caracteristicas durante la vida de anaquel
(Tamime y Robinson, 1991). De esta forma, los ensayos composicionales, reolégicos,
sensoriales, texturales, retencion de agua, permiten no sélo la caracterizacion de las LF

sino el estudio de la calidad y estabilidad de las mismas.

1.4.1. REOLOGIA.

1.4.1.1. Conceptos generales.

1.4.1.1.1. Reologia y comportamiento de los materiales.

La reologia es una disciplina que estudia y describe como se deforman los cuerpos,
solidos o fluidos, cuando se someten a fuerzas externas, denomindndose fluido a toda
sustancia que se deforma continuamente cuando se somete a un esfuerzo cortante
(Martinez Icarte, 2002). Segin Ramirez Navas (2006), es la “ciencia del flujo y la
deformacion”.

Los materiales presentan una gama de comportamientos que dependen tanto de sus
caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas, como del tamafio y modo del esfuerzo al que
son sometidos (Ortega Rodriguez, 2009). De esta forma, los materiales pueden ser

definidos reolégicamente a través de los términos viscoso, elastico y viscoelastico.

v Material viscoso: un fluido viscoso ideal es incapaz de almacenar cualquier
energia de deformacién. Este es deformado irreversiblemente cuando se lo somete a
cualquier esfuerzo; fluye y la energia de deformacién se disipa como calor. Los gases y
los liquidos se describen normalmente como este tipo de fluidos (Gosta Bylund, 2003).

v' Material eldstico: un material eldstico ideal almacena toda la energia de

deformacion que se le imponga y una vez liberado del estrés se recuperard totalmente.
Los s6lidos presentan normalmente este comportamiento (Gosta Bylund, 2003; Sharma
y col., 2003).

v/ Material viscoeldstico: son materiales que muestran propiedades viscosas,

elasticas y/o mds frecuentemente una combinacion de ambas (Osorio Tobon y col.,

2005), ya que almacenan parte de la energia de deformacién en su estructura, mientras
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que otra parte la pierden mediante flujo. Existen muchos ejemplos entre los diferentes

alimentos: queso, leches fermentadas, etc. (Gosta Bylund, 2003).

1.4.1.1.2. Pardmetros reologicos: esfuerzo de corte (t), gradiente de deformacion
(y') yviscosidad (u).

Para poder analizar el comportamiento reoldgico se deben especificar las
condiciones en las que se efectdan las determinaciones y la temperatura del producto en
cuestion, ya que dicho comportamiento es dependiente de las condiciones
experimentales. Ademads, los parametros reolégicos mds importantes a tener en cuenta
son el esfuerzo de corte (7), la velocidad de corte o gradiente de deformacion (y°) y la
viscosidad (u) (Muller, 1978). Para definir estos pardmetros se utiliza normalmente la
induccién del movimiento de capas de producto, unas sobre otras, provocando el flujo
entre planos paralelos (figura 1.9.) (Gosta Bylund, 2003; Sharma y col., 2003).

Cuando un fluido es confinado entre dos placas paralelas de dimensiones infinitas
donde la placa inferior se mantiene fija y la fuerza F se aplica sobre la placa superior
para producir una velocidad v, lo que resulta es un perfil de velocidad dentro del fluido.
La velocidad cerca de la lamina fija es cero, en tanto que el liquido cerca de la ldmina

superior se estard moviendo a una v dada en m/s (Sharma y col., 2003).

Placa Fija Placa movil
8
¥
A v
F >
. —
Area superficial = A —_—
Fluido ] . e —
e

Perfil de velocidad

Figura 1.9. Representacién de un fluido newtoniano que fluye entre una placa inferior fija
y, una superior movil (F= fuerza aplicada sobre la placa superior, v= velocidad del fluido en
movimiento) (Fuente: Sharma y col., 2003).

La fuerza de corte (F) sobre el area (a) tendra un esfuerzo cortante o de corte (7). El
esfuerzo de corte se define como la fuerza por unidad de area necesaria para alcanzar
una deformaciéon dada (ec. 1) (Ibarra Corral, 2007):

t=F/a (ec. 1)

[t]: N/m” = Pa
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.

Como la distancia entre la placa es “y”, el gradiente de velocidad o de deformacion
(y") se describe como dv/dy y se define como el cambio de velocidad v a través de la
distancia “y” entre las dos placas (ec. 2). Representa una medida de la velocidad de
deformacién o de la velocidad de corte que se estd aplicando al fluido (Ibarra Corral,

2007).

y =dv/dy (ec.2)

[y']l=m. s'/m=s!

La viscosidad (u) es un pardmetro intrinseco y es una medida de la resistencia
interna de un liquido a fluir originada por las fuerzas de corte que se le imponen.
Matematicamente, se define como la relacion entre el esfuerzo de corte impartido y el
gradiente de deformacion adoptado por el fluido (ec. 3) (Gosta Bylund, 2003; Sharma y
col., 2003).

u=t/y (ec. 3)
(Wl =Pa/s’

Por lo tanto, las propiedades reoldgicas se definen a partir de esta relacién, de cdmo
un material responde dindmicamente al someterse a un sistema de fuerzas externas. Este
sistema de fuerzas se representa matemdticamente mediante el esfuerzo de corte,
mientras que la respuesta dindmica del fluido se relaciona con el gradiente de
deformacién, lo que permite la cuantificacién del comportamiento reolégico con

diferentes modelos (Rozycki y Seguro, 1995).

1.4.1.1.3. Clasificacion de fluidos.
A partir de la definiciéon de viscosidad podemos realizar una nueva clasificacion,

dependiendo de si la misma permanece constante o no para los sistemas en estudio.

1.4.1.1.3.1. Fluidos newtonianos.

En los fluidos newtonianos existe proporcionalidad constante entre el esfuerzo de
corte y la velocidad de deformacion. De esta forma, un fluido Newtoniano puede
definirse mediante un unico valor de viscosidad para una determinada temperatura,

denominada viscosidad verdadera (u) (Muller, 1978; Gosta Bylund, 2003). Hay que
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tener en cuenta también que la viscosidad de un fluido newtoniano no depende del
tiempo de aplicacién del esfuerzo, aunque si puede depender tanto de la temperatura
como de la presion a la que se encuentre. Muchos materiales alimenticios como leche,
jugo de manzana, jugo de naranja, vino y cerveza tienen un comportamiento newtoniano

(Ramirez Navas, 2000).

1.4.1.1.3.2. Fluidos no newtonianos.

En los fluidos no newtonianos no hay proporcionalidad constante entre el esfuerzo
de corte y la velocidad de deformacion. Ya no se puede hablar de la “viscosidad del
fluido”, porque ésta no tiene un Unico valor. Segun la velocidad de deformacion que se
aplique, la viscosidad serd diferente. En estos casos, se habla de viscosidad aparente
(iap) y se calcula con los datos empiricos. En la préctica, si se citan las viscosidades
aparentes de fluidos no newtonianos, es necesario definir las velocidades de
deformacion que fueron aplicadas en el desarrollo del ensayo (Rosenthal, 2001).

Se dan cuatro tipos generales de comportamiento, que se muestran en la tabla 1.5.

(Enriquez Castillo, 2012).

Tabla 1L.5. Clasificacion general bésica de los fluidos no newtonianos (Fuente:
Enriquez Castillo, 2012).

Independientes del tiempo Dependientes del tiempo
Dilucién Pseudoplasticos Tixotrépicos
Espesamiento Dilatantes Reopécticos

1.4.1.1.3.2.1. Fluidos independientes del tiempo.

Se pueden clasificar dependiendo de si tienen o no esfuerzo umbral (7, = limite de
fluencia); es decir, si necesitan un minimo valor de esfuerzo de corte para que el fluido
se ponga en movimiento (figura I.10.). Son aquellos para los cuales el tiempo de accion

mecdnica (bombeo, agitacion, etc.) aplicado sobre los mismos no afecta su viscosidad

(Rozycki y Seguro, 1995).

a). SIN ESFUERZO UMBRAL.:
a.1. Pseudoplasticos: la viscosidad aparente decrece conforme se incrementa el
gradiente de velocidad, debido a que las particulas en suspension del fluido se deforman

y reordenan en el sentido del flujo y/o las cadenas poliméricas se desenredan,
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origindndose una menor resistencia al mismo (Muller, 1978; Gosta Bylund, 2003;
Sharma y col., 2003).

a.2. Dilatantes: la viscosidad aparente aumenta al incrementarse el gradiente de
velocidad, debido a un mayor rozamiento interno entre las moléculas que se hallan en

elevada concentracion (Muller, 1978; Gosta Bylund, 2003; Sharma y col., 2003).

b). CON ESFUERZO UMBRAL.:

b.1. Plasticos: si el esfuerzo de corte aplicado es mds pequefio que un determinado
esfuerzo umbral, el material almacena la energia como deformacién, mostrando por
ejemplo propiedades eldsticas, presentando un comportamiento como un sélido. Una
vez que se supera ese esfuerzo cortante umbral, el liquido puede fluir como un fluido
Newtoniano denomindndose liquido plastico de Bingham o puede fluir como un liquido
pseudopléstico denomindndose liquido viscoplastico o tipo Casson (Gosta Bylund,
2003; Sharma y col., 2003).

A continuacién se muestran los diagramas reolégicos de los fluidos newtonianos y

no newtonianos independientes del tiempo (figura 1.10.).

Plastico tipo Casson

Plastico de Bingham

Esfuerzo Pseudoplastico

cortante (Pa) Newtoniano

Dilatante

>

Gradiente de Deformacién (1/s)

Figura I.10. Curvas de fluidez (t vs. y°) para fluidos newtonianos y no newtonianos:
pseudopldsticos, dilatantes, plastico de Bingham y pléstico tipo Casson (Fuente: Sharma y col.,
2003).

1.4.1.1.3.2.2. Fluidos dependientes del tiempo.

Ademas de variar con la velocidad de corte, la viscosidad puede variar con el tiempo
de aplicacion de la cizalla o tratamiento mecdnico (figura I.11.). Estos fendmenos se
explican por la aparicién o rotura de nuevos enlaces o interacciones intermoleculares

por la accidn del esfuerzo de corte.
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a. Reopécticos: la viscosidad aparente se incrementa con el incremento del
gradiente de velocidad, pero también se incrementa con el tiempo de accion mecdnica
aunque el gradiente de velocidad se mantenga constante (Muller, 1978; Gosta Bylund,
2003; Sharma y col., 2003).

b. Tixotrépicos: la viscosidad aparente decrece no solo con el aumento del
gradiente de velocidad, sino también con el tiempo de cizallamiento o accion mecdnica,
para un gradiente de velocidad constante (Muller, 1978; Gosta Bylund, 2003; Sharma y
col., 2003).

Este comportamiento se estudia normalmente en una prueba donde el material se
somete a gradientes de velocidad crecientes y, a continuacion, decrecientes. Si las
representaciones de 7 en funcién de y° son dependientes del tiempo terminan formando
ciclo de histéresis (se forma un bucle, fig. 1.11.B) (Quintans Riveiro, 2008). Para
intentar recuperar su estructura original, de mayor viscosidad, el material debe quedar
en reposo durante cierto tiempo caracteristico de cada material (Gosta Bylund, 2003;
Muller, 1978). En el caso de alimentos tixotropicos, los enlaces quimicos de la
estructura material se rompen y/o las particulas se alinean conforme continda la accién
cortante (Muller, 1978; Sharma y col., 2003). Este tipo de comportamiento lo presentan

principalmente los sistemas gelificantes (Gosta Bylund, 2003).

Independiente del tiempo
Reopéctico

Viscosidad

aparente
Tixotrépico
.
>

Tiempo (min)

ixotrépico
i
/ /Reopéctico

Esfuerzo de
cortante (Pa)

=
Gradiente de deformacion (1/s) ~

Figura I.11. Comportamiento de los fluidos dependientes del tiempo. A: viscosidad
aparente en funcidn del tiempo de cizallamiento; B: esfuerzo de corte vs. gradiente de
deformacién. (Fuente: Sharma y col., 2003).

52



CAPITULO I. INTRODUCCION

Una consecuencia importante de esta dependencia del tiempo es la necesidad de que
las medidas rutinarias se efectden a intervalos de tiempo cuidadosamente elegidos y

estrictamente respetados (Quintdns Riveiro, 2008).

Un esquema conciso de los tipos de fluidos existentes en reologia es el observado en

la figura I.12.

‘ Fluidos (Viscosidad) }

[ Newtonianos ] [ No newtonianos ’

1
| I 1

[ Independientes del tiempo

Dependientes del
tiempo

[ Viscoelasticos

1
[ L | [ I 1

l Reopécticos \

Figura L.12. Clasificacién del comportamiento reoldgico de los fluidos (adaptado de Ramirez
Navas, 2006).

Tixotropicos

[ Dilatantes

[ Pseudoplasticos [ Plasticos

1.4.1.1.4. Reometria.

La reometria es la ciencia que describe tanto los métodos de medida como los
instrumentos que permiten obtener datos reologicos de un material. Determina las
relaciones cuantitativas y cualitativas entre la deformacién y la tensién mecénica y sus
derivadas (Ramirez Navas, 20006).

El reémetro es un instrumento que mide tanto la historia del esfuerzo como la
deformacion de un material del cual no se conoce su relacion constitutiva. El
viscosimetro es un caso especial de redmetro que mide Unicamente la funcién de
cizallamiento estacionario de la viscosidad (Ramirez Navas, 2006).

A la hora de llevar a cabo las determinaciones reométricas, como por ejemplo, la
determinacion de la viscosidad aparente, se deben de tener en cuenta dos aspectos: en
primer lugar que la viscosidad depende tanto de la velocidad de deformacién como de la
duraciéon de la deformacién, por ese motivo las determinaciones deben hacerse bajo
condiciones especiales. El primero de estos aspectos es comun a todos los liquidos no
newtonianos; el segundo lo es sélo a aquellos cuyo comportamiento depende del tiempo

(fenémenos de tixotropia y reopexia) (Quintans Riveiro, 2008).
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Existen numerosos tipos de redmetros, con mecanismos de funcionamiento muy
diversos y que miden distintas variables en rangos de deformacién o velocidad de
cizalla muy diferentes. Suelen agruparse, seglin su principio de funcionamiento en
cuatro grandes grupos: viscosimetros capilares, viscosimetros de cono-placa,
viscosimetros de caida de bola y viscosimetros de cilindros coaxiales. A continuacién se
comentardn las caracteristicas generales de los del tipo cilindros concéntricos, que se

utilizé en este trabajo (Quintans Riveiro, 2008).

1.4.1.1.4.1. Viscosimetro de cilindros concéntricos.

Los viscosimetros mds adecuados para efectuar determinaciones con liquidos no
newtonianos son los cilindros concéntricos y los de cono y plato. En estos la velocidad
de deformacién es idéntica en toda la muestra siempre que se minimicen los efectos de
extremo, permitiendo modificar de modo controlado la velocidad tangencial variando la
velocidad de giro y el tiempo que a cada una de ellas se estd operando. Primero se
aumenta la velocidad por etapas regulares y luego se disminuye la velocidad del mismo
modo. En el de cilindros coaxiales el fluido es cizallado en el espacio comprendido
entre los dos cilindros coaxiales de distintos radio. Para todas las geometrias se deben
cumplir tres requisitos: que el fluido tenga flujo laminar, que la operacién sea isotérmica
y que no exista deslizamiento en la interfase sélido-fluido (Quintdns Riveiro, 2008).

El viscosimetro de cilindros concéntricos (figura 1.13.) consta de un vaso de
medicion cilindrico (de radio R.) que contiene en su interior un cilindro (de radio Ry) de
forma que el fluido queda atrapado en la corona anular que dejan el vaso y el cilindro
interior. Durante la operacién de medida, el cilindro interior o el vaso gira a una
velocidad constante, mientras el otro permanece fijo. En estas condiciones el par
transmitido por el elemento mdvil hacia el fijo, a través del fluido, serd constante
(Borda, 2011).

Si es el vaso de medicién el que gira, permaneciendo el cilindro interior fijo, se
denomina sistema Couette, mientras que si es al revés, es decir, el cilindro interior gira y
el vaso permanece fijo se denomina sistema Searle. La transicion de flujo laminar a
turbulento ocurre a velocidades de giro mds elevadas en el sistema Couette que en el
Searle.

El flujo viscosimétrico obtenido en los viscosimetros coaxiales corresponde a una
cizalla entre placas paralelas, con la particularidad de que las placas son curvadas y

forman cilindros de radio variable. Asi pues, tanto el esfuerzo cortante como la
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velocidad de cizalla serdn funcién del radio, esto es, de la posicién del elemento
considerado en el espacio entre los dos cilindros. Por esta razén, s6lo son comparables
los valores de esfuerzo cortante y velocidad de cizalla medidos en la misma posicién y
se considera aceptable una geometria donde el espacio entre los cilindros no sea mayor

al 10 % del radio de los mismos.

| & —|

Figura 1.13. Esquema de un viscosimetro de cilindros concéntricos. Rc: radio de la copa; Rb:
radio del cilindro); h = altura del cilindro. (Fuente: Borda, 2011).

1.4.1.1.5. Modelos de ajuste para fluidos no newtonianos.

El comportamiento reolégico de un fluido no newtoniano puede describirse segin
distintas ecuaciones que relacionan el esfuerzo cortante (r) con la velocidad de
deformacion (y°). En la literatura existen numerosos modelos empiricos para describir
este comportamiento, dos de los mds cominmente usados son los modelos de Casson

modificado (ec. 4) y Herschel y Bulkley (ec. 5).

=t k. () (ec. 4)

donde,

k.: constante de Casson ; [k ] = (Pa.s)o’s.

T ,: yield stress o umbral de fluencia; [t,] = Pa. Es la fuerza minima requerida para iniciar el
flujo (movimiento) y es una medida de la resistencia de la red formada, por interaccién entre

particulas. La extrapolacién de la curva de flujo a un 7 cero es una medicién indirecta de 7,

(Vanegas Pérez, 2009).
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=1, +K. () (ec.5)

donde,

K: indice de consistencia; [K] = Pa.s". Da una medida de la consistencia del producto,
se relaciona directamente con la viscosidad del sistema (Vanegas Pérez, 2009).

n: indice de comportamiento; [n] = adimensional. Hace relacion a la dependencia del
comportamiento de flujo con el gradiente de deformacién y". Da una idea de la
desviacion del comportamiento al flujo respecto al newtoniano (Garza Garza, 1999;
Vanegas Pérez, 2009).

La ecuaciéon 5 puede representar, dependiendo de los valores que tomen las
constantes, comportamientos newtonianos, plasticos de Bingham, pseudoplasticos y
dilatantes. Cuando n = 1, el fluido es newtoniano (la viscosidad es constante
independientemente del esfuerzo de corte y gradiente de deformacion al cual se somete
el fluido), cuando 0 < n < 1 el fluido es pseudopléstico o tixotrépico (la viscosidad
disminuye a medida que aumenta el esfuerzo de corte sobre el fluido), cuando n > 1 el
fluido es dilatante o reopéctico (la viscosidad aumenta a medida que aumenta el
esfuerzo de corte al cual es sometido el fluido) (Garza Garza, 1999).

Al no ser lineal la ecuacién 5, se presenta la dificultad para calcular los parametros
K y n a partir de la misma. Este inconveniente se puede superar realizando la
linealizacién de la misma utilizando logaritmos en base 10 aplicados miembro a

miembro (ec. 6).

log (t- 1,)=1log K +n.logy’ (ec. 6)

de esta manera se pueden calcular K y n a partir de la ordenada al origen y la pendiente
de la recta obtenida, respectivamente.

Por otra parte, los fluidos tixotrépicos pueden ser ademds ajustados a un modelo
empirico conocido como modelo de Weltmann (modificado en la presente tesis), su
expresion matemadtica se muestra en la ecuacion 7 y permite modelar la evolucién de la

viscosidad con el tiempo de cizallamiento (Garza Garza, 1999):

Us=A+B.Int (ec. 7)

donde,
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Uq: Viscosidad aparente; [p,] = Pa.s.

A: resistencia (viscosidad) médxima inicial; [A] = Pa.s. Indica la tension tangencial (por
unidad de superficie), necesaria para que comience a degradarse la estructura que
origina la tixotropia (a través de enlaces principalmente no covalentes).

B: coeficiente de ruptura tixotrdpica; [B] = Pa.s. Representa la velocidad con que se

degrada la estructura durante el cizallamiento (accién mecénica).

1.4.1.1.6. Importancia de las determinaciones reométricas.

El conocimiento adecuado de las propiedades reoldgicas de los alimentos es muy
importante por numerosas razones entre las que se destacan las siguientes:

e disefio de procesos y equipos en ingenieria: el conocimiento de las propiedades
de comportamiento al flujo y de deformacién de los alimentos son imprescindibles en el
disefio y dimensionamiento de equipos tales como cintas transportadoras, tuberias,
tanques de almacenamiento, bombas de transporte de fluidos, etc;

e evaluacién sensorial: la viscosidad, caracteristica reoldgica de un fluido, esta
relacionada con la textura de los alimentos;

e conocimiento de la estructura del producto: a partir de la informacién reométrica
(experimental), se puede inferir sobre la estructura del alimento y las modificaciones de
estructura que puede producirse durante el proceso de elaboracion (estudio reoldgico);

e control de calidad de productos intermedios y finales: las propiedades y

pardmetros reolégicos de los modelos se pueden relacionar con la calidad del alimento.

L.4.2. ANALISIS SENSORIAL.

El andlisis sensorial es una ciencia multidisciplinaria en la que se utilizan panelistas
entrenados que utilizan los sentidos de la vista, el olfato, el gusto, el tacto y el oido para
medir las caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de los productos alimenticios, y
de muchos otros materiales. No existe ningun otro instrumento que pueda reproducir o
reemplazar la respuesta humana; por lo tanto, la evaluacién sensorial resulta un factor
esencial en cualquier estudio sobre alimentos. El andlisis sensorial es aplicable en
muchos sectores, tales como desarrollo y mejoramiento de productos, control de
calidad, estudios sobre almacenamiento y desarrollo de procesos (Watts, 1992).

Toda prueba que incluya paneles sensoriales debe llevarse a cabo en condiciones

controladas, utilizando disefios experimentales, métodos de prueba y andlisis
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estadisticos apropiados. Solamente de esta manera, el anélisis sensorial podrd producir
resultados consistentes y reproducibles (Watts, 1992).

La identificacién y medicién de las propiedades sensoriales es un factor esencial
para el desarrollo de nuevos productos alimenticios, reformulaciéon de productos ya
existentes, identificaciéon de cambios causados por los métodos de procesamiento,
almacenamiento y uso de nuevos ingredientes, asi como para el mantenimiento de
normas de control de calidad. Este tipo de informacién cuantitativa orientada al
producto, se obtiene llevando a cabo evaluaciones sensoriales en el laboratorio, con
paneles entrenados. Cuando se modifica la férmula de un alimento o se desarrolla una
nueva foérmula, las pruebas orientadas al producto preceden a menudo a las pruebas
orientadas al consumidor. Estas tltimas, son realizadas cuando el objetivo es medir
nivel de agrado o aceptacion de un producto (Watts, 1992).

Los paneles entrenados se utilizan para identificar diferencias entre productos
alimenticios similares o para medir la intensidad de caracteristicas tales como el sabor
(olor y gusto), textura o apariencia. Por lo general, estos paneles constan de 5 a 15
panelistas seleccionados por su agudeza sensorial, los que han sido especialmente

entrenados para la tarea que se realizard (Watts, 1992).

1.4.2.1. Tipos de pruebas sensoriales.

Existen tres tipos principales de pruebas sensoriales, y la eleccion entre una y otra
dependerd del objetivo que se pretenda alcanzar en el estudio.

v Pruebas afectivas: son aquellas en las cuales los jueces expresan su opinién
personal y subjetiva sobre un producto, indicando si les gusta o les disgusta, si lo
aceptan o lo rechazan, o si lo prefieren a otro producto. Para realizarlas se utilizan
jueces no entrenados, que deben ser consumidores habituales o potenciales del alimento
a evaluar. Dentro de estas pruebas se distinguen tres tipos de ensayos: las pruebas de
preferencia, las pruebas de grado de satisfacciéon y las pruebas de aceptaciéon (Onega
Pagador, 2003).

v’ Pruebas discriminativas: en estas pruebas se desea establecer si existe
diferencia entre dos o mds muestras y, en algunos casos, la magnitud de esa diferencia.
Generalmente, se emplean para determinar si una modificacién introducida en las
materias primas, en el proceso de elaboracion o en el almacenamiento, afectan la
calidad del producto final. Los paneles suelen estar formados por jueces entrenados

(Watts, 1992; Onega Pagador, 2003).
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V' Pruebas descriptivas: se pretende definir las propiedades del alimento y
medirlas 1o mds objetivamente posible. En este caso el interés radica en cudl es la
intensidad de los atributos del alimento. Estas pruebas proporcionan mayor informacién
que las otras, pero son mds complicadas, el entrenamiento de los jueces debe ser mas
intenso y la interpretacion de los resultados es laboriosa. Son utilizadas en la mayoria de
las investigaciones sensoriales por ser objetivas y fiables (Onega Pagador, 2003).

En las pruebas descriptivas existen dos metodologias que se aplican en este trabajo:

- Perfil de flavor: consiste en los andlisis del aroma y el flavor percibidos en un
producto, su intensidad, el orden de aparicién y el regusto o persistencia, mediante un
panel de jueces extensamente entrenados. La obtencidén de atributos se realiza por la
técnica de la generacion y la seleccion de descriptores (Onega Pagador, 2003).

- Perfil de textura: constituye un acercamiento a la medida de la textura de los
alimentos en términos mecanicos, geométricos y de caracteristicas de grasa y humedad,
ademds del grado de intensidad en que se presentan, asi como el orden en el que
aparecen desde el primer mordisco, pasando por la masticacion, hasta la fase residual.
Habitualmente, la medida de las magnitudes se realiza, al igual que en el perfil de

flavor, mediante escalas de categorias o de intervalos (Onega Pagador, 2003).

1.4.2.2. Analisis descriptivo cuantitativo (QDA)

Este método, desarrollado por Stone y col. (1974), permite una descripcion bastante
completa de las propiedades sensoriales del producto. Se compone de dos etapas:
entrenamiento y medicion.

Durante la primera etapa el lider de panel presenta muestras para evaluar con el
panel y generar descriptores, que son agrupados por atributo, ya que una misma
sensacion puede ser descripta por mas de una palabra se discuten y agrupan las palabras
que refieren a igual caracteristica sensorial. Fijados los descriptores, se procede a
consensuar las referencias para cada sensacion y para las escalas. Luego de probar la
homogeneidad de criterio por parte del panel evaluando individualmente, el mismo es
competente para realizar el ensayo (Hough, 2009).

Las ventajas del mismo radican en la posibilidad de evaluar a la vez varias
caracteristicas sensoriales y varios productos, empleando un nimero de evaluadores
limitado (entre 8 y 12), los cuales pueden ser monitoreados estadisticamente, los
descriptores y referencias utilizados son obtenidos por consenso previo, por lo cual

especificos al producto en cuestién, es un método cuantitativo, més alld de que las
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escalas a utilizar sean estructuradas o no, con referencias o no; y los resultados pueden

evaluarse estadisticamente y representarse graficamente (Hough, 2009).

1.4.2.3. Escalas sensoriales.

La escala es el instrumento que se utiliza para medir las respuestas sensoriales, y de
su correcta eleccion dependera el éxito de la evaluaciéon sensorial (Onega Pagador,
2003).

Las escalas de intervalos permiten ordenar muestras, de acuerdo a la magnitud de
una caracteristica del producto o de acuerdo a la aceptabilidad o preferencia (Watts,
1992). Son escalas cuantitativas, donde se asume que el intervalo o distancia entre
puntos es constante y tienen un punto cero arbitrario (Onega Pagador, 2003).

Las escalas lineales son utilizadas cominmente como escalas de intervalos para
cuantificar caracteristicas. Pueden ser estructuradas, donde se define cada punto que
comprende los cambios por lo que puede esperarse que varie la caracteristica sensorial;
o no estructuradas, son aquellas en las que se identifican los extremos y en ocasiones el
centro, dando plena libertad al juez para indicar donde radica su juicio (Watts, 1992;

Onega Pagador, 2003).

I.4.3. ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA INTRUMENTAL.

Ademas de la medicion sensorial de la textura, es posible medir la textura mediante
técnicas instrumentales, que se desarrollaron con el objetivo principal de establecer
correlaciones con la percepcion de la textura alcanzada mediante andlisis sensorial. Las
mediciones instrumentales de textura pueden dividirse en 2 categorias: ensayos
empiricos y ensayos imitativos. Los primeros se utilizan para medir propiedades fisicas
de los alimentos (penetrometros, viscosimetros, compresores), mientras que los
segundos tratan de imitar los mecanismos involucrados durante el procesamiento del
alimento durante su consumo, como la masticacion (Bourne, 1982). Uno de los ensayos
imitativos mds conocidos es el texturometro de alimentos y el método se denomina
Andlisis de Perfil de Textura (APT). El APT imita la accién de masticacion de los
dientes. La idea principal del método es que aproximadamente un pedazo de alimento,
del tamafio de un bocado se comprime/penetra dos veces. Como resultado, se obtiene

una curva de fuerza-tiempo. Varias propiedades de textura, como la dureza,
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cohesividad, elasticidad y fragilidad, por mencionar algunos, se puede estimar a partir
de esta curva (Bourne, 1982).

Esta evaluacién se puede realizar mediante la técnica de penetrometria, en la cual
una sonda o penetrémetro de geometria dada es conducida en un material en un
intervalo de tiempo y la fuerza requerida para una determinada penetracion y/o la
profundidad de penetracidn total es medida durante una doble penetracion; es decir, se
basa en la medida de la resistencia que opone un alimento a que una pieza determinada
(sensor) penetre en él. La fuerza méxima necesaria estd relacionada con la firmeza del
alimento, con geometria y dimensiones del punzén del penetrémetro, la distancia de
penetracion y la velocidad con que se aplica la fuerza (Zuniga y col., 2007).

En la tabla 1.6. se definen los principales parametros mecéanicos texturales obtenidos
a partir de la curva Fuerza (Newton) vs. Tiempo (segundos) (figura 1.14.) (Szczesniak,

2002).

CABEZAL ABAJC | ARRIBA ARSI W ARRIBA

FUERZA

e g P e e

TIEMPO

Figura I.14. Curva de Andlisis de Perfil de Textura tipica obtenida con un Instron.
Adhesividad: A3; Elasticidad: D2/D1; Cohesividad: A2/A1. (Fuente: Santini y col., 2007).

61



CAPITULO I. INTRODUCCION

Tabla I.6. Definicion de las propiedades mecénicas de textura (Fuente: Borda, 2011).

PARAMETRO

DESCRIPCION FISICA

DESCRIPCION GRAFICA

Dureza

Propiedad relativa a la fuerza requerida
para deformar el alimento o para hacer
penetrar un objeto (cuchara, cuchillo) en
él. En la boca se percibe al comprimir los
productos sdlidos entre los dientes o los
semisdlidos entre la lengua y el paladar.

Fuerza méxima ejercida en el
primer ciclo.

Cohesividad

Propiedad relativa al grado de
deformacién de un producto antes de
romperse. Sensorialmente relacionada
con el grado en que una sustancia es
comprimida entre los dientes o dedos
antes de romperse. Visualmente se
asocia al autosostén de la estructura.

Area2/ Area 1

Elasticidad

Propiedad relacionada con la rapidez de
recuperacion de la  deformacion
producida al aplicar una fuerza y el
grado de dicha recuperacién al
eliminarla. Sensorialmente relacionada
con el grado en que una sustancia
recupera su forma inicial luego de ser
comprimida con los dientes o estirada
con los dedos.

Distancia 2 / Distancia 1

Adhesividad

Propiedad relativa al esfuerzo requerido
para separar la superficie del alimento
de otra superficie (lengua, dientes).
También relacionada con la
pegajosidad.

Area 3

Gomosidad

Propiedad relativa a la cohesién de un
producto blando. La sensacién bucal
estd relacionada con el esfuerzo
requerido para reducir el producto al
estado necesario para su deglucidn.
Deriva de dureza y cohesividad.
Asociado a la pastosidad/harinosidad.

Dureza*Cohesividad

Masticabilidad

Propiedad relacionada con la cohesion
y con el tiempo necesario o el nimero
de masticaciones requeridas para dejar
un producto sélido en condiciones para
su deglucion.

Relacionada con los pardmetros de
dureza, cohesividad y elasticidad.
Asociado a la terneza/fibrosidad.

Dureza*Elasticidad*Cohesividad

62



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.4.4. SINERESIS.

La sinéresis se asocia inversamente con la capacidad de retencidén de agua de los
alimentos, siendo una medida de la cantidad de lactosuero que se desprende del
producto y se acumula en la superficie (Tamime y Robinson, 1991). El fenémeno de
sinéresis requiere especial atencion, ya que la secrecion de agua de la estructura del gel
puede acabar con la estabilidad de las LF, llegando a constituir uno de los defectos mas
indeseables en el producto final y que produce una menor aceptacion por parte de los
consumidores. De ahi que sea un parametro de interés, pues entre las mds importantes
caracteristicas asociadas a la calidad de las LF se encuentra la ausencia completa de
suero libre y grumos (Rojas Castro y col., 2007).

La sinéresis espontanea es la contraccion del codgulo sin la aplicaciéon de una fuerza
externa, y estd relacionada con la inestabilidad de la matriz de las LF. El
desprendimiento del suero puede prevenirse incrementando el contenido de sélidos
totales, utilizando estabilizantes y evitando tratamientos térmicos excesivos de la leche.
Durante la fermentaciéon deben evitarse la agitacion y las altas temperaturas, siendo
positiva para la retencién del suero una alta produccién de 4cido en forma lenta (baja

velocidad de acidificacién) (Lucey, 2002).

1.4.5. COMPOSICION QUIMICA.

La composicion quimica de los alimentos es una medida de su potencial valor
nutritivo.

Siempre que se realiza una nueva formulacién de un alimento, se debe conocer en
qué proporcion se encuentran los diferentes nutrientes, lo que es fundamental a la hora
de cuantificar su contribucién a las necesidades de un organismo, ya sea energética o de
materia para reparacion de tejidos y crecimiento. Ademads, la composiciéon quimica
normalmente puede definir en parte los caracteres fisicos de un alimento y su

digestibilidad (Moreno Rojas, 2000).

1.4.6. ACTIVIDAD DE AGUA.

Las propiedades coligativas, reoldgicas y de textura de un alimento dependen de su
contenido de agua, asi como las reacciones fisicas, quimicas, enzimadticas Yy
microbioldgicas. Las reacciones disponen del contenido de agua /ibre, mientras que el

agua ligada estd unida a la superficie sélida y no interviene en las mismas por estar no
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disponible o inmovil. La actividad del agua cuantifica la disponibilidad de agua que es
capaz de propiciar estos cambios; valor empirico que permite predecir la estabilidad y la
vida util de un producto (Badui, 2006).

La disponibilidad de agua libre (proporciéon de agua que estd disponible para las
actividades metabdlicas de los organismos) de un alimento determina su vida util y
puede medirse en la préctica utilizando el concepto de actividad de agua (a,), que se
define como la relacion existente, a igual temperatura, entre la presion de vapor de
agua sobre la superficie del alimento (p) y la presion de vapor del agua pura (p,) (ec.

8) (Spreer, 1991).

aw = p/Po (ec. 8)

La a,, se expresa como un valor entre O hasta 1; en donde 1 representa la a,, del agua
pura a 0°C, y 0 equivale a la a,, de un alimento totalmente deshidratado (Early, 2000).

La actividad de agua estd intimamente relacionada con las propiedades fisicas,
quimicas y biologicas de los alimentos y juega un papel muy importante en su
estabilidad, ya que afecta la tendencia de un alimento a sufrir alteraciones de origen

microbiano, enzimatico o quimico (Bello Gutiérrez, 2000).

1.4.7. pH Y ACIDEZ.

El valor de pH de un producto representa la acidez actual o real del mismo, siendo
una medida de la concentracion de protones libres.

En cambio, la acidez Dornic es el contenido aparente en dcidos, esto es la
concentracion de protones libres y los potenciales a liberarse. La acidez titulable
incluye a la acidez natural de la leche y también a la desarrollada.

La acidez desarrollada es debida al 4cido lactico y a otros dcidos procedentes de la
degradacién microbiana de la lactosa, y eventualmente de los lipidos, en leches en vias
de alteracién (Alais, 2003).

Aunque la relacion entre la acidez titulable y el pH en un sistema tamponado como
las LF no es directa, la determinacién del pH es sumamente conveniente, ya que se ha
establecido una correlacién entre el mismo y las caracteristicas Optimas de cada tipo de
yogur, ademds de ser el parametro utilizado industrialmente para decidir el fin de la

fermentacion. No obstante, para controlar la acidez del producto final y ajustarla en
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forma precisa a los gustos del consumidor, es aconsejable determinar la acidez titulable

(Tamime y Robinson, 1991).

I.4.8. RECUENTO DEL MICROORGANISMO PROBIOTICO.

Como se discutidé anteriormente, en los alimentos probidticos se requiere la
viabilidad de las bacterias durante toda su vida util, a fin de asegurar beneficios para la
salud en el consumidor, siendo la cantidad minima recomendada de bacterias viables de
10° UFC.mL" (Kristo y col., 2003).

Estudios han demostrado que la viabilidad de microorganismos probidticos depende
de la cepa y la interaccidn con otras cepas utilizadas, asi como de factores inherentes al
proceso de elaboracion, tales como el momento en el cual las bacterias son agregadas y
la temperatura de fermentacion y a las caracteristicas del producto, como la
composicién quimica, el contenido de sélidos, disponibilidad de nutrientes, oxigeno
disuelto, acidez final y temperatura de almacenamiento. El bajo pH de las LF y el
fenémeno de postacidificacién durante el almacenamiento han sido sefialados como los
principales factores responsables de la baja viabilidad de probidticos (Vinderola y col.,
2010).

Por esta razén, es esencial disponer de un método de cuantificacion ripido y
confiable de microorganismos probidticos, que se adapte al caso en particular y que
permita determinar las concentraciones durante el almacenamiento de manera rutinaria

(Vinderola y Reinheimer, 2000).

I.5. DISENOS EXPERIMENTALES Y TRATAMIENTOS
ESTADISTICOS.

El diseiio estadistico de experimentos es precisamente la forma mads eficaz de
hacer pruebas. Consiste en determinar cudles pruebas se deben realizar y de qué
manera, para obtener datos que, al ser analizados estadisticamente, proporcionen
evidencias objetivas que permitan responder los interrogantes planteados, y de esa
manera clarificar los aspectos inciertos de un proceso, resolver un problema o lograr

mejoras (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).
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1.5.1. CONCEPTOS Y DEFINICIONES.

L.5.1.1. Experimento.

Un experimento es un cambio en las condiciones de operacion de un sistema o
proceso, que se hace con el objetivo de medir el efecto del cambio sobre una o varias
propiedades del producto o resultado (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008). Un
experimento generalmente se realiza por alguno de los siguientes motivos:

e determinar las causas de variacion en la respuesta;

e comparar las respuestas en diferentes niveles de observacion de variables
controladas;

e obtener un modelo estadistico-matemdtico que permita hacer predicciones de

respuestas futuras (Montgomery, 1997).

L.5.1.2. Unidad experimental.
La unidad experimental es la/s pieza/s o muestra/s que se utiliza para generar un
valor que sea representativo del resultado del experimento o prueba (Gutiérrez Pulido y

de la Vara Salazar, 2008).

1.5.1.3. Variables, factores y niveles.

Una variable es la caracteristica de un objeto que puede ser observada, medida y
analizada para encontrar las respuestas al problema en cuestion.

Un factor es aquella variable de interés cuyo posible efecto sobre la respuesta se
quiere estudiar (Montgomery, 1997).

En todo proceso intervienen distintos tipos de variables o factores como los que se
muestran en la figura I.15. (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

v Variable/s de respuesta: a través de esta/s variable/s se conoce el efecto o los
resultados de cada prueba experimental (variables de salida).

v' Factores controlables: son variables de proceso o caracteristicas de los
materiales experimentales que se pueden fijar en un nivel dado. A los factores
controlables también se los conoce como variables de entrada, condiciones de proceso,
variables de disefio o simplemente factores.

v Factores no controlables o de ruido: son variables que no se pueden controlar

durante la operacion normal del proceso (luz, humedad, temperatura ambiente, etc.).
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v" Factores estudiados: son las variables que se investigan en el experimento para
observar como afectan o influyen en la variable respuesta (variables de entrada).

v Niveles y tratamientos: son los diferentes valores que se asignan a cada factor
estudiado en un disefio experimental. Una combinacién de niveles de todos los factores
se llama tratamiento o punto de disefio

v Error: el error designa las pequefias diferencias entre el valor exacto y el
observado en cada medicién. Se puede considerar los siguientes errores:

- Error aleatorio: es la variabilidad observada que no se puede explicar por los
factores estudiados; y resulta del pequefio efecto de los factores no estudiados y del
error experimental.

- Error experimental: es un componente del error aleatorio que refleja los errores
del experimentador en la planeacion y ejecucion del experimento (Gutiérrez Pulido y de

la Vara Salazar, 2008).

Factores controlables

xI x2 xp
Salidas
- Proceso —_—
y
Entradas
zl z2 zq
Factores

incontrolables

Figura I.15. Modelo general de un proceso o sistema (Fuente: Gutiérrez Pulido y de la
Vara Salazar, 2008).

1.5.2. ETAPAS EN EL DISENO DE EXPERIMENTOS.
1. Planeacion y realizacion: disefiar un experimento con una estructura lo mas
adecuada posible a la situacién que se desea estudiar y a los medios disponibles.
a. Entender y delimitar el problema u objeto de estudio.
b. Seleccionar y definir la/s variable/s respuesta.

c. Elegir los factores y niveles que han de intervenir en el experimento.

i

Planear y organizar el trabajo experimental.
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e. Realizar el experimento.
2. Analizar estadisticamente los resultados obtenidos y comprobar si las hipotesis
establecidas y el modelo de disefio elegido se adecuan a la situacion estudiada.
3. Realizar las modificaciones oportunas para ampliar o modificar el disefio.
4. Obtener las conclusiones apropiadas (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar,

2008).

1.5.3. DISENOS FACTORIALES.

Un diseiio factorial es un diseiio experimental que sirve para estudiar el efecto
individual y de interaccion de varios factores sobre una o varias respuestas (Gutiérrez
Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

El efecto de un factor se define como el cambio observado en la variable de
respuesta debido a un cambio de nivel de tal factor. En particular, los efectos
principales son los cambios en la media de la variable de respuesta que se deben a la
accion individual de cada factor, mientras que, se dice que dos factores interactian entre
si o tienen un efecto de interaccién sobre la variable de respuesta, cuando el efecto de
un factor depende del nivel en que se encuentra el otro (Gutiérrez Pulido y de la Vara

Salazar, 2008).

1.5.3.1. Tipos de diseiios factoriales.

Los disenos factoriales se dividen en dos categorias:

v Disefio factorial completo. Se utiliza principalmente cuando el nimero de
factores (k) a estudiar estd entre dos y cinco (2 < k < 5), rango en el cual su tamafio se
encuentra entre 4 y 32 tratamientos o experiencias, dependiendo de los niveles de cada
factor, cantidad manejable en muchas situaciones o estudios experimentales (Dante y
col., 2003).

- Disefio factorial 2*. En estos disefios, cada factor se estudia a s6lo dos niveles
y sus experimentos contemplan todas las combinaciones de cada nivel de un factor con
todos los niveles de los otros factores. Los niveles se suelen denotar con (+1) el nivel
mayor y (-1) el nivel menor, en donde k es el nimero de factores a controlar (Ferré,
2002).

- Diseiio factorial 3. Este es un disefio que consta de tres niveles de cada factor.

Los tres niveles de los factores pueden referirse como nivel inferior (-1), intermedio (0)
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y superior (+1). La adiciéon de un tercer nivel permite modelar con una relacion

cuadrdtica la relacion entre cada respuesta y cada factor (Ferré, 2002).

v’ Diseiio factorial fraccionado (k-p). Este permite estudiar un ndmero elevado de
factores con un nimero de experimentos mucho menor que los disefios factoriales

completos (Dante y col., 2003).

1.5.4. DISENO BOX-BEHNKEN.
Este disefio se aplica cuando se tienen 3 o mds factores y suelen ser eficientes en
cuanto al numero de corridas. Es un disefio rotable que se distingue porque no incluye

como tratamientos a los vértices de la regién experimental (Gutiérrez Pulido y de la

Vara Salazar, 2008) (figura 1.16).

Figura I.16. Representacion geométrica de un disefio de Box-Behnken para tres factores
(A, B, C).

I.5.5. ANALISIS DE VARIANZA Y MODELOS DE REGRESION LINEAL
MULTIPLE.

El andlisis de varianza (ANOVA) es una técnica estadistica que sirve para
analizar la variacion total de los resultados experimentales de un disefio en particular,
descomponiéndolo en fuentes de variacion independientes atribuibles a cada uno de los
efectos en que constituye el diseiio experimental. Esta técnica tiene como objetivo

identificar la importancia de los diferentes factores 6 tratamientos en estudio y

determinar como interactian entre si. Es importante resaltar que el ANOVA supone que
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la variable de respuesta se distribuye normal, con varianza constante y que las
mediciones son independientes entre si (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

La hipétesis estadistica es el supuesto que se hace sobre el valor de un pardmetro
(constante que caracteriza a una poblacion) el cual puede ser validado mediante una
prueba estadistica. Generalmente la hipdtesis a probar es si los tratamientos tienen el
mismo efecto sobre la variable que se estudia (hip6tesis nula, Hy) o no (hipdtesis
alternativa, H,) (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

El andlisis de regresion tiene como objetivo modelar en forma matemdtica el
comportamiento de una variable de respuesta en funcion de una o mds variables
independientes (factores). Un modelo de regresion lineal multiple de segundo orden
viene dado por la ecuacién 9, donde X;, X, son las variables independientes o
regresoras, Y es la variable respuesta, f; son los pardmetros del modelo que se conocen
como coeficientes de regresion y ¢ es el error aleatorio (Gutiérrez Pulido y de la Vara

Salazar, 2008).
Y =Po+BiXi + BoXo + BioXiXo + BuXi + X + & (ec. 9)

La hipétesis global mas importante sobre un modelo de regresiéon multiple consiste
en ver si la regresion es significativa. Esto se logra probando la siguiente hipdtesis:

Ho: pr=p=... k=0

Hy: pj #0paraal menosunj =1, 2,... k

Aceptar Hy significa que ninglin término o variable en el modelo tiene una
contribucién significativa al explicar la variable de respuesta, Y. Mientras que rechazar
Hy implica que por lo menos un término en el modelo contribuye de manera
significativa a explicar Y (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

El que un modelo sea significativo no necesariamente implica que sea bueno en
términos de que explique la variaciéon de los datos. Por ello es importante tener
mediciones adicionales de la calidad del ajuste del modelo, como las graficas de
residuales y el coeficiente de determinacion (R?). Este coeficiente se interpreta como el
porcentaje de variabilidad de los datos que son explicados por el modelo. Ademas,
también se puede utilizar el coeficiente de determinacién ajustado (Rajz) que se prefiere
en lugar de R’ cuando hay muchos términos en el modelo. Se cumple que 0 < Raj2 <R’
< 1. En general, para fines de predicciéon se recomienda un Raj2 de al menos 0,7

(Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).
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Los buenos modelos son aquellos que cumplen maés criterios de calidad del ajuste.
Siempre existirdn circunstancias en las que, al no cumplirse alguno de los criterios,
desde el punto de vista practico no necesariamente haran inviable el modelo (Gutiérrez
Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

El uso de software estadistico permite el estudio detallado de las respuestas
obtenidas en funciéon de las variables estudiadas. Si se cuenta con un modelo con
muchos términos y se quiere tener un modelo depurado que incluya sélo términos
significativos (que realmente ayuden a explicar la variable de respuesta), entonces se
recomienda aplicar la técnica de seleccion de variables (Gutiérrez Pulido y de la Vara
Salazar, 2008).

Los modelos predictivos son usados para predecir y controlar varios procesos en la
industria lactea y/o modelizacién matemdtica de los atributos del producto final y
configuraciones de procesos. Usando los ajustes de regresién polinomiales, con
variables codificadas, permite encontrar modelos matematicos predictivos y
descriptivos de los sistemas estudiados, lo que ayuda en el control de procesos y la

influencia de las formulaciones utilizadas (Myers y Montgomery, 1995; Roupas, 2008).

1.5.6. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es la estrategia experimental y
de andlisis que permite resolver el problema de encontrar las condiciones de operacion
optimas de un proceso, es decir, aquellas que dan por resultado “valores optimos” de
una o varias caracteristicas de calidad del producto (Gutiérrez Pulido y de la Vara
Salazar, 2008).

La MSR implica 3 aspectos: disefio, modelo y técnica de optimizacién. El disefio y
el modelo se piensan al mismo tiempo, y dependen del tipo de comportamiento que se
espera en la respuesta. El modelo puede ser de primer o segundo orden (plano o con
curvatura, respectivamente) (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

El aspecto del modelo utiliza el andlisis de de regresion lineal multiple, junto con
sus elementos bdsicos que son: pardmetros del modelo, modelo ajustado, significancia
del modelo, prueba de falta de ajuste, residuos, predichos, intervalos de confianza para
predichos y coeficiente de determinacion (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).

Por ultimo el aspecto de optimizacion estd formado por algunas técnicas
matematicas que sirven para que, dado un modelo ajustado, explorarlo a fin de obtener

informacién sobre el punto 6ptimo (Gutiérrez Pulido y de la Vara Salazar, 2008).
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I.6. RELEVANCIA DEL PRODUCTO OBTENIDO Y ESTUDIO
REALIZADO.

En la actualidad, el conocimiento generalizado del rol del colesterol alimentario
como factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares ha influido en la preferencia de
los consumidores hacia alimentos saludables, libres o reducidos en colesterol, que
ademds de cubrir las necesidades nutricionales aporten beneficios a su salud. Esta
realidad motiva el desarrollo de productos lacteos sin o reducidos en colesterol que, a
diferencia de los productos descremados existentes actualmente en el mercado,
conservan la grasa lactea, de vital importancia desde el punto de vista organoléptico,
nutricional y funcional.

El agregado de bacterias probidticas aumenta la calidad funcional del producto,
otorgando beneficios extras a la salud del consumidor, mientras que el aporte de calcio
y aminodcidos esenciales a través de proteinas de suero incrementa su valor nutricional.
Por otra parte, el uso de un espesante no convencional como la espina corona otorga
caracteristicas particulares a las leches fermentadas, lo que requiere un estudio detallado
de su influencia sobre las propiedades fisicas, quimicas y organolépticas del producto,
las cuales se verdn afectadas por la matriz alimentaria, en particular por su interaccion
especifica con el almidén de mandioca modificado, la gelatina y las proteinas lacteas.
Esto constituye el primer caso de estudio que se describird mds adelante. En base a todo
lo expuesto anteriormente, se plantearon dos sistemas de estudio: uno de ellos
relacionado al empleo de hidrocoloides nacionales y el otro a la utilizacion de WPC,
LPD y calcio para conocer sus efectos sobre las caracteristicas reoldgicas, texturales,
sensoriales, microbioldgicas y fisicoquimicas de LF probidticas, con colesterol
reducido, y su influencia durante el almacenamiento.

Todas estas caracteristicas particulares aportan un valor agregado al producto
obtenido en el presente trabajo, priorizando la calidad y enfocado en satisfacer las
demandas actuales de los consumidores.

Por otro lado, la identificacion de bacterias aisladas de productos comerciales de
origen europeo y otras provenientes de la Coleccion Scardovi de la Universidad de
Bologna, permiti6 estudiar la posible utilizacién de sustratos prebidticos y otros aditivos
por parte de las mismas como asi también ver la viabilidad frente a condiciones

gastrointestinales simuladas y en el producto final de las cepas testeadas.
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CAPITULO II. OBJETIVOS

II.1. OBJETIVO GENERAL.

Obtener y evaluar Leches Fermentadas Probidticas, con colesterol reducido y

fortificadas, para consumo de la poblacién en riesgo nutricional y/o cardiovascular,

manteniendo el contenido de grasa lactea.

11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

v
v
v

<

Producir leches fermentadas probidticas con colesterol reducido.

Estudiar la cinética de acidificacion durante la fermentacion.

Caracterizar la estructura reoldgica de los sistemas, estableciendo su relaciéon con
la estabilidad de los geles obtenidos y la influencia de diferentes hidrocoloides
nacionales y variables tecnoldgicas de coagulacion.

Determinar la composicién quimica de las leches fermentadas obtenidas.

Estudiar la estabilidad del codgulo (sinéresis) durante el almacenamiento.
Estudiar las variaciones especificas del producto final (fisicoquimicas,
reoldgicas, texturales y sensoriales) durante el almacenamiento o vida util.
Cuantificar la viabilidad del microorganismo probidtico utilizado durante la vida
util de las leches fermentadas.

Analizar sensorialmente los productos formulados y sus caracteristicas texturales.
Optimizar formulaciones variando la concentracién de gelificantes y espesantes
convencionales (gelatina y almidén modificado) y no convencionales (goma
espina corona) combinando las caracteristicas texturales y organolépticas
deseadas.

Identificar tanto fenotipica como genotipicamente microorganismos probidticos
aislados de productos comerciales de origen europeo y otros provenientes de la
Coleccidn Scardovi (BUSCOB) de la Universidad de Bologna.

Realizar ensayos de fermentacion de prebidticos comerciales y aditivos
alimentarios como posibles sustratos del metabolismo de cepas de lactobacilos y
bifidobacterias.

Estudiar la viabilidad a las condiciones del tracto gastrointestinal y
susceptibilidad a antibidticos por parte de cultivos puros de los microorganismos

de interés y al ser incorporados en la matriz de leches fermentadas.
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CAPITULO IIIl. MATERIALES Y METODOS

IIL. 1. SECCION 1.

II1.1.1. INSUMOS.

II1.1.1.1. Materias primas y aditivos.

Para la preparacion de leches fermentadas probidticas con colesterol reducido, se
utiliz6 leche en polvo entera (LPE), leche en polvo descremada (LPD), concentrado de
proteinas de suero (WPC 35, con 35% de proteinas en base seca) (Milkaut® SRL, Santa
Fe, Arg.), goma espina corona (GEC) (Indear SAICyF, Bs. As., Arg.); gelatina (G) 223
grados Bloom (PBLeiner, Santo Tomé, Arg.) y almidéon modificado de mandioca
(AMM) (Glutal SA, Esperanza, Arg.); azicar grado A (Ledesma SAAI, Jujuy, Arg.);
sorbato de potasio (Santa Fe Ing. S.R.L., Santa Fe, Arg.); saborizante vainilla (Givaudan
Argentina S.A., Bs. As., Arg.); B-ciclodextrina (99 % de pureza) (Ferromet S.R.L., Bs.
As., Arg.), cloruro de calcio (Lab. Cicarelli S.A., Arg.) y citrato de calcio (Tate & Lyle
SA, Bs. As., Arg).

I11.1.1.2. Reactivos quimicos.

Para los andlisis fisicoquimicos y la determinacién de colesterol se utilizaron
reactivos quimicos de calidad pro-andlisis (Lab. Cicarelli S.A., Arg.). Especificamente,
para la cuantificacion de colesterol se empleé un kit diagndstico enzimético-

colorimétrico (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Arg.).

I11.1.1.3. Insumos microbioldgicos.

Se utiliz6 un cultivo iniciador/acidificante de yogur YC-180 (Chr-Hansen Argentina
SAIC, Bs. As., Arg.), compuesto por las cepas: Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 'y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.
Adicionalmente, se empleo la cepa probidtica comercial L. rhamnosus SP1 (Sacco SRL,
Italia).

Para el recuento en placa del microorganismo probidtico se empled: medio MRS
(De Man, Rogosa y Sharpe) (Biokardiagnostics, Francia); bilis bovina (Sigma-Aldrich,
EEUU); agar-agar y peptona de caseina (Britania, Bs. As., Arg.).
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IIL.1.2. METODOS.

I11.1.2.1. Disefios experimentales.

III.1.2.1.1. Caso de estudio 1: Efecto del contenido de hidrocoloides sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, reologicas, texturales, microbiologicas y sensoriales de
leches fermentadas probioticas con colesterol reducido.

Se empled la metodologia de superficie de respuesta (MSR) usando un disefio de
Box-Behnken (3 factores en 3 niveles). Este disefio experimental consiste en 13
experiencias con 1 réplica del punto central. Las corridas experimentales fueron
aleatorias para disminuir los efectos de variabilidad inesperada en las respuestas
observadas.

Los disefios experimentales son dados en funcién de variables estandarizadas o
codificadas ya que los niveles de las variables independientes pueden variar de una
aplicacion a otra, por lo tanto, las variables fueron codificadas de acuerdo a la ecuacién

10.

Xi=(xi—x0)/(Ax/2) (ec. 10)

donde X; es valor codificado, x; es valor real correspondiente, x, es el valor real del
centro del dominio y Ax/2 es la mitad del rango de variacion de las variables.

Para este caso, las variables a estudiar fueron los hidrocoloides: Gelatina (G),
Almidén modificado de mandioca (AMM) y Goma espina corona (GEC), siendo las

ecuaciones de codificacion de las variables:

X, = (G- 0,3)/0,3 (ec. 11)
X> = (AMM - 0,5)/0,5 (ec. 12)
X; = (GEC — 0,25)/0,25 (ec. 13)

El rango de variacion y punto medio de las 3 variables independientes junto con los

valores codificados se presentan en la tabla IIl.1. Para la adopcién del dominio
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experimental (Iimite de las 3 variables operativas) se consideraron las especificaciones
técnicas hechas en la regulacion sobre aditivos alimentarios presente en Cdédigo
Alimentario Argentino y su eleccién se basé en los resultados de experiencias

preliminares y datos obtenidos a partir de industria.

Tabla III.1. Dominio experimental del disefio de Box-Behnken utilizado para el
caso de estudio 1.

Variables Denominacién Niveles de factor®
Codificada No codificada -1 0 1
Gelatina X G 0 0,3 0,6
Almidén modificado X5 AMM 0 0,5 1
de mandioca
Goma espina corona X3 GEC 0 0,25 0,5

“los niveles de factor no codificados estin representados en %m/m.

III1.1.2.1.2. Caso de estudio 2: Efecto de las condiciones de coagulacion sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, reologicas, texturales, microbiologicas y sensoriales de
leches fermentadas probioticas con colesterol reducido.

Se empled la metodologia de superficie de respuesta utilizando un disefio factorial
completo 3k, de dos variables en tres niveles (3%), con una repeticiéon del centro del
disefio (10 experiencias en total).

Las variables seleccionadas en este estudio fueron:

X: Concentracién de calcio (CAL), adicionado como citrato de calcio. Los calculos
del aporte de calcio por parte del citrato de calcio se muestran en el Anexo L.

X,: Concentracién de caseina (CAS), la cual se obtuvo variando la relacién de los
agregados de leche en polvo descremada/concentrado de proteinas de suero en polvo,
con 35% proteinas en base seca (LPD/WPC35). Esta relacion mantuvo constante el
porcentaje de sélidos agregados a la leche fluida (3%), pero varié la relacién en peso
entre cada uno (LPD/WPC) en la siguiente forma: 1:10 (0,272% LPD / 2,72% WPC35);
1:1 (1,5% de cada uno); 10:1 (2,72% LPD / 0,272 % WPC35). Los célculos de los
valores de CAS aportados por cada aditivo se muestran en el Anexo I.

Las concentraciones de calcio utilizadas se eligieron tomando como referencia lo
planteado en el trabajo realizado por Gurmeet y Kasiviswanathan (2008), en la cual el
yogur fue fortificado con diferentes concentraciones de calcio (25, 50, 75 y 100 mg/ 100
mL), y se observé que las concentraciones Optimas de fortificacion serian menores a 50

mg / 100 mL, ya que por encima de dicho valor se encontraron defectos sensoriales. A
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partir de esto, tomamos dicha concentracion como la experiencia central de nuestro
estudio.

En el caso de la caseina, se tratdé de no variar la cantidad de sélidos totales (tomando
como referencia experiencias previas (caso de estudio 1) en las cuales se adicion6 WPC
en una concentracion igual al 3%), por lo que se adopté este criterio para la
combinaciéon de LPD/WPC, partiendo de la mitad de cada uno como experiencia
central. A partir de esto y de otras investigaciones se pudieron establecer los valores de
los extremos (Remeuf y col., 2003; Amatayakul y col., 2006).

Las ecuaciones de codificacién de las variables son:

X;=(CAL-0,05)/0,041 (ec. 14)

X;=(CAS—-0,42) /0,344 (ec. 15)

Los porcentajes de CAL y CAS, codificados y no codificados, utilizados para

elaborar las LF probidticas, se observan en la tabla I11.2.

Tabla IIL.2. Dominio experimental del disefio factorial utilizado para el caso de

estudio 2.
Variables Denominacion Niveles de factor”
Codificada No codificada -1 0 1
Calcio X4 CAL 0,009 0,05 0,091
Caseina X5 CAS 0,076 042 0,764

“los niveles de factor no codificados estan representados en %m/m.

I11.1.2.2. Protocolo de elaboracion de leches fermentadas probiodticas con
colesterol reducido.

A partir de leche en polvo entera se reconstituyo leche fluida al 13 % (p/v) de
sOlidos totales con agua destilada a 50 °C y agitando durante 10 minutos para favorecer
la disolucion e hidratacion de la misma. Posteriormente, esta mezcla se pasteurizd a
75 °C durante 15 segundos y se homogeneiz6 en condiciones Optimas. Finalizado dicho
proceso, se tom¢ una muestra de la misma (rotulada como ‘“/eche con colesterol’) para
la posterior determinacion de colesterol.

La leche homogeneizada se enfrid y se agregd B-CD (1%), como agente secuestrante
del colesterol, acompaifiando con agitaciéon durante 20 minutos para favorecer la

formacion del complejo B-CD - colesterol. Luego, se disminuyé la temperatura de la
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mezcla y se procedio a centrifugar (MSE, Mistral 4 L), a 1200 rpm durante 20 minutos,
obteniéndose en el sobrenadante “leche sin colesterol”. De igual manera, se tom6 una
muestra de la misma (rotulada como “leche con colesterol reducido’) para la posterior
determinacion de colesterol.

Posteriormente se calenté la leche “con colesterol reducido” hasta 50 °C y se
agregaron los ingredientes y aditivos secos (exentos de colesterol), segin el disefio
adoptado. Para el caso de estudio 1 se adicioné: 10 % m/m sacarosa, 3% m/m WPC 35,
250 ppm sorbato de potasio y los gelificantes/espesantes en estudio (G, AMM y GEC)
en proporciones segtn el disefo. Para el caso de estudio 2 se agregd: sacarosa (10%),
hidrocoloides (0,3% G, 0,5% AMM y 0,5% GEC), 250 ppm de sorbato de potasio y se
variaron las proporciones de WPC35 y LPD segtn disefo. El agregado de la mezcla de
ingredientes se realiz lentamente, calentando el sistema hasta los 75 °C. Una vez
alcanzada esta temperatura, se procedié a agitar durante 20 minutos para favorecer la
disolucioén e hidratacion de los mismos y evitar la formacién de grumos.

La mezcla final (leche sin colesterol + aditivos) se traté térmicamente (90 °C durante
5 minutos). Finalmente, se enfri6 a la temperatura 6ptima de fermentacion (39 £ 1 °C),
la cual se mantuvo en un bafio termostatizado (Haake Thermostatic, Alemania) durante
toda la etapa fermentativa.

Se adiciond a esta mezcla final cloruro de calcio (250 ppm, para el caso de estudio
1) y citrato de calcio (en proporciones variables, segin el disefio 2). Se inocularon los
fermentos: starters (YC - 180, dosis: 0,005 g/200 mL de leche) y probiético (Spl, dosis:
0,03 g/ 200 mL de leche); previamente activados en una cantidad adecuada de leche
estéril con colesterol reducido durante una hora a la temperatura de fermentacion.

La fermentacion se llevé a cabo, tomando muestras para medir pH y acidez titulable,
a intervalos de media hora (durante la primer hora y media de la fermentacién) y luego
cada veinte minutos, hasta alcanzar un pH = 5,0. Finalizada esta etapa, se homogeneizé
a baja presion (100 atm) para mejorar las caracteristicas texturales del producto, se
adicion¢ saborizante de vainilla (0,05% p/p, Givandan S.A., Arg.) y se disminuy¢ la
temperatura rdpidamente haciendo circular el producto a través de un serpentin enfriado
con agua helada (2 °C), impulsdndolo con una bomba de desplazamiento positivo
(helicoidal) que le otorga un amasado adecuado, para obtener un aspecto superficial
uniforme. El producto se fraccioné en recipientes acordes a los ensayos a realizar y
finalmente, se almacend en heladera para mantener su conservacion (temperatura

inferior a 5 °C) hasta su posterior utilizacién durante 1 mes.
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En la figura III.1. se muestra un esquema de la tecnologia para la produccioén de

leches fermentadas probidticas con colesterol reducido elaboradas en el presente

trabajo.

Reconstitucion de leche en polvo entera J

. 4

Pasteurizacion J

4

| Homogeneizacion J

Cuantificacion de COL
antes y después del - '
agregado de 3-CD.

¥

*Agregado de B-CD.

Extraccion de colesterol con *Formaci6n del
L B-CD complejo B-CD — COL.
Agregado de aditivos sin *Centrifugacion.
COL: Sacarosa, Sorbato K. Q
Caso 1: GEC, G y AMM  —— 7
(s/ disefo), 3% WPC. Caso . .
2: LPD/WPC (s/disefio), G Tratamiento termico
(0,3%), AMM (1%); GEC ‘

(0,5%). Q
J

Enfriamiento J

Adicion de sal de calcio, .
cultivos starters )/ /Q
probidtico.

\ Fermentacion ]

<

| Homogeneizacion J

&

L Enfriamiento J

&

| Almacenamiento }

Figura III.1. Etapas del proceso de produccidn de leches fermentadas con colesterol reducido.
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I11.1.2.3. Determinacion de la concentracion de colesterol.

En ambos casos de estudio, para el ensayo de cuantificacion de colesterol se
utilizaron las muestras rotuladas “leche sin tratar, con colesterol” (antes del agregado
de B-CD) y “leche tratada, con colesterol reducido” (después de la extraccion del
colesterol con B-CD), trabajandose por cuadriplicado, mediante la aplicacién de una

técnica enzimatica-colorimétrica puesta a punto anteriormente (Soldano, 2009).

II.1.2.3.1. Saponificacion.

Se trasvasé a un tubo Falcon de 50 mL, un volumen de 6 mL de cada muestra
aleatoria, y se agregé 7,5 mL de una solucién de hidréxido de potasio etandlico 2 M.
Los tubos se calentaron a 80 = 1 °C en bafio termostitico durante 90 minutos.

Finalizado el periodo de incubacion, se dejo enfriar a temperatura ambiente.

II1.1.2.3.2. Extraccion de colesterol.

Sobre cada muestra saponificada se agregé 5 mL de agua destilada y se mezcl6 en
un vortex (Decalab S.R.L., Arg.) por 20 segundos. Luego se adicion6 5 mL de n-hexano
y se agitd nuevamente durante 20 segundos. Posteriormente, se centrifugé en
condiciones adecuadas y se extrajeron 3 mL de la fase superior (primera extraccion).
Las etapas de agregado de n-hexano, agitacién y centrifugacién se repitieron dos veces,
sacando 3 mL de la fase superior en la segunda extraccion y 6 mL en la tercera. El
volumen total extraido para cada muestra (12 mL) se recolect6é en un tubo de vidrio de
boca ancha que se colocd, posteriormente, en estufa (Biolec S.A., Arg.) a 45 — 50 °C,

evaporando hasta sequedad.

II.1.2.3.3. Cuantificacion del colesterol por el método enzimdtico-colorimétrico.

Cada tubo se termin6 de secar bajo corriente de nitrégeno por 5 minutos. El residuo
seco se resuspendié en 200 uL de alcohol isopropilico, y una alicuota de 20 uL se
trasvaso a un tubo de ensayo. Posteriormente, se adiciond 1 mL de reactivo enzimético,
preparado en el momento, segun instrucciones del fabricante. Por otro lado, se prepard
un blanco de reactivos y un testigo (20 pL de solucion de colesterol estindar de
concentracién 2 mg.mL"' més 1 mL de reactivo enzimético). Todos los tubos se
incubaron simultidneamente en bafio termostitico a 37 °C durante 15 minutos.

Finalmente, se procedié a medir la absorbancia en un espectrofotometro UV — Visible
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(Milton Roy, EE.UU.) a una longitud de onda de 510 nm contra blanco de reactivos.

Los resultados se contrastaron con el patrén estindar de colesterol.

1I1.1.2.3.4. Cdlculo de la concentracion de colesterol.

La concentracion de colesterol (mg%, ec. 18) de las muestras “leche con colesterol”
y “leche con colesterol reducido” se calculd mediante la Ley de Lambert-Beer (Skoog y
Leary, 1988) a partir de la absorbancia medida, tal como se muestra en las ecuaciones

16y 17.

A =K. C (ec. 16)

An=K.Cy, (ec. 17)

Despejando Cp,:

Cn=C. AWA; (ec. 18)
donde,

A,;: absorbancia promedio de la muestra a 510 nm.

A;: absorbancia promedio del testigo de colesterol a 510 nm.

C,: concentracion de colesterol en la muestra; [Cp,] = mg/ml.

C;: concentracion de colesterol testigo; Ci= 2 mg/mL. 0,02 mL/1,02 mL = 0,0392
mg/mL.

Teniendo en cuenta las diluciones realizadas, se calculan los mg% de colesterol

remanente (ec. 19):

14 Vaie. isop. V 5
m+r alc. isop. total hexano . ]00 (CC. 19)

mg % colesterol — Cm .

Vi redis. . Vminicial  V hexano extraido

donde,

Vinsrs volumen de la muestra mas volumen del reactivo color (1,02 mL).
Vi redis.. volumen de la muestra redisuelta (0,02 mL).

Vaic. isop.: volumen de alcohol isopropilico (0,2 mL).

Vi iniciar: VOlumen muestra inicial (6 mL).
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Viotal hexano: VOlumen total de hexano agregado (15 mL).

Viexano extraido: VOlumen total de hexano extraido (12 mL).

Para calcular el porcentaje de extraccion de colesterol (% EC) se aplicé la ecuacion
20.

1C;-Cp 1

% EC = 100 (ec. 20)

i
donde,
Ci: concentracion de colesterol en la muestra “leche sin tratar, con colesterol” (mg%).
Cr. concentracion de colesterol en la muestra “leche tratada, con colesterol reducido”

(mg%).

I11.1.2.4. Estudio de las propiedades fisicoquimicas, reologicas, sensoriales,
microbioldgicas y texturales de las leches fermentadas probiéticas con colesterol

reducido.

II1.1.2.4.1. Estudio de la cinética de acidificacion durante la fermentacion.

Para ambos casos de estudio, los cambios en el pH durante la fermentacién fueron
monitoreados continuamente con la ayuda de un pHmetro (Hanna Instruments, Italia) de
acuerdo al método de Spinnler y Corrieu (1989). Los pardmetros cinéticos: V.
(méxima velocidad de acidificacién), pHy,.q (pH al cual llega la V,,.4,), tyma: (tiempo que
tarde en llegar a la V,,,) fueron calculados a partir de las curvas obtenidas de la
ecuacién 21 y ademds se midi6 el #,55 (tiempo que tarda en llegar al pH = 5, fin de la

fermentacion),

Vinax = (dpH/dt) max (ec. 21)

I1.1.2.4.2. Determinacion de pH y acidez titulable durante la vida titil.

En ambos casos de estudio, se realizé el seguimiento de pH y acidez titulable de
cada muestra de yogur a diferentes tiempos de muestreo durante la vida til, estipulada
en un mes: 3, 7, 17, 24, 31 dias. Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado

para cada experiencia.
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El pH se determiné potenciométricamente, con peachimetro (Herizau modelo 508
A) a la temperatura de conservacion (5 °C).

La determinacion de la acidez se realiz6 por titulacion directa con NaOH 1/9 N
(método Dornic) [920.124] (AOAC, 1995). Una masa determinada de la muestra (10 g
aproximadamente) se valoré con una solucién de NaOH de concentracion conocida,
utilizando como indicador fenolftaleina. La expresion de los resultados se realiza en

“grados Dornic” (°D) (ec. 22) que luego se refiere a la concentracion de acido lactico
(ec. 23).

Vo fif.
°Dornic = L&tvl (ec. 22)

My

Ciy=°D. 500 (ec. 23)
donde,
1 °D =0,1 g de 4cido lactico/ L de muestra.

Cy1: concentracion de dcido lactico; [Car] = mol/L; PM 4 = 90 g/mol.
Ve volumen gastado de NaOH N/9 en la titulacion; [V] = mL.

f»: factor de valoracién del NaOH 1/9 N.

f: factor de conversion = 10.

[, factor de referencia = 10.

m,,: masa real de la muestra; [my] = g.

II.1.2.4.3. Determinacion de la composicion quimica.

Para ambos casos de estudio, los ensayos se llevaron a cabo a los 17 dias posteriores
a la elaboracion de las leches fermentadas, considerandose que la composicion quimica
permanece constante durante toda la vida util de las leches fermentadas, segin

experiencias previas.

II.1.2.4.3.1. Contenido de grasa.

El contenido de grasa se determindé mediante el Método Neusal (Farah y Fischer,
2004). Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado para cada experiencia.

En un butirémetro se pesaron 4,7 g de muestra y se agregaron 6 mL de agua

destilada a 55 °C. Se cerr6 con un tapén y se mezcld. Luego, se calentd en bafio de agua
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a 65 °C hasta disolucion completa. Se afiadieron 11 mL de solucioén Neusal, se volvi6 a
tapar el butirometro y se agitd. Posteriormente, se coloco en bafio de agua a 65 °C
durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min.
Nuevamente, se colocé en bafio de agua (65 °C — 10 min) y se centrifugd, en las mismas
condiciones explicitadas anteriormente. Finalmente, se procedid a la lectura segin la
marca graduada en el butirémetro y el porcentaje de materia grasa (% MG) se calcul6

seglin la ecuacién 24.

% MG = lectura butirometro . 2 (ec. 24)

El Método Neusal fue de eleccion en este trabajo debido a que el agente quimico
que se utiliza para la ruptura de la emulsion y separacion de la grasa (solucion Neusal)
no interfiere con los azicares presentes en las leches fermentadas; a diferencia de lo que
ocurre con otro métodos volumétricos como el Método de Gerber, que utiliza 4cido
sulfirico y provoca la carbonizacién de los azicares, lo que dificulta la correcta lectura

en el butirbmetro.

I1.1.2.4.3.2. Contenido de nitrogeno total y proteina total.

El contenido de nitrégeno total (%NT) se determiné en cada muestra por duplicado,
por el método oficial N° 16.036, Kjeldhal (AOAC, 1984).

A partir de la ecuacién 25 se calcul6 el % NT para cada experiencia; que incluye el

nitrégeno caseinico, nitrégeno proteico soluble en agua a pH = 4,6 y nitrégeno no

proteico.
Ve - Nac- fom Vo. Nog. o). f.. 100
%NT — ( f(lc g b fba) fc (eC. 25)
My, 1000
donde,

N,.: normalidad de la solucién de Acido Sulfdrico (0,IN).

Npq: normalidad de la solucion de Hidréxido de Sodio (0,1N).

V.. volumen de la solucién de Acido Sulftdrico 0,1 N (50 mL).

Via: volumen gastado de la solucién de Hidréxido de Sodio 0,1N (calculado por
titulacion); [Vya] = mL.

Ja fra: factor de la valoracion del dcido o la base, respectivamente.
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F.: factor de conversion de meq a mg de Nitrégeno (14 mg/meq).
m,,: masa de la muestra; [mp] = g.
A partir del valor de % NT, mediante un factor de conversion, se calculd el

porcentaje de “proteina total” (% PT), tal como se indica en la ecuacién 26.
% PT =% NT . 6,38 (ec. 26)

donde,

6,38: factor de conversion de nitrogeno a proteina de leche.

I11.1.2.4.3.3. Contenido de cenizas.
Se determind segin el método oficial N° 16.035 (AOAC, 1984); realizdndose por
triplicado para cada experiencia.

El porcentaje de cenizas (% CE) se calcul6 aplicando la ecuacion 27.

cf- me;

% CE= . 100 (ec. 27)

My

donde,

mcy: masa del crisol conteniendo la muestra luego de la incineracion en mufla a 500 °C
hasta peso constante (2 horas); [mcy] = g.

mc;: masa del crisol vacio; [mci] = g.

m,,: masa real de la muestra (masa tedrica a pesar: 4 g); [my] = g.

II1.1.2.4.3.4. Contenido de solidos totales.
Se determiné mediante el método oficial N° 16.032 (AOAC, 1984), realizandose por
triplicado para cada experiencia.

El porcentaje de sélidos totales (% ST) se calcul6é empleando la ecuacion 28.

mep- me;

% ST = ( ) . 100 (ec. 28)

My,

donde:
mcy. masa de la cdpsula de porcelana que contiene la muestra luego de desecarse en

estufaa 105 + 1 °C hasta peso constante (4 horas); [mcy] = g.

87



CAPITULO IIIl. MATERIALES Y METODOS

mc;: masa de la cdpsula de porcelana vacia; [mc;] = g.

m,,: masa real de la muestra (masa tedrica a pesar: 3 g); [my] = g.

111.1.2.4.3.5. Contenido de hidratos de carbono.
El porcentaje de hidratos de carbono (% HC) se calcul6 por diferencia entre el valor
de solidos totales y la suma de los valores de proteina total, cenizas y grasas; como lo

muestra la ecuacion 29.

% HC =% ST - (% CE + % MG + % PT) (ec. 29)

I1.1.2.4.3.6. Contenido de humedad.
La determinacion del porcentaje de humedad (% H) de cada muestra se realiz6 por
diferencia, mediante su relacién con el porcentaje de solidos totales, utilizando la

ecuacion 30.

% H=100-% ST (ec. 30)

II1.1.2.4.4. Determinacion de la actividad acuosa.

Para ambos casos de estudio, la determinacién de la actividad de agua (a,) se realizé
a temperatura ambiente mediante el empleo del equipo Aqualab RS, a los 17 dias
posteriores a la elaboracion de las leches fermentadas. Para cada muestra se realizaron

tres determinaciones.

I1.1.2.4.5. Determinacion de la retencion de agua.
Para ambos casos de estudio, el seguimiento de cada muestra del disefio se realiz6
durante toda la vida util del producto: 3, 17 y 31 dias posteriores a la elaboracion de las

leches fermentadas. Se llevaron a cabo tres determinaciones por muestra.

IM1.1.2.4.5.1. Indice de retencion de agua en condiciones aceleradas (por
centrifugacion).

Se pesaron aproximadamente 50 g de muestra a 10 °C y se centrifugd durante 20
minutos a 700 ges. Posteriormente, se elimind el suero liberado y se volvié a pesar. De

esta manera, se calcul6 el indice de retencién de agua porcentual por centrifugacion
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(% IRA) (Amatayakul y col., 2006; Kalab y col., 1976), tal como se indica en la

ecuacién 31.
9% IRA = 100 - (u} 100/ (ec. 31)

donde,
m;: masa de la muestra antes de la centrifugacion; [m] = g.

my: masa de la muestra después de la centrifugacién; [m] = g.

I11.1.2.4.5.2. Indice de retencion de agua en condiciones estdticas (por gravedad).

Se efectué el mismo procedimiento descripto en el inciso anterior (I11.1.2.4.5.1.)
exceptuando el paso de centrifugacion, y se hall6 el % IRA, (ec. 31).

Esta metodologia intenté imitar lo que ocurre normalmente con el producto en

gbéndola (Amatayakul y col., 2006).

II.1.2.4.6. Determinacion de pardmetros reologicos por viscosimetria de cilindros
CONCENLricos.

Para ambos casos de estudio, cada muestra (termostatizada a 10°C) se evalué para
determinar los pardmetros reoldgicos [K, n, A, B, IT], por duplicado, a dos tiempos de
ensayo: a los 3 dias desde la elaboracion (semana 1), y a los 31 dias posteriores a la
misma (semana 5). Se utilizé un viscosimetro de tubos concéntricos Rotovisco Haake
RV2 (HaakeMess - Technik, Alemania), con celdas de 50 y 500 Nxcm (dependiendo de

la viscosidad de la muestra) y sistema sensor giratorio MVIL

II1.1.2.4.6.1. Determinacion del esfuerzo de corte en funcion del gradiente de
deformacion.

Se realizaron los reogramas de esfuerzo de corte (r) en funcién del gradiente de
deformacién (y°) variando el gradiente de deformacién en forma ascendente primero,
desde 0 hasta 200 s, y descendente después, desde 200 a 0 s'. Se aplicaron los
modelos reoldgicos adecuados [Casson Modificado (ec. 4) y Herschel y Bulkley (ec. 5)],
y se estimaron los pardmetros reoldgicos que definen el tipo de flujo del producto:

indice de consistencia (K), indice de comportamiento (n). El indice de tixotropia (IT) se
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evalué a partir del drea encerrada entre las curvas del reograma 7 vs. y (figura I11.2.),

utilizando la ecuacién 32.

IT = Ay . Y.(tsup — tinf) (ec. 32)
donde,
IT: area de tixotropia; [IT] = Pas™.
Ty €sfuerzo de corte medido sobre la curva superior del reograma, cada 10 s,
Tinf: €sfuerzo de corte medido sobre la curva inferior del reograma, cada 10 s,

A y": rango de variacién adoptado para el célculo de las dreas de los rectdngulos: 10s™.

Esfuarzo do corle (Pa)

] 5 0o 150 00 o
Gradiente de deformacitn (1/5)

Figura IIL.2. Reograma 7 vs. y .

I1.1.2.4.6.2. Determinacion de esfuerzo de corte en funcion del tiempo de
cizallamiento.

Con los datos obtenidos de esfuerzo de corte (r) en funcién del tiempo de
cizallamiento (¢), a gradiente de deformacién constante (y "= 50 s, considerado como el
gradiente de la masticacion normal en la boca para este tipo de productos), y aplicando
el Modelo de Weltmann (ec. 7) se determinaron los parametros: resistencia inicial del

codgulo (A) y velocidad de ruptura estructural (B).

II.1.2.4.77. Determinacion del perfil de textura por penetrometria.

Para ambos casos de estudio, se evalud para cada muestra: la dureza, adhesividad,
elasticidad, cohesividad, gomosidad y masticabilidad a partir del perfil de textura
obtenido en la gréfica: fuerza (F) vs tiempo (t) (figura 1.14, apartado 1.4.3).

Para esto se sometié a las muestras a una doble penetracién con un penetroémetro
Instron Bluehill®, utilizando una proporcion 3:1 entre el didmetro del recipiente que
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contiene la muestra y didmetro del sensor, con una celda de carga de 10 N. Las muestras
se termostatizaron a 10 = 1 °C y se sometieron a una velocidad de penetracién de un 1
mm.s™. La distancia de penetracién fue de 30 mm. Los ensayos se llevaron a cabo por

triplicado a los 3 y 31 dias posteriores a la elaboracion de las leches fermentadas.

I1.1.2.4.8. Andlisis sensorial.

Para ambos casos de estudio, un panel de evaluadores entrenados analizé los
descriptores de textura, flavor y defectos encontrados en las muestras obtenidas,
codificadas aleatoriamente, y termostatizadas a 10 °C. Los anélisis se realizaron a los 3

y 31 dias posteriores a la elaboracion de las muestras.

II1.1.2.4.8.1. Descriptores de textura.
La consistencia se define como el grado de firmeza, densidad o viscosidad de un
producto. Se evalué utilizando la siguiente escala estructurada de 10 cm, anclada en

diferentes puntos, donde se marca la intensidad percibida:

donde,

0: fluye como aceite sin dejar orificio, 1: forma un hilo que penetra dejando un
orificio que se cierra inmediatamente, 3: forma un hilo y nido, 5: cae en bloque y se
hunde ripidamente, 7: cae en bloque y se hunde lentamente, 9: cae en bloque y se hunde
de manera intermedia y 10: cae en bloque y no se hunde.

Los términos sensoriales aspereza (falta de suavidad, irritante), astringencia
(sensacion resultante de una contraccion de la mucosa de la boca) y cremosidad
(sensacion combinada de suavidad y viscosidad del gel, asociada con sensacién de
recubrimiento de grasa en la boca), se evaluaron utilizando escalas de 10 cm no
estructuradas ancladas en los extremos (“casi nada” y “mucho”). Posteriormente, la
intensidad de la sensacion se transforma en un nimero: “casi nada” =1 y “mucho” =9,
para realizar posteriormente el andlisis estadistico. Este tipo de escala se esquematiza a

continuacion:

“casi nada” “mucho”
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II.1.2.4.8.2. Descriptores de flavor.

Se evaluaron los atributos de flavor: “crema”, “suero”, “leche en polvo™, “cocido”,
“dcido” y “dulce”; estimando para cada uno la intensidad con que se presenta en la
muestra. Las intensidades fueron valoradas segin una escala de intervalos de cinco
puntos: “apenas”, “poco”, “moderadamente”, “muy” y “extremadamente” perceptible.
A cada una de ellas se le asigné un ndmero: 1, 3, 5, 7 y 9; respectivamente, y se calculé

el promedio ponderado de cada caracteristica, junto con el porcentaje percibido.

I11.1.2.4.8.3. Defectos.

En el caso de encontrarse algin defecto (“rancio”, “oxidado”, “metdlico”, entre
otros) se procedid a evaluar la intensidad detectada del mismo, marcando la intensidad
percibida en una escala no estructurada de 10 cm anclada en los extremos, donde 1
corresponde a “apenas perceptible” y 9 a “muy perceptible”. La misma se presenta a

continuacion:

“apenas perceptible” “muy perceptible”

II.1.2.4.9. Anadlisis microbioldgico.

Para ambos casos de estudio, la determinacién de la viabilidad del microorganismo
probidtico se efectud a los 3 y 31 dias posteriores a la elaboracién de las muestras
(principio y fin de vida qtil).

Se realiz6 el recuento del microorganismo probidtico (L. rhamnosus Spl) mediante
la técnica de recuento de células viables en superficie, utilizando el medio de cultivo
MRS - agar, suplementado con sales biliares. Este es un medio selectivo que inhibe las
bacterias iniciadoras de yogur, en el cual desarrollan las colonias de la cepa probidtica
de aspecto cremoso y redondeado (Vinderola y Reinheimer, 2000).

A partir de diluciones seriadas de cada muestra en agua de peptona al 0,1 %, se
sembré en superficie 0,1 mL de las diluciones 104, 10° y 10° (previamente
seleccionadas) por duplicado, en placas de Petri conteniendo el medio MRS - bilis.
Paralelamente, se prepardé una placa control, para verificar la esterilidad, sobre la cual
no se realizo siembra. Todo el procedimiento se realiz6 en un equipo con flujo laminar
descendente para mantener las condiciones de esterilidad. Las placas sembradas se

incubaron en aerobiosis a 37 £ 1 °C, por 72 horas. Transcurrido ese tiempo, se procedid
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a contar las colonias, en aquellas placas que contenian entre 30 y 300 colonias,

obteniendo las UFC. g'1 (ec. 33) y confirmando luego microscopicamente.

UFC N°de colonias contadas
— = (ec. 33)

g volumen sembrado . dilucion

II1.1.2.5. Analisis de resultados.
A modo de resumen, la tabla III.3. informa todas las respuestas estudiadas para

ambos casos de estudio y los tiempos en los cuales se realizaron los andlisis.

Tabla IIL.3. Respuestas estudiadas para ambos casos de estudio y tiempo en el cual se
efectud el andlisis.

v Determinacion sobre leche reconstituida:

e (olesterol en leche reconstituida antes y después del tratamiento con B-CD.
v" Determinacion durante la fermentacion:

e Parametros cinéticos.

v" Determinaciones sobre el producto final: Tiempo (dias)
3 7 17 24 31
e pH y acidez titulable. X X X X X
e Composicién quimica. X
e Actividad de agua (ay). X
e Retencién de agua (IRA) por gravedad y X X X
centrifugacion.

Pardmetros reoldgicos.

Perfil de textura instrumental.
Andlisis sensorial.

Andlisis microbiolégico.

el
Rl e

En los casos que fue posible, se analiz6 los cambios porcentuales (V%, variacion
porcentual) en los pardmetros durante la vida 1til y se expresaron como el porcentaje de
la diferencia entre los valores de los pardmetros al fin (V¢) e inicio (V;) de vida util,

dividido por los valores de los pardmetros al inicio (ec. 34).
V% = (Vi— Vi)/Vix 100 (ec. 34)
Los pardmetros obtenidos (fisicoquimicos, cinéticos, reoldgicos y sensoriales) se
correlacionaron con las variables del disefio, codificadas, a través de regresion multiple

(Design Expert 7.0, Stat-Ease, Inc.), con el objetivo de modelar el comportamiento del

sistema y predecir el comportamiento del mismo respecto a dichas variables a partir del
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andlisis de los coeficientes de los términos de la ecuacién polinomial de segundo orden

(ec. 35 y 36, correspondientes a los casos de estudio 1y 2, respectivamente.).
R = fy+ BiXy + BXy + X3 + B, X + B, X5 + Py X5 + B XXy + B3 X1 X5 + S XoXs + e (ec. 35)

donde, X; = variable codificada para Gelatina, X, = variable codificada para Almidén

modificado de mandioca, X3 = variable codificada para Goma espina corona,
R =By +PB1.Xi# Bo. XoF Br1. X2+ Boz. X2+ B1s. X1 . KXo + (ec. 36)
Bo+B1- X1+ B2 Xo+ B11-Xi"+ B2z X"+ F12- X1 - Xo+ € .

donde, X; = variable codificada para Calcio; X, = variable codificada para Caseina

(relacion LPD/WPC),

y para ambas ecuaciones: R: descriptor o pardmetro analizado (respuesta),

fi: coeficientes de cada término, &: error del modelo.

Junto a cada modelo se informaron los siguientes pardmetros estadisticos: R?
(coeficiente de determinacion), R>- ajustado, valor F de significancia del modelo, y
valor-p para la prueba de falta de ajuste. Cabe aclarar, que en todos los casos, se
comprobd la idoneidad del modelo elegido, con los tests de diagndsticos basados en los
residuos, para comprobar la homogeneidad de variancias, independencia de los errores y
normalidad de los errores.

Se acepté como modelo aquella expresion matematica obtenida por regresion
multiple con un R’ y Rz-ajustado> 0,7 y p <0,100.

Se usé la metodologia de superficie de respuesta y de lineas de contorno, para
analizar y visualizar rdpidamente la variacion de cada descriptor o pardmetro estudiado

en funcion de las dos variables de disefio para cada caso de estudio.
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II1.2. SECCION I1.

Cabe aclarar, que esta seccion, si bien no estaba contemplada inicialmente dentro
de los objetivos propuestos de la presente tesis, se decidio agregar en el contenido de la
misma gracias a los resultados obtenidos durante una estadia de 8 meses (Beca
Erasmus Mundus) en la Universidad de Bologna (Italia) y comprende estudios
preliminares sobre cepas de lactobacilos y bifidobacterias presentes en productos
comercializados del mercado europeo, cepas ya utilizadas en el desarrollo del presente
trabajo (casos de estudio 1 y 2) y otras provenientes de la Coleccion Scardovi
(BUSCOB) del Laboratorio de Ciencia y Tecnologia Agroambiental de la Facultad de

Agronomia de la mencionada Universidad.

II1.2.1. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
LACTOBACILOS Y BIFIDOBACTERIAS.

Un total de 16 cepas de lactobacilos y bifidobacterias fueron analizadas: 7 de las
cuales provenian de la Coleccién Scardovi de la Universidad de Bologna, otras 5 fueron
aisladas de productos comerciales (leches fermentadas) presentes en el mercado europeo

y las dltimas 4 fueron provistas por Sacco y Christian Hansen.

II1.2.1.1. Aislamiento de cepas probidticas a partir de productos lacteos
comerciales.

Se realiz6 una seleccion de productos lacteos comerciales adicionados con
microorganismos probidticos de mayor interés actual. Se aislaron, para su posterior
identificacion y caracterizacion, utilizando diferentes medios selectivos especificos para
cada microorganismo en cuestion. Las leches fermentadas compradas (con sus
correspondientes cepas declaradas) fueron: ACTIVIA (B. animalis ssp. lactis DN-173
010), MILA (B. animalis ssp. lactis BB12), PROVITAL (L. acidophilus y L. casei),
YOMO RINFORZO (L. rhamnosus) y KYR (L. paracasei).

1I1.2.1.1.1. Medios y condiciones de cultivo selectivas.

Para bifidobacterias se utilizd medio TPY (Tryptone, Peptone, Yeast) agar
(Scardovi, 1986; Modesto y col.; 2003), adicionado con mupirocina (100 mg.L'l). La
soluciéon de mupirocina esterilizada por filtracion se adicion6 al TPY previamente

esterilizado en autoclave y luego atemperado a 45-50°C, para evitar el maltrato térmico
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y desnaturalizacién de la misma. Las placas se inocularon en profundidad y se
incubaron en condiciones anaerdbicas generadas mediante el uso de Anaerocult A
(Merck, Alemania) a 37 °C durante 72 hs. (Corry y col., 2011).

Para lactobacilos se utiliz6 MRS (DeMan-Rogosa Sharpe) agar (Merck, Alemania)
adicionado con sales biliares al 0.15%. La solucion de sales biliares esterilizada por
filtracion se adicion6é al MRS previamente esterilizado en autoclave, atemperado a
50°C, para evitar la desnaturalizaciéon de las mismas. Las placas se inocularon en
superficie y se incubaron por duplicado tanto en condiciones aerébicas como
anaerdbicas, a 37°C, durante 48 hs (Vinderola y Reinheimer, 2000).

Especificamente, para L. rhamnosus, se utiliz6 MRS agar adicionado con 1 mg.L'1
de vancomicina. Se incubaron en condiciones anaerdbicas a 37°C durante 72 hs.
(Vinderola y Reinheimer, 2000; Tharmaraj y Shah, 2003; Lee y Lee, 2008).

Para el caso de L. acidophilus y L. paracasei el medio fue MRS-pH modificado
(5,4) en anaerobiosis.

Luego de la incubacién, se procedi6 a realizar el recuento de colonias (UFC.mL™") y
algunas de las colonias fueron chequeadas fenotipicamente al microscopio éptico.

La preparacion de soluciones y medios de cultivo se indican en el Anexo II.

111.2.1.1.2. Toma de muestra, dilucion e inoculacion.

Se tom6 1 gr de muestra con espatula estéril y en condiciones asépticas, se diluyé en
99 mL de solucioén fisiolégica (NaCl 0.9%), obteniéndose la dilucién 1.102%, se vortere6
y se continud la dilucién decimal seriada (1 mL en 9 mL). Se inocularon las diluciones
desde 1.10™ hasta 1.10® aproximadamente, sobre placas agarizadas, en superficie

(MRS) o en profundidad (TPY) segtin la técnica correspondiente.

I11.2.1.2. Revitalizacion de cepas de coleccion.

Las cepas liofilizadas se inocularon en caldo de MRS 6 TPY estéril, se incubaron
durante 48 hs a 37°C en anaerobiosis. Se evalu6 la morfologia de las colonias y sus
caracteristicas por observacion microscopica; y se inocularon en MRS o TPY agar, se
incubaron nuevamente, durante 48 hs a 37°C en anaerobiosis. De estas placas se
obtuvieron las colonias a ser inoculadas individualmente en caldo para la obtencién de

los cultivos puros concentrados para congelar.
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I11.2.1.3. Identificacion fenotipica.

Se seleccionaron de las placas aquellas colonias con caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas 'y microscopicas distintivas, a partir de la observacién macro y
microscopica del cultivo fresco, y la realizacion de microscopia Optica con aceite de

inmersion.

I11.2.1.4. Obtencion de cultivos puros concentrados.

Se tomé una colonia caracteristica de la placa (chequeada anteriormente al
microscopio), se inocul6 en 10 mL de soft agar (0,7%) de TPY o MRS (segin
corresponda) y se incubd 24 hs a 37°C en anaerobiosis. A partir de esta ultima, se
realizé nuevamente la observacién microscépica y luego se inoculé en caldo de TPY o
MRS, respectivamente y se incubé 24 hs a 37°C en anaerobiosis. Luego se centrifugé a
6000 rpm durante 15 min y el precipitado se resuspendi6 en 1.5 mL de leche

descremada, se conservo a -20°C.

I11.2.1.5. Identificacion molecular o genotipica.

Se procedié a la identificacion molecular genotipica mediante la aplicacion de
técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especie-especifica a
partir del gen 16S rDNA, secuencias repetidas en enterobacterias por PCR (ERIC-PCR)
y/o secuenciacion parcial de dcido desoxirribonucleico (ADN), segtin la conveniencia
en el caso respectivo. El acondicionamiento de las muestras para lograr su identificacion

genotipica requiri6 de varias etapas que se detallan en orden a continuacion.

III.2.1.5.1. Extraccion de ADN.

A partir de cultivos puros congelados obtenidos de colonias previamente
seleccionadas, las cepas fueron cultivadas en caldo de MRS o TPY segin se trat6 de
lactobacilos o bifidobacterias, respectivamente, en condiciones anaerobias, a 37 °C.
Después de 18-24 horas (dependiendo de la especie), las cepas fueron inoculadas en
placas conteniendo un medio de cultivo agarizado conveniente, y se incubaron en
condiciones anaerdbicas a 37°C. Las colonias formadas sobre el medio fueron
observadas micro y macroscOpicamente, luego fueron tomadas mediante la utilizacién

de ansa estéril y utilizadas segun las diferentes técnicas posibles a emplear.
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10.
11.
12.

A partir de una colonia: se tom6 una colonia y se suspendié en 50 puL de solucién
TrisEDTA (TE); obtenida a partir de 10 mM de trishidroximetilaminometano con
pH ajustado con é&cido clorhidrico (Tris-HCl) y 1mM de EDTA pH 8. La
extraccion del ADN se llevé a cabo por la metodologia de Matsuki y col. (2003).
La suspension bacteriana se calentd a 95°C durante 10 min, y luego 2 uL de éste
sobrenadante fueron sometidos a PCR. Todas las muestras suspendidas en TE
fueron almacenadas a -20 °C para su conservacién y uso posterior.

A partir de cultivo en caldo: Se utiliz6 el kit comercial Wizard Genomics DNA
purification (PROMEGA, USA) para bacterias gram positivas. El Protocolo de
extraccion se indica a continuacion.

Se centrifugé 10 mL de medio de cultivo liquido del microorganismo (24 horas)
a 6000 rpm por 20 minutos. Se elimind el sobrenadante.

Se resuspendié en 480 uLL de 50 mM EDTA y se transfirié a un eppendorf de 2
mL. Se mezcl6 muy bien y vortered.

Se adicioné 300 pL de lisozima (15-18 mg/mL) e incub6 a 37°C por 90 min:
esta operacion sirve para romper la pared celular.

Posteriormente se centrifugé a 18000 rpm por 2 min y eliminé el sobrenadante.
Se adicion6 al pellet 600 uL de Nuclei Lysis Solution (solucién a base de
guanidina hidrocloruro) y se pipeted para resuspender las células: con este paso
la célula se rompe.

Se incubd a 80°C por 16 min. Luego se enfrié a temperatura ambiente y
vortereo.

Se adicion6 3 pL de RNAse solution al lisado, se invirtié el tubo 2 a 5 veces:
con este paso se degrada el RNA.

Se incubd a 37°C por 40 min — y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Se adicioné 200 puL de protein precipitate solution al lisado — se vortere6 a la
velocidad maxima por 20 segundos: con este paso se obtiene la precipitacion de
la proteina.

Se incubd en hielo por 5 minutos.

Se centrifugd a 18000 rpm por 4 minutos.

Se transfiri6 el sobrenadante, que contiene el DNA, a un nuevo tubo de 2 mL y
luego se adicion6 600 pL de isopropanol a T ambiente: este paso sirve para la

precipitacion del DNA.
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13. Se mezcl6 invirtiendo la probeta, se formé una especie de “nube” (DNA).

14. Se centrifugd a 18000 rpm por 4 min.

15. Se eliming el sobrenadante: el pellet que se obtiene es el DNA de interés.

16. Se adicion6 600 uL. de EtOH 70% y se mezcld invirtiendo varias veces para
lavar el DNA.

17. Se centrifugé a 18000 rpm por 4 min, se aspiré lentamente teniendo cuidado de
no arrastrar el pellet (DNA).

18. Se evapord todo el EtOH esperando al menos 20 minutos.

19. Se adicioné 100 uL de DNA rehydrate Solution (TE) al tubo y se rehidraté de
esta manera el DNA incubédndolo 1 hora a 65°C y luego overnight a 4°C.

20. Se conservod a -20C.

Para cuantificar el DNA se midi6é la densidad 6ptica (DO) a 260 nm de los DNA
controles y obtenidos por extraccion utilizando un Espectrofotometro UV/Vis Beckman

Coulter DU730, con cubeta de cuarzo.

II1.2.1.5.2. PCR especie-especifica y electroforesis en geles de agarosa.

Para someter una muestra de ADN a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
especie-especifica, previamente se prepar6 una soluciébn maestra (master mix)
conformada por la mezcla de 2.5 uL de solucién Buffer; 2.5 pLL de solucién de cloruro
de magnesio (MgCl,); 0.2 pL. de deoxinucledsido trifosfato (ANTP); 0.3 pL del primer
F (forward) y 0.3 uL del primer R (reverse) correspondientes a la especie especifica;
0.125 pL de albimina sérica bovina (BSA); 0.2 uL de Taq ADN polimerasa (Taq) y
16.875 pL de agua estéril libre de nucleasa esterilizada.

Sobre esta mezcla, se adicionaron 2 pl. del ADN (en dilucién apropiada con TE
para obtener una concentracién de 30 pg.mL™") correspondiente a la muestra en estudio
o al DNA control, conformando un total de 25 pL, los cuales fueron expuestos al ciclo
de amplificacion, llevado a cabo en el equipo termociclador de ADN (Biometra,
Gottingen, Alemania), el ciclo de amplificacién operd en cada caso de acuerdo a las

condiciones Optimas para cada caso. También se realizaron controles negativos en

ausencia de DNA.
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El producto obtenido por PCR fue sembrado en un gel de agarosa al 2% (en TBE)
conjuntamente con los DNA controles, y marcadores de peso molecular. La corrida
electroforética se realizo entre 150-200 Volts y posteriormente se realizé una tincién en
Bromuro de Etidio durante 25 min. Se lavo el gel y se procedié a visualizar las bandas
en UV. La preparacion de los reactivos asi como las condiciones de las corridas
electroforéticas se describen en el Anexo II.

Las imédgenes de los geles de agarosa fueron obtenidas mediante la cdmara digital
CoolPix 5400 (Nikon Corporation, Japén) equipada con filtros especiales para bromuro
de etidio y una cubierta compacta (MicroBiotech, Italia). Las imégenes fueron

normalizadas con Nikon Editor Software 6.2.

I11.2.1.1.3.3. ERIC-PCR.

Se realizé ademds la identificacion de algunas bifidobacterias y lactobacilos
mediante ERIC-PCR.

Para ello se utilizé el programa ERIC PLUS. Sobre 10 mL de solucién mezcla
maestra MIX 10X 3.5 mM (conteniendo Taq HOT START PLUS, 200 png de dNTP y
Solucién buffer Taq 1X), 1.2 uLL de solucién de MgCl, 1.5 mM, 2 uL. de Coral Load y
2,8 uL de agua estéril libre de nucleasa; ademds de 1 puL de cada uno de los primers
ERIC 1 y ERIC 2, primeramente diluidos desde 100 pmol. uL’1 (concentracion
comercial) a 20 pmol. ;,LL'I; se adicionaron 2 pLL de muestra de ADN a concentracién 30
ng.mL. Se realizaron controles negativos, en ausencia de ADN.

La preparacion de los geles para estas lecturas se realizé con 2% de agarosa. Se
trabajé a 120 volts para un gel tamafo mediano (120 mL) y 160 volts el gel tamafio
grande (180 mL), el tamafio requerido para los pocillos es mayor que para los geles
utilizados en PCR, debido a que en éste caso se colocan 20 uLL de muestra, se utilizan 6
puL de marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus, listo para usar, 0.1 pg. uL'l, 50 pg,

Fermentas.

I11.2.2. EVALUACION DEL CONSUMO DE COMPUESTOS PREBIOTICOS
Y ADITIVOS ESPESANTES POR PARTE DE LOS MICROORGANISMOS
TESTEADOS.

Se probd la capacidad de las cepas aisladas de productos comerciales, las

provenientes de la coleccion Scardovi y aquellas que componen el fermento utilizado en
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la elaboracion de las leches fermentadas del presente trabajo, de utilizar durante su
metabolismo aditivos alimentarios comunmente utilizados en industria alimentaria,
como gelatina de origen bovino y almidén de mandioca modificado, y otros con gran
potencial de aplicacién, como la goma espina corona, presentes en las leches
fermentadas formuladas. El mismo estudio se realizé reemplazando los aditivos por
sustancias catalogadas como prebidticas sobre cada una de las cepas, para asi comparar
y seleccionar €l o los mejores conjuntos (sustrato+cepa) que podrian ser utilizados en la

formulacién de un producto simbidtico.

I11.2.2.1. Obtencion de los cultivos.

A partir de los cultivos puros congelados de las cepas a ensayar se reactivaron las
mismas en caldo MRS o TPY, segin sean lactobacilos o bifidobacterias,
respectivamente. Posteriormente, se pasaron a caldo MRS o TPY modificado. En ambas
etapas se incubaron en anaerobiosis a 37°C durante 24 hs.

Los caldos MRS y TPY modificado: contienen el 50% de las concentraciones usuales
de los sustratos potencialmente consumidos por los microorganismos para su
crecimiento y desarrollo (Tablas II1.4. y IIL.5.). De esta manera, al adicionar el sustrato
en estudio, se ve la capacidad del microorganismo de utilizarlo o no (Crociani y col.,

1994).

Tabla II1.4. Composicién medio MRS modificado.

Componentes Concentracion (g.L'l)

Proteosa peptona 5
Extracto de carne bovina 5

Extracto de levadura 2,5
Tween 80 1
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5

Sulfato de magnesio 0,1

Sulfato de manganeso 0,05
Fosfato dipotdsico 2

Tabla II1.5. Composicion medio TPY modificado.

Componentes Concentracion (g.L'l)
Triptona 5
Peptona 2.5
Extracto de levadura 1,25
Fosfato dipotasico 1,5
Cloruro de magnesio hexahidratado 0,5
Cisteina-HCl 0,5
Tween 80 0,5
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I11.2.2.2. Ensayo de fermentacion.

Se prepararon probetas estériles de 5 mL de MRS o TPY modificado s6lo (control
negativo), con 1% de glucosa (control positivo), con 1% de las sustancias prebidticas o
con 0.5% de los aditivos a evaluar respectivamente. En todos los casos se adiciond
indicador purpura de bromocresol en concentracion 30 mg.L‘l.

Las sustancias prebidticas evaluadas fueron GOS (galactooligosacaridos Giulio
Gross, Italia); FOS (fructooligosacdrido extraido de remolacha azucarera Actilight);
Inulina Beneo HIS (Orafti); Inulina Raftilina HP (Orafti). Los aditivos fueron gelatina
de origen bovino (PB Leiner, Argentina); Almidén modificado de mandioca (Glutal
S.A., Argentina) y Goma Espina Corona (NatureGum, Argentina).

Se tindalizaron los caldos en autoclave a espita abierta (100°C) durante 30 min, se
dejaron reposar durante 24 horas y se repiti6 la operacion.

En el caso de la goma espina corona se utilizé el equipo ULTRATURRAX T25 a
20500 rpm durante 10 min seguido de 24000 rpm por 3 min, para favorecer su
dispersion e hidratacion.

Se inoculé al 1% cada microorganismo, a partir de un cultivo con densidad 6ptica
ajustada a DO=0,6 a una longitud de onda de 620 nm. Se incubaron en anaerobiosis, a
37°C, durante 5 dias.

El crecimiento bacteriano se estimé por medio de las variaciones de pH,
evidenciadas por observacién del cambio de color del indicador pdrpura de bromocresol
presente en el medio, de purpura (pH = 7/6.9) a amarillo (pH = 5,2), en diferentes
momentos (0, 1, 2 y 5 dias), ademds, el pH se determiné potenciométricamente a los 0,

2 y 5 dias.

III.2.3. ENSAYO DE RESISTENCIA A LAS CONDICIONES
GASTROINTESTINALES SIMULADAS DE LOS CULTIVOS PUROS.

El ensayo de supervivencia a las condiciones del tracto gastrointestinal (bajo pH y
presencia de sales biliares) fue llevado a cabo sobre 8 cepas seleccionadas a partir de su
utilidad, conveniencia y novedad: Lactobacillus acidophilus Barilla (M384);
L. acidophilus La5 (M403); L. rhamnosus Spl (M406); L. rhamnosus (M405, aislado de
Yomo); B. animalis ssp. lactis MB29; B. animalis ssp. lactis (M426, aislada de Mila);
B. longum ssp. longum B1835 y B. longum ssp. longum ATCC 15707" (RE 11).
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I11.2.3.1. Preparacion de cultivos.

Un cultivo madre congelado a -80 °C se inoculé en 10 mL de caldo MRS (para
lactobacilos) o TPY (para bifidobacterias) y se incubd durante 18-24 horas a 37 °C en
condiciones anaerdbicas. Luego de un segundo subcultivo en las mismas condiciones se
ajustd una concentracion final de aproximadamente 10° UFC.mL", con soluci6n salina
y controlando por DO. Se tom¢ 5 mL de este caldo de cultivo, se centrifugé a 6000 rpm
durante 15 min a 20°C y el precipitado obtenido se resuspendié en 5 mL de solucién
salina de fosfato tamp6n (PBS, Oxoid, Inglaterra) (pH 7,2). De esta solucién, 0,2 mL y
I mL de cultivo fueron retirados para la determinacién de los recuentos viables
ajustando la DO = 0.9 para lactobacilos y DO = 1 para bifidobacterias, a 620 nm, de
modo de obtener concentraciones proéximas a 10° UFC.mL" (Huang y col., 2007). La
suspension de cultivo restante se centrifugd y se resuspendié en 3,8 mL de solucion de
PBS con caracteristicas acorde al ensayo a realizar (de acuerdo si se evalda la

resistencia al pH o a la bilis).

I11.2.3.2. Resistencia a bajo pH (2,5) + pepsina.

Se conoce que el tiempo transcurrido desde la entrada de los alimentos al estémago
humano hasta su liberaciéon es de aproximadamente 90 min, por lo tanto éste es el
tiempo que las cepas probidticas seleccionadas a ser utilizadas en alimentos deben
tolerar el ambiente acido (Santini, 2009).

La tolerancia de trinsito en el estomago se evalud resuspendiendo las células
bacterianas a concentracién 10° UFC.mL'l, en 3,8 mL de solucién de PBS, con un pH
final de 2.5, ajustado con HCI 2 M y adicionada con 3 g.L”! de enzima pepsina (Sigma-
Aldrich), e incubando en condiciones anaerobias a 37 °C. Se realizé el recuento a los 0,
15 y 90 min (Huang y col., 2007; Santini, 2009).

En placas de MRS o TPY agar, se inocularon en superficie las diferentes diluciones
obtenidas mediante la técnica de microgotas, la cual consistié en mezclar enérgicamente
el cultivo, tomar 100 pL y colocarlos en 900 pl. de solucién salina, realizar las
diluciones seriadas e inocular 3 gotas de 10 uL en cada cuadrante, de una placa dividida
previamente en 4 sectores. A tiempo 0 min se inocularon las diluciones desde 10° a
10'9, a los 15 min se inocularon las diluciones desde 102 a 10 y a los 90 min desde 107!
alo’ y la muestra tal cual (sin diluir). Se incubaron 24-48 horas a 37°C en anaerobiosis
y se realizaron los recuentos correspondientes. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.
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II1.2.3.3. Resistencia a la bilis (2%).

En los seres humanos, después de una comida, la concentracion de sales biliares
aumenta bruscamente en el duodeno hasta aproximadamente 15 mmol/L y luego
disminuye progresivamente a 5 mmol/L. En el yeyuno, la concentracién de sales biliares
es de aproximadamente 10 mmol/L, y en el ileon, la concentracion cae por debajo de 4
mmol/L (Santini, 2009). En base a esto, la tolerancia a la bilis se probd resuspendiendo
las células bacterianas a concentracién 10° UFC.mL'l, en 3,8 mL de solucion de PBS a
pH final igual a 8, ajustado con NaOH 1 M, adicionado al 2% m/v con sales biliares
(Ox-Bile LP0055, Oxoid). Se incubd en anaerobiosis a 37°C y se determind el recuento
a diferentes tiempos; 0, 60 y 210 minutos.

En placas de MRS o TPY agar, se inocularon en superficie, mediante la técnica de
microgotas (10 pL), las diferentes diluciones. A tiempo O min se inocularon las
diluciones desde 10° a 10'9, a los 60 min se inocularon las diluciones desde 107 a 107 y
a los 210 min desde 10* a 107 y la muestra tal cual (sin diluir). Se incubaron 24-48
horas a 37°C en anaerobiosis y se realizaron los recuentos correspondientes. Todos los

ensayos se realizaron por duplicado.

Las diferentes soluciones de HCl 2 M, NaOH 1 M, Bilis 10% m/v y pepsina 1
g.mL" se prepararon a partir de agua ultrapura y se esterilizaron por filtracién (0.22

um) antes de ser utilizadas.

II1.2.4. ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.

Se evalué mediante el cultivo de las cepas bacterianas en presencia de diferentes
concentraciones de varios antibidticos. Los antibidticos utilizados fueron: Tetraciclina
(TET), Cefuroxima (CEF), Kanamicina (KAN), Cloranfenicol (CLO), Vancomicina
(VAN), Ampicilina (AMP), Estreptomicina (EST) (St. Louis, USA) y Eritromicina
(ERI) (Fluka, Suiza).

Todas las soluciones de antibidticos se diluyeron en agua destilada o agua con
etanol (dependiendo la solubilidad) para preparar las soluciones madres (10000 ug.mL’1
y 1000 ug.mL’l); y luego se diluyeron adicionalmente con agua ultrapura estéril hasta
una concentracion final de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 y 256 ug.mL'1 para el ensayo de
resistencia a los antibidticos. Todas las soluciones madres se esterilizaron por

microfiltracidon con filtro antes de su utilizacion.
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Las cepas testeadas fueron las mismas que las utilizadas para ver la resistencia a

condiciones gastrointestinales simuladas.

I11.2.4.1. Preparacion de los cultivos.

Se realizé un cultivo bacteriano de las cepas de lactobacilos y bifidobacterias
ensayadas, incubando en caldo MRS o TPY (segun correspondiese) en anaerobiosis a
37°C durante 18 hs, luego se realizé un subcultivo en idénticas condiciones, a partir de
éste, diluyendo 1 mL en 9 mL de caldo MRS o TPY frescos y finalmente se ajustaron
las concentraciones a 10° UFC.mL! por control de DO a 620 nm, utilizando estandares

de McFarland.

I11.2.4.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM).

Se realizaron las pruebas en microplacas de 96 pocillos cada una, en los cuales se
adicionaron 20 uL de antibidtico a la dilucién correspondiente, 160 uLL de caldo MRS o
TPY y 20 uL de cultivo de la cepa correspondiente (10° UFC.mL™).

Se utilizaron diversos controles negativos, compuestos por 1) caldo puro, 2)
microorganismo y agua (uno por cepa), 3) agua, caldo y antibidtico en la dilucién
correspondiente (uno por antibidtico y por dilucién).

Las placas se incubaron durante 24 horas en condiciones anaerobias a 37 °C. Se
realizé la lectura de DO a 620 nm a tiempo O antes de incubar, y a las 24 horas.

A partir de estas lecturas y mediante la implementacion de la guia técnica de
criterios para la determinacién de resistencia antibidtica de la European Food Safety
Authority (EFSA, 2008), se determiné la concentraciéon minima inhibitoria (CIM), que
se define como la concentracién mds baja de antibidtico que da una inhibicién completa

del crecimiento visible en comparacién con un control libre de antibidtico.

II1.2.5. ELABORACION DE LECHES FERMENTADAS CON DIFERENTES
CEPAS TESTEADAS.

Se elaboraron leches fermentadas a partir de la siguiente formulacién: 13% de LPE
(Nestlé, Francia) disuelta en agua destilada a 50°C, agitando 10 min. Se pasteurizé a
75°C, se enfrid a 50°C y se adicionaron 10% de sacarosa y 3% de WPC (35% de
proteinas, Bayolan, BMI, Alemania), se agit6 10 min. Se adicionaron luego 1% de
almidén modificado de mandioca (Glutal S.A., Arg.), 0,3% Gelatina bovina (PB Leiner,
Arg.) y 0,5% de Goma Espina Corona (NatureGum, Arg.).
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Se homogeneizé la base lactea obtenida por Ultraturrax a 24000 rpm durante 5 min,
se adiciond sorbato de potasio (250 ppm), se agité 10 min y se calentdé nuevamente a
85°C para favorecer la dilucion e hidratacion de los insumos secos incorporados. Por
ultimo, se ajusté la temperatura a 40°C, se adiciond cloruro de calcio (200 ppm), cultivo
starter YC-180 (en la misma concentracion descripta en el protocolo de elaboracién de
leches fermentadas, apartado 1I1.1.2.2.) y se inoculé uno de los microorganismos a
ensayar (en un orden de 10’- 10° UFC.mL™, segin la cepa, ajustando por DO) y se
ferment6 a 39°C. El proceso fermentativo se detuvo al alcanzar un pH = 5. Se enfri6 en

bafio de agua helada y se conservo en heladera, envasado herméticamente.

I11.2.5.1. Preparacion del cultivo del microorganismo para inocular.

Células frescas, provenientes de dos cultivos consecutivos, de 24 horas (para
lactobacilos) y 48 hs (para bifidobacterias) de incubacién cada uno, fueron
centrifugadas a 6000 rpm 15 min, sus DO fueron ajustadas a 0,8 y 1, respectivamente,
con solucién salina (25 mL), a una longitud de onda de 620 nm. Posteriormente, se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones antes descripta, y la masa celular
obtenida fue distribuida en 250 gr de producto antes de la fermentacion, siendo la
concentracién lograda en la base lctea lista para fermentar estimada en el orden de 10 -
10° UFC.mL"' para lactobacilos y bifidobacterias respectivamente.

Las cepas utilizadas en los productos fueron: L. rhamnosus Spl (liofilizado
comercial); L. acidophilus Barilla (BUSCOB); B. animalis ssp. lactis MB29 (BUSCOB)
y B. longum ssp. longum B1835 (BUSCOB).

II1.2.5.2. Ensayos de resistencia a condiciones gastrointestinales simuladas de
las cepas contenidas en el producto.

Se realizaron diluciones seriadas en solucién salina, partiendo de 1 gr de producto, y
diluyendo en 9 mL del disolvente, se agitd enérgicamente y se tom6 100 pL de la
soluciodn, para ser incorporado a un Eppendorf con 900 pL de disolvente y continuando
con las demds diluciones. Las diluciones desde 10~ hasta 10 para lactobacilos y desde
10 a 10” para bifidobacterias se inocularon en superficie con la técnica de la microgota
(10 pL) sobre MRS-Bilis 0,15% o TPY-Mupirocina agar respectivamente. Luego se

incubaron en anaerobiosis a 37°C durante 48 horas.
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II.2.5.2.1. Resistencia a bajo pH (2,5) + pepsina

Se tomd 1 gr de producto, el cual se adicioné con 9 mL de PBS con solucién de
pepsina (Sigma-Aldrich) en 3 g/L, y pH ajustado a 2,5 con HCI. Se realiz6 un ajuste
final del pH, luego de la adicion del producto, con 0,1 N HCl y se agité vigorosamente.
A los 90 min se tomaron 0.2 mL de muestra para hacer la dilucién seriada en solucién
salina estéril y seguidamente realizar el recuento en placa MRS-Bilis 0,15% o TPY-
Mupirocina agar utilizando la técnica microgotas (10 pL). Se inocularon las diluciones
desde 10" a 10 y de 10 a 10°® para lactobacilos y bifidobacterias, respectivamente. Se

incub6 a 37°C por 48 horas.

II1.2.5.2.2. Resistencia a bilis (2%)

Se tomé 1 gr de producto, el cual se adicion6 con 9 mL de PBS adicionados con
2% de sales biliares (Oxoid), con pH ajustado a 8 con NaOH. Se realiz6 un ajuste final
del pH, luego de la adicién del producto, con 0,1 N NaOH y se agité vigorosamente. A
las 4 horas se tom6 1 mL de muestra para hacer la dilucién seriada en solucién salina
estéril y asi realizar el recuento en placa MRS-Bilis 0,15% o TPY-Mupirocina agar
mediante la técnica de microgotas (10 pL). Se inocularon las diluciones desde 10° a

10® y se incubaron en anaerobiosis durante 48 horas a 37°C.

II1.2.6. LIOFILIZACION DE CEPAS IDENTIFICADAS.

Se cultivaron las cepas puras correctamente identificadas en 10 mL de caldo MRS y
TPY (segin corresponda), incubando 24 horas en anaerobiosis a 37°C.

Se centrifugd y se recogié el precipitado en 1 mL de leche descremada. Se
colocaron 0.25 mL en 4 probetas de vidrio previamente acondicionadas, rotuladas y
esterilizadas. Se congelaron a -130°C, se liofilizaron durante una noche y se cerraron
bajo vacio. Se anex¢ silice como indicador para chequear la efectividad del cierre del
envase en el tiempo.

Se archivaron en la coleccion ceparia BUSCOB, de la Universidad de Bologna.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. CUANTIFICACION DEL COLESTEROL.

Para ambos casos de estudio, se tomaron muestras aleatorias de leche antes y
después de la extraccidon de colesterol con B-CD. El contenido promedio de colesterol
antes y después del tratamiento con B-CD fue 14,391 £ 1,063 y 1,971 £ 0,539 mg cada
100 g de leche, respectivamente, logrando de esta manera, un porcentaje de extraccién
promedio de 86,405 £ 2,736 %. De acuerdo con el Cdédigo Alimentario Argentino
(2010), sobre normas para la rotulacién y publicidad de alimentos, si un alimento
contiene menos de 5 mg de colesterol cada 100 g de producto puede ser denominado sin
colesterol y con menos de 20 mg% como bajo en colesterol, pero en ambos casos el
alimento debe contener un maximo de 1,5 g de grasa saturada (GS) cada 100 g de
alimento y la energia aportada por la GS no debe ser mayor a 10% del valor energético
total. En el presente trabajo si bien se obtuvieron leches fermentadas con menos de 5
mg% de colesterol remanente, el método utilizado para la extracciéon del compuesto
mantiene el contenido de GS (cerca de 2 g de GS cada 100 g de leche fermentada), no
pudiendo clasificar los productos dentro del marco de la regulacion vigente. Sin
embargo, actualmente, esta clasificacion general no se ajustaria adecuadamente al rol de
la GS de la leche y productos lacteos de acuerdo a lo establecido en numerosos trabajos
de investigacion. De acuerdo a Parodi (2009) existe suficiente evidencia para suponer
que la mayoria de los AGS presentes en la leche serian aterogénicamente neutros, por lo
tanto no incrementarian el riesgo de padecer enfermedades cardiacas coronarias, ademds
que el riesgo de padecer este tipo de enfermedades depende también de la presencia de
otros factores de riesgo no menos importantes (como obesidad, hipertension, diabetes,
entre otros) y por otro lado, la leche contiene otros agentes antiaterogénicos como
antioxidantes y calcio. El producto en estudio podria rotularse como “con colesterol
reducido en mas del 85 %”, que es una caracteristica comercialmente aprovechable.

Es importante aclarar que, salvo la LPE, ninguno de los ingredientes (aditivos)
restantes aporta cantidades significativas de colesterol al producto final. Por ende,
partiendo de una mezcla base inicial con niveles minimos de colesterol, se obtienen
leches fermentadas con contenido de colesterol reducido notoriamente respecto al valor

inicial.
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IV.2. CASO DE ESTUDIO 1: EFECTO DEL CONTENIDO DE
HIDROCOLOIDES SOBRE LAS  CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS, REOLOGICAS, TEXTURALES,
MICROBIOLOGICAS Y SENSORIALES DE LECHES
FERMENTADAS  PROBIOTICAS CON  COLESTEROL
REDUCIDO.

La tabla IV.l. muestra el diseio de Box-Behnken con el set de corridas
experimentales y los respectivos valores de las variables codificadas y sin codificar para
el caso de estudio 1, donde se investigd el efecto del contenido de hidrocoloides sobre
las caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas, texturales, microbioldgicas y sensoriales

de leches fermentadas probidticas con colesterol reducido.

Tabla IV.1. Corridas experimentales del disefiio de Box-Behnken para el estudio de
hidrocoloides con los valores de las variables codificadas y sin codificar. (%G: % m/m
Gelatina (X;), %AMM: %m/m Almidén modificado de mandioca (X3), %GEC: %m/m
Goma espina corona (X3)).

Exp N° Variables no codificadas Variables codificadas

% G % AMM % GEC X, X, X3

1 0,3 0,5 0,25 0 0 0
2 0,6 1 0,25 1 1 0
3 0 1 0,25 -1 1 0
4 0 0 0,25 -1 -1 0
5 0,6 0 0,25 1 -1 0
6 0,3 1 0 0 1 -1
7 0 0,5 0 -1 0 -1
8 0,3 0 0 0 -1 -1
9 0,6 0,5 0 1 0 -1
10 0,3 1 0,5 0 1 1
11 0 0,5 0,5 -1 0 1
12 0,3 0 0,5 0 -1 1
13 0,6 0,5 0,5 1 0 1
14" 0,3 0,5 0,25 0 0 0

14 experiencias, con una repeticién del punto central ()

En los casos que se encontraron modelos de regresion significativos que permitieron
ver el efecto de las variables sobre las respuestas estudiadas, se informo los coeficientes
de los términos significativos junto con los estadisticos correspondientes que

permitieron evaluar la calidad del ajuste del modelo para ver la precision de la
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prediccion obtenida. Dentro de los estadisticos que se emplearon en este trabajo para
evaluar la calidad del ajuste, los coeficientes de determinacién R’ y Rz—ajustado, miden
la proporcién o porcentaje de variabilidad de los datos experimentales que es explicada
por el modelo. Para fines de prediccion se establecié que tomen valores mayores o igual
a 0,7 (es decir que expliquen al menos el 70% de la variabilidad de los datos). Cuando
hay muchos factores, se prefirio el Rz—ajustado en lugar de R?, puesto que este ultimo se
incrementa de manera artificial con cada término que se agrega al modelo, aunque sea
un término que no contribuya mucho a la respuesta. En cambio, el R*-ajustado incluso
baja de valor cuando el término que se agrega no es significativo. Por otro lado, la
prueba de falta de ajuste es util cuando se quiere verificar si el orden del modelo es el
correcto. Debe ser no significativa (p > 0,05) para decir que el modelo se ajusta de
manera adecuada a los datos (Gutierrez Pulido, de la Vara Salazar, 2008).

Por otro lado, si el valor-p del término del modelo es menor al valor-p prefijado (p <
0,1), se concluye que el término influye en la variable de respuesta. A su vez, se
establecié un orden de significancia para saber cudl de los términos resulté mas
significativo que otro y de esta manera ver cudl influye mas en la respuesta. Cuanto
menor es el valor-p del término, mds significativo se lo considera.

Por dltimo siempre, en todas las respuestas estudiadas, se traté de obtener modelos
que sean jerdrquicos, es decir que contengan todos los términos mds simples que
componen los términos de mayor orden que estan en el modelo. Esto es porque, para el
andlisis de superficie de respuesta se prefieren los modelos jerdrquicos, ya que tienen un

comportamiento mds estable y suave (Gutierrez Pulido, de la Vara Salazar, 2008).

IV.2.1. ANALISIS DE LA CINETICA DE ACIDIFICACION DURANTE LAS
FERMENTACIONES.

En la figura IV.1. se observa la evolucién del pH y acidez titulable (mol/L de acido
lactico) en funcidn del tiempo (minutos), durante la fermentacion de la experiencia 10.
Un comportamiento similar se observo en las demds muestras estudiadas del disefio
factorial, en las cuales se obtuvieron curvas del tipo sigmoideas (decreciente para pH y
creciente para acidez), tipicas de este tipo de fermentaciones. Esto se fundamenta en
base al ciclo de crecimiento de la poblacion bacteriana. Al inicio del proceso se produce
la fase de latencia del cultivo microbiano donde las bacterias se adaptan al medio, lo

cual se manifiesta con una disminucién leve del pH y un aumento moderado de la
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acidez. Posteriormente, durante la fase exponencial de crecimiento y desarrollo del
cultivo, las bacterias presentan la mayor actividad metabdlica fermentativa,
consumiendo los nutrientes del medio (principalmente lactosa) y generando &4cidos
orgénicos (principalmente 4cido lactico) que contribuyen al descenso brusco del pH y al
aumento pronunciado de la acidez titulable. Esto genera una desestabilizaciéon de la
estructura micelar, y comienza la coagulacion de las caseinas. En las etapas finales de la
fermentacion la velocidad de variaciéon del pH y acidez disminuye, probablemente
debido a que las bacterias comienzan a ser inhibidas por la acidez y el pH propios del

medio.
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Figura IV.1. Curvas de pH (azul) y acidez (verde) en funcién del tiempo de fermentacion para
la experiencia 10, del caso de estudio 1.

Con los datos obtenidos de pH en funcién del tiempo de fermentacion de cada
experiencia, se calcularon los pardmetros: Vi, tvindx, PHvmax, tin (Tabla IV.2.).

Los valores absolutos de V,,4, variaron entre 5,38.10'3 upH.min'1 (muestra 7: sin G y
GEC, intermedio de AMM) y 12,74.10” upH.min" (muestra 10: sin G y maximo GEC
y AMM). Las figuras IV.2. a) y b) muestran la evolucién de pH y su derivada (dpH/dt)
durante el tiempo de fermentacion para las experiencias 7 y 10. Como puede observarse,
la muestra 7 demora mucho mas tiempo que la experiencia 10 en llegar a la V4
(minimo de la grafica dpH/dt), siendo ésta menor (en valor absoluto) en el caso de la
muestra 7. Esto va de acuerdo, con el tiempo requerido para llegar a la V4, que fue de
2,14 horas (para el caso de la muestra 10) y 5,27 horas (para el caso de la muestra 7).

En general, se observé que cuanto mayor sea el fy,4, menor fue la actividad
acidificante (< V,4). El pH para lograr la velocidad méaxima (pHyyug,) varid entre 5,32
(muestra 7: sin G y GEC, nivel intermedio de AMM) y 5,69 (muestra 5: mdximo G, sin
AMM, e intermedio GEC).
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Tabla IV.2. Valores de V4. (valor absoluto), tvua, pHymax ¥ tr para las cinéticas de
acidificacion de las diferentes muestras del caso de estudio 1.

o dex thzix t
Exp-N° 0 upHomin™) (h) PHymix (1()
1 9,72 2,66 551 3,08
2 10,2 2,71 5,60 3
3 11,97 3,50 5,56 3,72
4 6,65 3,24 535 4,33
5 13,2 2,34 5,69 2,87
6 11,37 2,52 5,46 3,33
7 5,38 5,27 5,32 6,28
8 5,76 2,76 5,40 5,82
9 12,45 2,22 5.6 3,33
10 12,74 2,14 5,53 3,53
11 11,55 3,10 55 42
12 12,01 2,24 5,51 3,12
13 12,7 2,42 5,65 3,07
14 11,12 2,76 5,62 3,85
7 0

4’5 T T T
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Figura IV.2. Curvas de pH (azul) y dpH/dt (roja) en funcién del tiempo de fermentacién (min)
para las muestras 7 (a) y 10 (b), correspondientes a las leches fermentadas probidticas con
colesterol reducido del caso de estudio 1.
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Por ultimo, el tiempo que durd la fermentacion (#4,) varid entre 2,87 y 6,28 horas
(muestra 5 y 7, respectivamente). Se encontré6 que fue significativamente mayor en
aquellas muestras donde dos de los hidrocoloides se encontraban ausentes y el tercero
en concentracion intermedia (experiencias 7, 8 y 4).

A partir del ANOVA (Tabla IV.3.) se puede ver que los modelos de prediccion
desarrollados para los pardmetros cinéticos calculados resultaron altamente
significativos (p<0,001) y adecuados. El test F para la falta de ajuste en el andlisis de
variancia mide la falla del modelo en representar los datos en el dominio experimental.
Puede observarse, que la falta de ajuste, basada en el error puro, no es significativa
(p>0,05), lo cual es adecuado. Los coeficientes R’ y Rz—ajustado permiten explicar que
los modelos hallados explican mds del 80% de la variabilidad de los datos

experimentales.

Tabla IV.3. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para las
respuestas Vi, PHymar tvmax Y ty 'y estadisticos obtenidos a partir del andlisis ANOVA
de cada modelo para las leches fermentadas probidticas con colesterol reducido del caso
de estudio 1.

Respuestas
Factores dex PH Vmdx t Vmmdx tﬁn
C 0,010 5,55 2,51 3,56
X, 1,37.10% 0,107 0,58 0,78
Xz 1,34.10°" 0,025 -0,32
X; 1,76.10%" 0,051° 0,46 0,617
X1.Xz -1,57.10% -0,075" |
X,.X3 -1,48.10°% 0,72
X1.X3 -1,22.107% 0,79 0,45
X, 0,49"
X, |
X3 -0,059" 0,53
Estadisticos
R? 0,9280 0,9023 0,8938 0,9147
R*-ajustado 0,8662 0,8413 0,8456 0,8416
valor-F 15,03 14,78 18,93 12,51
Jagd sy 0,6715 0,9290 0,1617 03241
(valor-p)

Significancia: p<0,05; p<0,01; p<0,001

A través del andlisis de los coeficientes lineales de las ecuaciones de regresion
multiples obtenidas con las variables del disefio codificadas, se observd que al
incrementar la concentracion de espesantes (GEC principalmente), la V4 se

incrementa. Las interacciones entre duplas de hidrocoloides (X;.X5, X1.X3 y X5.X3)
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resultaron significativas, no asi los términos cuadraticos. En la figura IV.3. a) se
observa la grafica de superficie de respuesta para V.., en funcion de G y GEC,
manteniendo AMM constante en su proporcion intermedia, donde el aumento de los
hidrocoloides estudiados afectan la velocidad de reduccién del pH de las bacterias que
participan en la fermentacion.

Para el caso del pHy,,4, €l término lineal de la G (X;) fue el més significativo dentro
de los términos lineales mientras que el AMM (X;) no resulté ser significativo. Sin
embargo, debido a la presencia de la interacciéon X;.X,, donde participa X,, se decidid
colocar X, dentro del modelo para respetar que el modelo sea jerdrquico. A través de la
grifica de superficie de respuesta (figura IV.3. b) puede verse que al aumentar la
concentracion de G (principalmente) y GEC aumenta el valor de pH al cual se llega la
Vomar, manteniendo AMM constante en su nivel intermedio.

Por su parte, ty,,4y depende de manera inversa de G y GEC, es decir que un aumento
en el contenido de estos dos aditivos induce la disminucion del tiempo al cual se llega a
la V4. Esto se puede observar en los coeficientes negativos de los términos lineales
significativos de los modelos predichos (tabla IV.3.) y en la figura IV.3. ¢).

De la misma manera, el tiempo que duré la fermentacion (#5,) fue significativamente
disminuido por G y GEC (Figura IV.3. d). X; (correspondiente a G) fue el factor que
afecté mads significativamente el valor de esta respuesta, siendo aquellas muestras con
mayor contenido de este gelificante las que menos tardaron en llegar al punto de corte
de la fermentacién (pH = 5).

Para todos los casos se obtuvieron modelos reducidos significativos, que ajustaron
adecuadamente con los datos experimentales. Se vio que la concentracién de
hidrocoloides afecta significativamente los pardmetros cinéticos estudiados,
produciendo un aumento de la tasa maxima de acidificacion (V,,4,), que se traduce en un
pH mayor y un tiempo menor para el cual se llega a dicha velocidad y menor tiempo de
fermentacion. Esto significaria que los hidrocoloides promoverian el crecimiento de las
bacterias acidolacticas encargadas del proceso fermentativo y aumentarian la actividad
de estos microorganismos. Resultados similares se observaron al adicionar
estabilizantes como gelatina, pectina o alginato de sodio en yogures fortificados con
soja (Kumar y Mishra, 2004). Por otro lado, diversos estudios (Karaca y col. 2013,
Tuohy y col.,, 2001) apoyan la capacidad como prebidticos que tienen otros
estabilizantes como la goma guar y pectina que al ser utilizados en diferentes alimentos,

ademds de promover el desarrollo de las bacterias probidticas, impiden el crecimiento
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de indeseables (como Escherichia, Clostridium, entre otros). Basados en lo expuesto,
seria interesante profundizar el estudio sobre el efecto de los tres hidrocoloides aqui
ensayados, y verificar estos resultados iniciales respecto a la posible accién como
posibles prebidticos (principalmente la espina corona, por su similitud estructural con la

goma guar).
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funcién de la concentracion de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

IV.2.2. ANALISIS DE LA VARIACION DE pH Y ACIDEZ TITULABLE
DURANTE LA VIDA UTIL.
La tabla IV.4. indica los valores medios de pH y acidez obtenidos durante el

almacenamiento de las diferentes leches fermentadas probidticas con colesterol
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reducido, para el caso de estudio 1. Adicionalmente, se observan los porcentajes de
variacion (%V) entre fin e inicio de vida util para ambos parametros.

El seguimiento del pH durante la vida 1til de las leches fermentadas demostré que la
mayoria de las muestras, sufrieron una disminucién significativa en los valores de pH
mds pronunciada durante la primer semana de almacenamiento (a los 3 dias de
elaboradas), con un valor promedio de 4,62 + 0,18 (desde el valor de corte de la
fermentacién, pH=5) y luego manifestaron un descenso mds paulatino de este parametro
hasta alcanzar un valor promedio de 4,24 + 0,11 en la dltima semana de vida util (a los
31 dias). Este hecho concuerda, con lo informado por Rojas Castro y col. (2007) que
establecen que la formacion de dcido l4ctico provoca un descenso en el pH durante el
almacenamiento de las leches fermentadas (postacidificacién) debido a que los
microorganismos “iniciadores” quedan viables y, por consiguiente, con metabolismo
activo aunque disminuido debido al efecto de la baja temperatura durante la
refrigeracion. Asi mismo al final del almacenamiento, todas las muestras
(independientemente de su formulaciéon) llegan a estabilizar su pH. Este
comportamiento puede apreciarse en la figura IV.4.

La muestras 1 y 6 resultaron ser las de mayor y menor pH hacia el fin de la vida util
(pH = 4,52 y 4,05, respectivamente). En general la variacién porcentual fue menor o
igual al 10% en toda la vida util. Por su parte, la muestra 10 (con mdxima concentracién
de AMM y GEC e intermedia de G) fue la que menos variacién de este pardmetro sufrié
durante el almacenamiento (V% = 2,21%), mientras que la muestra 11 (sin G,
intermedio AMM y mdaximo GEC) presenté el comportamiento opuesto (V% =
13,43%). No pudo encontrarse un comportamiento definido de los valores de pH
promedios en funcién de la composicion de las muestras; tal variacién observada podria
tener que ver con el efecto de ciertos factores que afectan el pH, como la velocidad de
enfriamiento (eficacia de la transferencia térmica) de las muestras una vez finalizada la
fermentacion y la temperatura refrigeracion de las mismas, que muchas veces resulta

dificil estandarizar y lograr condiciones similares (Gomez Heras, 1999).
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Tabla IV.4. Valores medios de pH y acidez (mol/L 4cido lactico) y porcentaje de variacion de los mismos (V%, expresados en valor absoluto)
durante el almacenamiento de las diferentes experiencias de leches fermentadas probidticas con colesterol reducido, para el caso de estudio 1.

pH en el almacenamiento Acidez en el almacenamiento
Exp. N° Dias Dias
3 10 17 24 | VA 3 10 17 24 31 Ve

1 4,88 4,54 4,61 4,42 4,52 7,38 0,1045 0,1097 0,1017 0,1122 0,1214 16,15
2 4,67 4,29 4,23 4,22 4,19 10,29 0,1022 0,1195 0,1258 0,1273 0,1307 27,88
3 4,51 4,24 4,18 4,31 4,27 5,43 0,1075 0,1179 0,1185 0,1207 0,1228 14,29
4 4,69 4,33 4,26 4,20 4,21 10,25 0,0971 0,1149 0,1217 0,1245 0,1287 32,54
5 4,73 4,46 4,36 4,39 4,30 9,10 0,0956 0,1113 0,1103 0,1199 0,1213 26,92
6 4,54 4,15 4,02 4,00 4,05 10,90 0,1099 0,1352 0,1400 0,1439 0,1519 38,28
7 4,46 4,26 4,42 4,22 4,17 6,51 0,1100 0,1266 0,1278 0,1297 0,1361 23,77
8 4,44 4,16 4,15 4,25 4,22 4,95 0,0904 0,1226 0,1195 0,1307 0,1238 36,91
9 4,67 4,45 4,33 4,27 4,34 6,97 0,0993 0,1165 0,1198 0,1405 0,1278 28,74
10 4,31 4,14 4,17 4,23 4,21 2,21 0,1240 0,1264 0,1274 0,1399 0,1285 3,56

11 5,03 4,87 4,58 4,38 4,35 13,43 0,0867 0,0981 0,1122 0,1263 0,1277 47,22
12 4,54 4,18 4,08 4,08 4,14 8,82 0,1068 0,1268 0,1368 0,1414 0,1323 23,90
13 4,55 4,35 4,45 4,30 4,20 7,69 0,1060 0,1282 0,1373 0,1359 0,1388 31,01
14 4,69 4,33 4,26 4,20 4,21 10,25 0,0971 0,1149 0,1217 0,1245 0,1287 32,54

Los errores estandares fueron menores al 5%.
V%pH = (pH 4t 31— PH 42 3)/(PH a1 3)*100
V%Ac = (Acidez dia 31— Acidez dia 3)/(Acidez dia 3)* 100
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6

pH

3 10 17
Tiempo (dias)

Figura I'V.4. Evolucion del pH durante el almacenamiento para las diferentes muestras de
leches fermentadas, correspondientes al caso de estudio 1.

Con respecto a la evolucion de la acidez titulable durante el almacenamiento de las
leches fermentadas, se observé un incremento progresivo en la concentracién de dcido
lactico, desde un valor de acidez promedio de 0,103 + 0,009 mol/L (a los 3 dias de
finalizada la elaboracion), hasta alcanzar un valor promedio de 0,130 + 0,008 mol/L (al
dia 31). Al igual que con lo ocurrido con el pH, la acidez varié (se incrementd), de
manera mas acentuada, durante la primera semana, llegando a estabilizarse al final de la
vida de anaquel (figura IV.5.). El incremento se debe a la produccién principalmente de
acido l4ctico, a partir de la lactosa, por accion de las bacterias l4cticas, que durante el
almacenamiento recibe el nombre de postacidificacion. Probablemente, la estabilizacion
del pH y acidez titulable de las muestras al final del almacenamiento, se debe a la
inhibicién de la actividad enzimatica de los cultivos iniciadores, a la disminucion del
desarrollo bacteriano, de los nutrientes y, en menor medida, al agotamiento de las

reservas de lactosa (Tamime y Robinson, 1999).

0,16 4
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0,12 4
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Acidez (mol/L acido lictico)

0,06

5 10 17 24
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Figura IV.5. Evolucién de la acidez titulable durante el almacenamiento para las diferentes
muestras de leches fermentadas, correspondientes al caso de estudio 1.
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La muestra 1 fue la menos acida al fin de vida util, ocurriendo lo contrario con la
muestra 13. A diferencia de lo ocurrido con el pH, las variaciones porcentuales entre fin
e inicio de vida util fueron mayores y muy disimiles entre las diferentes muestras,
variando desde 3,5% (para la muestra 10) hasta un 47% (para la muestra 11), lo cual es
una caracteristica recurrente en sistemas alimenticios complejos donde se desarrollan
microorganismos agregados como fermento acidificante. Por todo lo mencionado, se
destaca la importancia del control del pH y acidez titulable durante la vida util de las
leches fermentadas obtenidas, debido a que ambos pardmetros se modifican durante el
almacenamiento y, ademads, influyen sobre la calidad y aceptabilidad de los productos

elaborados.

IV.2.3. ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA.

Se determiné la composicion quimica promedio de cada muestra de leche

fermentada, tal como se observa en la tabla IV.5.

Tabla IV.5. Composicién quimica promedio (% m/m) para las diferentes experiencias de leches
fermentadas al dia 17 de almacenamiento para el caso de estudio 1.

Exlo) % Cenizas % Grasa %Proteina  %Hidratos de  %Solidos % Humedad

N total Carbono totales

1 0,99 2,88 4,25 16,49 24,61 75,39
2 0,97 2,66 4,37 17,11 25,11 74,89
3 0,93 3,43 3,43 17,1 24,89 75,11
4 1,01 2,87 3,41 17,42 24,71 75,29
5 0,93 3,67 3,94 16,8 25,34 74,66
6 0,93 3,67 4,10 16,4 25,10 74,9
7 0,92 3,64 3,89 15,23 23,68 76,32
8 0,89 3,10 4,17 15,83 23,99 76,01
9 0,95 3,31 5,27 16,1 25,63 74,37
10 0,92 2,85 4,01 17,54 25,32 74,68
11 0,96 3,38 4,12 16,88 25,34 74,66
12 0,91 3,60 4,09 16,05 24,65 75,35
13 0,94 3,58 4,53 15,91 24,96 75,04
14 1,03 2,87 4,36 16,45 24,71 75,29

En todos los casos los errores estandares fueron menores al 5%.

Los porcentajes de proteinas totales variaron entre las diferentes muestras,
evidenciando un mayor contenido en aquellas con mayor contenido de gelatina (Exp. 9,
13 y 2, en ese orden) esto puede deberse a que la gelatina aporta 84-90 % de proteina

(proveniente de coldgeno), mientras que el almidén modificado de mandioca
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(polisacarido) y la espina corona (galactomanano) tienen muy baja proporcién de
proteinas, por lo que su contribucién seria practicamente nula. También aportan
proteinas el WPC35 y las LPE que se utilizan en la formulacién de las leches
fermentadas. Los valores hallados se encuentran dentro de los tedricos calculados
(Anexo I).

El porcentaje de hidratos de carbono (% HC) de cada experiencia, se obtuvo por
diferencia entre el valor de s6lidos totales y la suma de los valores de cenizas, grasas y
proteinas. La proporcién elevada de €stos, en las muestras, se debe a la presencia de
lactosa, sacarosa, espina corona (que se compone de un 70 % de carbohidratos) y al
almidén modificado de mandioca (aproximadamente 84 % de HC) utilizados y
principalmente a la sacarosa agregada (10 %), préactica habitual a nivel industrial
(Spreer, 1991). La gelatina no influye, ya que su composicién es mayoritariamente
proteica.

Algunos valores de grasas estuvieron un poco por debajo del valor tedrico esperado
(aproximadamente 3,5%, ver Anexo I).

El valor de cenizas estd comprendido por las sales que aportan las materias primas,
asf como también la adicién de cloruro de calcio.

Finalmente, a modo de ejemplo (figura IV.6.) se presenta un grafico circular de la

composicidn porcentual promedio para uno de las muestras (exp. N°1).

CE (0,99%)

GR (2,9%)
PT (4,2%)

HU(75,4%) ST (24,6%)

HC
(16,5%)

Figura IV.6. Grifico de la composicion porcentual promedio para la muestra 1, correspondiente
al caso de estudio 1. HU: humedad, ST: sélidos totales, CE: cenizas, GR: grasas, PT: proteina
total, HC: hidratos de carbono.
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IV.2.4. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE AGUA.

La tabla IV.6. muestra los promedios de actividad acuosa (a,) para cada una de las
experiencias al dia 17 de vida util, junto con la temperatura correspondiente a la cual se
realizé la determinacion. Como puede observarse, a, se mantuvo practicamente
constante entre las diferentes muestras, por ende se adopté un valor promedio general de
0,980 % 0,001, muy elevado y caracteristico de los productos con alta humedad. Como
este pardmetro estd relacionado con el agua libre (disponible en un alimento), puede ser
utilizada por los microorganismos para su metabolismo, promoviendo una elevada
viabilidad no solo de las bacterias lacticas iniciadoras y del microorganismo probidtico
empleado, sino también de otros (hongos alterantes) por lo cual debe tenerse especial

cuidado, con contaminaciones que alteren la calidad del producto.

Tabla IV.6. Actividad acuosa (a,,) promedio de todas las experiencias al dia 15 de
almacenamiento, correspondiente al caso de estudio 1.

Exp. N° Actividad Acuosa (a,,) Temperatura (°C)
1 0,982 24,2
2 0,982 25,3
3 0,981 23,6
4 0,982 24,1
5 0,979 24,5
6 0,982 24,8
7 0,976 24,2
8 0,981 24,2
9 0,980 23,8
10 0,981 25,6
11 0,977 24,8
12 0,980 23,7
13 0,984 24,8
14 0,982 26,7

Los errores estindares fueron menores al 5%.

IV.2.5. ANALISIS DE LA RETENCION DE AGUA.

IV.2.5.1. Determinacion del indice de retencion de agua por accion de la
gravedad.

El indice de retencion de agua (IRA%) puede ser visto como una medida inversa a
la separacion de suero (sinéresis). Visto de esta manera, a partir de la tabla IV.7. se
puede observar que ninguna muestra evidencié sinéresis (100% IRA), al dia 3 posterior

a la elaboracién pero en las posteriores mediciones (dias 17 y 31) este pardmetro, en
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general, aumento (por mayor eliminacion de suero y por ende menor retencion de agua),
aunque en muy pequeiia proporcion (IRA % mayor a 99,5 %), siendo la muestra 7 (sin
G ni GEC, intermedio AMM) la que presenté mayor desuerado hacia el fin de vida util.
Esto corrobora la importancia del agregado de ambos hidrocoloides que contribuyen a
una mayor estabilidad del codgulo (por su capacidad de absorber agua y disminuir la
sinéresis). En el caso de las muestras 2, 10 y 13 (con niveles midximos de dos de los
hidrocoloides y el tercero en nivel intermedio) no evidenciaron desuerado. La variacion
porcentual fue menor al 3% durante la vida util.

La sinéresis espontdnea se produce como resultado del reordenamiento de la matriz
y contraccion del gel que resulta en la expulsién del suero de leche (Serra, Trujillo &
Ferragut, 2009). Con la cuantificacion de la retencion de agua, por accién de la
gravedad, se trat6 de determinar la estabilidad del codgulo tal cual el producto se
presenta a disposicion del consumidor en el mercado (en géndola), observando que se
produce una sinéresis casi nula, minimizando el riesgo de que se produzca este defecto,
lo cual permite concluir que la combinacion de hidrocoloides produce un codgulo con
muy alta estabilidad, que también se ve favorecida por la adiciéon de concentrado de

proteinas de suero (WPC), que tienen la capacidad de retener agua.

Tabla IV.7. IRA% promedio por accién de la gravedad y variacién porcentual (V%)
para las muestras durante el almacenamiento (3, 17 y 31 dias) para el caso de estudio 1.

Exp. Dias
N° 3 17 31 VAL
1 100 100 100 0
2 100 100 100 0
3 100 99,92 99,59 0,41
4 100 99,98 99,63 0,36
5 100 100 99,85 0,14
6 100 99,75 100 0
7 100 100 97,04 2,96
8 100 100 99,82 0,18
9 100 100 99,69 0,31
10 100 100 100 0
11 100 100 99,88 0,12
12 100 100 100 0
13 100 100 100 0
14 100 99,98 99,64 0,36

Los errores estandares fueron menores al 5%.
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IV.2.5.2. Determinacion del indice de retencion de agua por centrifugacion.

Las muestras 6, 8, 9, 10, 11, 12 y 13 no evidenciaron sinéresis (% IRA. = 100 %)
durante la primer semana de almacenamiento al ser sometidas bajo la accién centrifuga.
Al igual que lo observado en la retencién por accién de la gravedad, el experimento 7
presenté la menor capacidad para retener agua en estas condiciones en las diferentes
semanas de ensayo (tabla IV.8. y figura IV.7.). De esta manera, se vuelve a destacar la
importancia de los hidrocoloides adicionados en la estabilidad del codgulo cuando éste
es sometido a un tratamiento mecanico intenso (condiciones aceleradas), como lo es la

centrifugacion.

Tabla IV.8. IRA% promedio por centrifugacién y variacién porcentual (V%) de las
muestras durante el almacenamiento (3,17 y 31 dias) para el caso de estudio 1.

Exp. Dias

N° 3 17 31 V%
1 99,52 98,99 88,22 11,35
2 99,98 100 100 0,02
3 99,39 99,35 99,17 0,21
4 99,18 99,53 99,34 0,16
5 99,83 99,97 99,82 0,01
6 100 99,67 99,44 0,56
7 92,82 90,86 90,27 2,75
8 100 99,98 99,52 0,48
9 100 98,63 96,89 3,11
10 100 100 99,77 0,23
11 100 100 98,17 1,83
12 100 99,70 99,66 0,34
13 100 97,37 97,07 2,93
14 99,18 99,53 99,34 0,16

Los errores estindares fueron menores al 5%.

La sinéresis forzada por centrifugacion no representa la rotura habitual de la matriz,
sino que refleja la capacidad de toda la estructura de gel para retener el agua, de la
cuajada rota (Serra, Trujillo y Ferragut, 2009).

Se observa que mds del 75 % de las muestras tuvieron IRA % mayor a 99 %,
durante el almacenamiento, lo cual representa una excelente estabilidad del codgulo,
aun en condiciones mecanicas extremas. Ademds, la variacion porcentual fue en general

menor al 3% durante la vida util.
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4
5 6 7 8 9 10 11 12

Experiencias

Figura IV.7. Gréfica de IRA% por centrifugacion para las diferentes muestras de leches
fermentadas en funcién del almacenamiento (dias 3: azul, 17: rojo y 31: verde), para el caso de
estudio 1.

1V.2.5.3. Comparacion de ambos métodos.

Comparando ambos métodos empleados (por centrifugacién y por accién de la
gravedad) para la determinacién de la retencion de agua, el % IRA promedio mensual
en condiciones aceleradas (por centrifugacion), fue superior al 88 % durante toda la vida
util de las leches fermentadas y, en la mayoria de las experiencias, mayor al 98 %; en
cambio, en condiciones estdticas (por accidn de la gravedad), similar a lo que ocurre con
el producto en géndola, fue siempre superior al 97 % en ese mismo periodo de tiempo.
El aumento de la sinéresis con el almacenamiento se encuentra usualmente asociado con
el reordenamiento que sufre la red de caseina lo que promueve la expulsién de suero
(Amatayakul y col., 2006). Los hidrocoloides y proteinas de suero (como el WPC35)
tienen una elevada capacidad para unir agua y pueden actuar sinérgicamente reteniendo
el agua en la estructura del gel (Fiszman y col., 1999).

En general, manteniendo dos de los hidrocoloides en concentracién médxima en la
formulacién y el otro en su concentracion intermedia, se logra obtener un codgulo muy
estable debido a una interaccién favorable (sinérgica) entre ambos para evitar la
liberacion de suero. Como ya se explicé anteriormente, la experiencia 7 (sin G ni GEC,

intermedio AMM) presenté la mayor sinéresis (menor % IRA) de todas las muestras
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sometidas tanto a centrifugacién, como a accion de la gravedad; observdandose una caida
muy brusca de la retencion de agua, al aplicar la fuerza centrifuga, lo cual permite decir
que la ausencia de estos estabilizantes desmejora mucho la capacidad de retencién de
suero. Por ende, la susceptibilidad a la sinéresis estd inversamente relacionada a la
cantidad de estabilizantes adicionados, por lo tanto la adicién de los mismos ayuda en la
estabilidad del codgulo, siendo un pardmetro de control de calidad relevante, ya que la

separacion de suero es un defecto indeseable en los productos lacteos.

IV.2.6. RECUENTO DE MICROORGANISMO PROBIOTICO.

En la tabla IV.9. y figura IV.8., se muestra el recuento del microorganismo
probidtico utilizado (L. rhamnosus Spl), para los distintos experimentos del disefio en
funcién del almacenamiento (3 y 31 dias). Al dia 3, la muestra 1 tuvo un recuento de
7,61 logUFC.g"', mientras que en la muestra 5 fue de 8,35 log UFC.g", siendo las
experiencias de minimo y mdéximo recuento. Para el dia 31, la muestra 2 tuvo un
recuento minimo de 7,18 logUFC.g'1 mientras que en la experiencia 3 fue de 8,88
logUFC.g'l. De esta manera, puede afirmarse que el conteo de microorganismo
probidtico varié en forma aleatoria durante toda la vida util siendo siempre superior a 7
log UFC.g", lo que equivale a 1. 10’ UFC.g", para todas las leches fermentadas
obtenidas, independientemente de su formulacion. Por lo tanto, puede decirse que todas
las muestras elaboradas garantizan la dosis minima de microorganismo probidtico
requerida en el alimento antes de ser consumido (IDF, 1992; Charteris y col., 1998).

La variacién porcentual (V%) entre fin e inicio de vida util siempre fue menor al
10% (tabla IV.8.) y generalmente se observo una disminucion en el recuento hacia el
final del almacenamiento de las muestras. Aun asi, la variacién general nunca fue
superior a la de 1 orden logaritmico, garantizando una dosis casi constante durante la
vida de anaquel.

Como la tendencia general, es la disminucién del recuento de microorganismos
viables con el transcurso del tiempo de almacenamiento; esto remarca la importancia de
obtener recuentos elevados, al poco tiempo de elaboradas las leches fermentadas
probidticas, para asegurar que durante el resto de la vida util, y al momento de llegar al
consumidor, la viabilidad de los microorganismos probidticos se mantenga dentro de los
valores requeridos (1.10° - 1.10 UFC.g'l). Esta disminucion, estaria relacionada con el

descenso del pH y la acumulacién de &4cido lactico, como resultado de la actividad
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residual de las bacterias iniciadoras (Shah, 2000). De esta manera, la mayor acidez
desarrollada estaria influenciando la sobrevivencia del microorganismo probidtico
aunque en forma controlada, posiblemente a que la matriz alimenticia posee diversos
factores de supervivencia y crecimiento, propios y también generados por los
tratamientos térmicos (dcido férmico, lactulosa y aminodécidos libres, entre otros).

Los hidrocoloides (independientemente del porcentaje en el que se hallan en la

matriz alimentaria) no interfieren en la viabilidad del microorganismo probiético.

Tabla IV.9. Recuento de Lactobacillus rhamnosus Spl (logUFC.g'l) y variacion
porcentual (V%) durante el almacenamiento para las muestras de leches fermentadas
probidticas con colesterol reducido, para el caso de estudio 1.

o Dias V%
Exp. N 3 31

1 7,61 7,60 0,04
2 7,79 7,18 7,80
3 8,16 8,88 8,71
4 8,00 7,33 8,39
5 8,35 8,36 0,08
6 7,74 8,12 4,94
7 7,79 7,49 3,78
8 7,92 8,05 1,55
9 8,05 7,54 6,34
10 8,26 7,93 3,96
11 7,97 7,92 0,68
12 7,74 8,22 6,15
13 8,07 7,96 1,26
14 8,00 7,33 8,39

Los errores estindares fueron menores al 5%.

log UFC /g

Tiempo (dias)

Figura I'V.8. Grifica del Log UFC. g'1 de L. rhamnosus Splvs. tiempo (3 y 31 dias) para las
diferentes muestras correspondientes al caso de estudio 1.
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Estos resultados son comparables con otros estudios realizados en yogures (Cruz y
col., 2012) y otros productos lacteos como quesos frescos (Gomes y col., 2011) y
postres deshidratados (Trujillo-de Santiago y col., 2012). Sin embargo, en estos dltimos
dos productos, los recuentos de probidticos fueron significativamente reducidos por
operaciones industriales como el drenaje de suero y procesos de secado,
respectivamente, lo cual incrementa los costos de produccién, debido a que debe
adicionarse mads indéculo por las pérdidas. Adicionalmente, el nimero de bacteria
probidtica por porcién es mayor en el caso de los yogures y resulta ademds de mayor
comodidad su ingesta (Gomes y col., 2011). Esto refuerza el hecho que los yogures y
leches fermentadas siguen siendo los vehiculos mds populares para el delivery de

microorganismos probiéticos.

IV.2.7. ANALISIS DE LA REOMETRIA DESTRUCTIVA CON
VISCOSIMETRO DE CILINDROS CONCENTRICOS.

IV.2.7.1. Reogramas esfuerzo de corte (7) en funcion del gradiente de
deformacion (y°).

En la tabla IV.10. se resumen los valores promedios de: indice de consistencia
superior (Ky) e inferior (K;), el indice de comportamiento superior (n;) € inferior (n;) e
indice de tixotropia (IT) durante la vida 1til de los productos (a los 3 y 31 dias) para las
diferentes muestras comprendidas en el caso de estudio 1.

Por otra parte, de la tabla IV.10, se observa que en general las leches fermentadas
elaboradas pudieron caracterizarse como fluidos No-Newtonianos (valores de indice de
comportamiento n < 1); esto significa que no existe proporcionalidad constante entre el
esfuerzo de corte (1) y el gradiente de deformacion (y°) y, por ende, la viscosidad
depende del y " a la que se evalte.

Ademas, la mayoria de los valores de n se encuentran entre 0,3 y 0,7, algo menores
a otras leches fermentadas (como el yogur), donde suelen ser superiores a 0,6 (Rozycki
y Seguro, 1995). Esto se debe a que los estabilizantes suelen generar un
comportamiento mds No Newtoniano (FNN), representado por la mayor lejania al valor

n =1, correspondiente a un Fluido Newtoniano (FN).
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Tabla IV.10. Valores promedios estimados de los pardmetros reoldgicos: K superior (K;), K inferior (K;), n superior (ny) y n inferior (n;),
viscosidad aparente (14,50, medida a gradiente de deformacion de 50 s'l), indice de tixotropia (IT) y variacién porcentual (V%) de cada uno, para
los diferentes reogramas obtenidos a partir de las experiencias del caso de estudio 1 a los 3 y 31 dias de almacenamiento. *: curva ascendente; .
curva descendente; R2: coeficiente de determinacién obtenido de la modelo de Herschel y Bulckey. [K] = Pa.s"; [n] = adimensional; [IT] = Pa.s™,
[4apso] = mPa.s. (Los errores estdndares fueron menores al 5%).

Dia | Parametros 5238 BTEE I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
K,? 1,877 2,125 1,131 0,904 2,068 1,253 0,709 0,968 2,643 1929 1,855 1,736 3,07 1,893
3 ng? 0,541 0476 0,59 0,535 0,506 0486 0,482 0,493 0446 0,672 0,682 0,655 0,528 0,535
R’ 0,983 0981 0,969 0,988 0964 0937 0969 0955 0922 0983 0985 0,991 0,985 0,989
K? 2,122 2,367 1,179 0961 2,201 1,341 1,203 1,013 2,638 2,157 1,948 2,019 3,284 2,251
31 ng? 0473 0416 0,578 0,643 0,527 0,501 0425 0424 0,345 0,647 0,616 0,641 0,335 0,541
R? 0,953 0,557 0,991 0997 0,929 0961 0,894 0,895 0942 0,988 0,993 0,992 0,976 0,962
V% K; 13,05 11,39 424 6,31 6,43 7,02 69,68 4,65 0,19 11,82 5,01 16,30 6,97 18,9
n 12,57 12,61 2,03 20,19 4,15 309 11,83 14,00 22,65 3,72 9,68 2,14 36,55 1,12
K" 0,625 1,435 0,573 0,177 0,893 0,318 0,388 0,294 1,3 0,852 0,79 0,542 2314 0,59
3 n;" 0,751 0,753 0,771 1,052 0,809 0,891 0,785 0,814 0,774 00874 0,873 0,937 0,732 0,735
R? 0,998 0,993 0,997 0978 0,998 0,998 0,994 0973 0,997 0968 0981 0,968 0,978 0,998
K" 0,797 1,898 1,058 0,15 1,116 0376 0,591 0,371 223 1,036 0,741 0,728 2,787 0,761
31 n;" 0,758 0,71 0,696 1,026 0,789 0,866 0,667 0,811 0,627 0,841 0,707 0,89 0,742 0,762
R? 0,998 0,999 0,993 0997 0,994 0,997 0995 0,995 0997 0975 0,994 0,979 0,948 0,991
V% Ki 27,52 32,26 84,64 1525 2497 18,24 52,32 26,19 71,54 21,60 6,20 34,32 2044 289
ni 0,932 5,71 9,73 2,47 2,47 2,81 15,03 0,37 18,99 3,78 19,01 5,02 1,37 3,67
3 449,5 1574,3 441,6 352,8 12522 682,1 3064 372,5 1145,6 1075,6 559,1 9534 2855,1 7143
31 Haps0 481,31 2048,7 5222 366,6 15448 6447 488,8 481,1 1451,5 1144,2 898,3 1005,7 3010,5 7322
V% 7,1 30,13 18,25 391 2337 5,48 59,53 29,21 26,70 6,38 60,67 5,49 5,44 2,51
3 1778,9 5710,1 1044 1163,6 51144 2299,3 1066,6 1079,9 4750,6 2128,4 1060,2 2447,6 6851,1 18743
31 IT 1915,3 84129 647,2 14553 6328,9 2381,9 1330,2 1721,4 5746,3 1990,5 1631,3 2531,4 7481,6 2020,4
V% 7,72 47,33 38,01 25,07 2375 3,59 2471 59,40 20,96 648 53,87 3,42 9,20 7,79
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IV.2.7.1.1. Andlisis de las curvas de flujo superiores (gradientes de deformacion
crecientes).

A los 3 dias posteriores a la elaboracion el valor de K varié entre 0,709 Pa.s" (exp.
7: sin G, ni GEC, intermedio AMM) y 3,070 Pa.s" (exp. 13, maxima cantidad de G y
GEC, intermedio AMM).

La regresion multiple entre los valores de K43, con las variables codificadas, dio
como resultado un modelo predictivo (tabla IV.11.) altamente significativo (p <
0,0001), que ajusté muy adecuadamente con los datos experimentales R’y Rz—ajustado
> 0,94) y la falta de ajuste fue no significativa (p > 0,05).

Analizando los términos lineales se puede observar que K estuvo influenciado
directamente por G (X;) y GEC (X3), siendo el término X; mads significativo, y con
coeficiente aproximadamente dos veces mayor respecto a X3, lo cual permite decir que
la gelatina influye aproximadamente el doble que la espina corona, en los valores de Ks.

La influencia de AMM (X3) no fue significativa sobre dicha respuesta, sin embargo
este término se introdujo en el modelo ya que el término cuadratico (X, result6
significativo y de esta manera se conservo la jerarquia del modelo. La interaccién entre
G y GEC (X;.X3) también resulté significativa.

En la figura IV.9., a través de la metodologia de superficie de respuesta, se muestra
la variacién del indice de consistencia, K43, respecto a la concentracion de G y GEC,
manteniendo en su valor medio el nivel de AMM. Asi mismo, se evidencia la influencia
de las variables del disefio sobre este mismo pardmetro por medio de lineas de contorno.

Estas graficas permiten confirmar que los valores mayores de K; se obtienen con
mayores concentraciones de G (principalmente) y de GEC; en cambio, los valores mas
bajos de Ks se logran a las minimas concentraciones de ambos hidrocoloides. Esto
significa que al aumentar la concentracion de ambos hidrocoloides, se genera un
producto con mayor consistencia y mayor viscosidad, con una estructura més firme (>
K).

A través del andlisis de las lineas de contorno (figura IV.9. b) se puede sefialar que
al comparar las variaciones de G y GEC sobre el aumento de Kj, se requiere una menor

variacién (menor aumento) de G, respecto a GEC, para obtener un mismo valor de K.
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Tabla IV.11. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para K, ny, K;, n;, tapso e IT (utilizando las variables del disefio

codificadas) y estadisticos obtenidos a partir del andlisis ANOVA de cada modelo, para el dia 3 y 31 de almacenamiento de las leches
fermentadas probidticas con colesterol reducido obtenidas para el caso de estudio 1.

Factores Dia 3 Dia 31
Ks n; Ki HMaps0 IT Ks n; Haps0 IT
C 2,01 0,54 0,74 532,9 1934,56 2,24 0,46 5549 2125,8
X, 0,66 -0,042° 0,50 645,97 2261,47"" 0,65 0,08 7225 2863,2"
X, 0,095 0,004 0,16 172,03 0,11 0,012 120,2" 150,2
X3 033" 0,079 027" 367,17 411,36 0407 0,068 374,06
X1.X; -0,021" 723,17
X1.X; -0,18" -0,030” 364,2" 523,72 0,05 2874
X,.X;3 -384,64°
(Xy)? 0,027 0,40 396,7 1410,50"" 591,57 20034
(X,)? 0,49 0,015 0,30 0,59
(X3)? 0,023" 262,4° 0,0917 289,89
Estadisticos
R’ 0,9663 0,9866 0,9067 0,9284 0,9914 0,9881 0,8320 0,9697 0,9659
R’-ajust. 0,9452 0,9651 0,8485 0,8836 0,9840 0,9829 0,7284 0,9437 0,9507
valor-F 45,86 45,92 15,56 20,73 134,20 187,53 7,97 37,3 63,7
L “”(‘;’ ‘f)ifg;‘)s’e 0,0517 0,1983 0,0798 0,5323 0,1905 0,6662 0,5676 0,6445 0,0956
Significancia: p <0,05; p<0,01; p < 0,00L.
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0.00 0.00

a

[Z52187]

Figura IV.9. Gréficas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para K3 en
funcién de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

El efecto de interaccion entre G y GEC sobre K43 se puede observar en la figura
IV.10. Alli se puede ver que a bajas concentraciones de GEC, el aumento de
consistencia requirid mayores incrementos en la concentracién de G en comparacioén

con el caso de utilizar concentraciones elevadas de GEC.
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Interacciéon
GEC

3.1

245 —

115

0.5 —

T T T T
0.00 0.15 0.30 0.45 0.60

X1: G
X2:

Figura IV.10. Efecto de interaccién entre factores X,.X; (correspondientes a G y GEC,
respectivamente) sobre K43, manteniendo constante AMM en su valor intermedio, para el caso
de estudio 1. Negro: 0% GEC; rojo: 0,5% GEC.

A los 31 dias de vida util, Ky,3; vario entre 0,961 Pa.s" (muestra 4: sin G ni AMM,
intermedio GEC) y 3,284 Pa.s" (muestra 13: mdximo G y GEC e intermedio AMM).

A su vez, se observd la misma dependencia con respecto a las variables de los
términos lineales que para el dia 3 (tabla IV.11.), con excepcion de la participacion
significativa del AMM. Las interacciones entre las duplas de las variables fueron no
significativas. El término cuadrético (X, resulté negativo y significativo para el
modelo de prediccion. Esto ultimo puede observarse en la curvatura “hacia abajo” de
gréfica de superficie de respuesta de K 4,37 €n funcion de G y AMM, manteniendo GEC
en su nivel intermedio y constante. En este caso los mayores valores de Ks,3; se
obtienen en concentraciones intermedias de AMM y méaximas de G (figura IV.11.).

Durante el almacenamiento, K; generalmente aumenta (tabla IV.10.), siendo las
variaciones porcentuales (V%) por lo general menores al 20%, con excepcion de la
muestra 7 (cercana al 70%). La presencia de G y GEC genera productos mds estables
en el almacenamiento. Los aumentos de K, se condicen con un aumento de la
consistencia y viscosidad por generacién de enlaces, principalmente no covalentes, que
generan una matriz mas firme, impartiendo ambos hidrocoloides una buena estabilidad
en las leches fermentadas obtenidas y aumentando, ademds, la tixotropia durante este

periodo.
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Figura IV.11. Graficas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para K 4,3; en
funcidn de la concentraciéon de G y AMM, manteniendo constante GEC y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

De esta manera, se lograron obtener leches fermentadas similares a las del mercado,

de diferentes consistencias: bebibles (consistencia liquida), batida (consistencia

intermedia) y firme o “set” (con mayor consistencia).
Por su parte, el mayor valor de n,,; que se obtuvo fue de 0,682 (experiencia 11, sin

G, intermedio AMM y méaxima proporcion de GEC) y el menor valor fue de 0,446 (que
corresponde al experimento 9, donde la concentracion de G es maxima y la de GEC
nula, intermedio de AMM) para los 3 dias de vida util (tabla IV.10). Esto demuestra la

participacién principalmente de G para que el fluido se aleje del comportamiento

newtoniano (n = 1).
La regresion multiple de ng4,3 con las variables del disefio codificadas, permitié

obtener el modelo simplificado significativo (p < 0,0001), cuyos coeficientes se detallan

en la tabla IV.11. La falta de ajuste fue no significativa, R* y R*-ajustado muy
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adecuados (> 0,90). Analizando la influencia de las variables, se puede observar que los
términos lineales altamente significativos (p < 0,001) son los correspondientes a G (X)
y GEC (X3), siendo la influencia de AMM (X;) no significativa, sin embargo se
introdujo este término en el modelo para mantener la jerarquia y el modelo sea mds
armonioso. Los términos de las interacciones (X;.X3) y (X;.X3) son significativos. Esto
indica que el efecto de la concentracion de G sobre nsdia3 es diferente para los distintos
niveles de concentraciones de AMM y GEC. Los términos cuadraticos de las 3 variables
también resultaron significativos.

A través de los gréficos de superficie de respuesta y lineas de contorno (figura
IV.12.) se puede observar como n,; depende de manera inversa de G y directamente de
GEC, donde los valores mds bajos de n;, y por lo tanto un mayor alejamiento al
comportamiento de un fluido Newtoniano, se obtiene a bajas concentraciones de GEC y

a mayores porcentajes de G.

0.69
0.6275
0.565

0.5025

ns dia 3

0.44

G 0.60 0.00

a

0.6442671
_/——_’__’—/

0.564

0.523867

0.483733

X1: G
X2: GEC

b
Figura IV.12. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para 74,3 en
funcién de la concentracién de G y de GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.
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Los valores de nygi,3; variaron entre 0,335 (muestra 13) y 0,647 (muestra 10) (tabla
IV.10.). Puede senalarse una disminucién del valor de n; (de todas las experiencias) con
el tiempo de almacenamiento, es decir, las leches fermentadas elaboradas se alejan
levemente, cada vez mads, del comportamiento Newtoniano con el transcurrir del tiempo
de almacenamiento.

Las variaciones porcentuales en general fueron menores al 20% durante la vida til.

El modelo matematico encontrado para n,;,3; fue similar que para 4,3, €n cuanto a
que la influencia de los términos lineales siguié el mismo comportamiento que para el

dia 3 (tabla IV.11).

IV.2.7.1.2. Andlisis de las curvas de flujo inferiores (gradientes de deformacion
decrecientes).

El andlisis de la curva inferior se correlaciona con un tratamiento mecdnico mas
enérgico que el correspondiente a la curva superior, ya que el producto se encuentra
cizallindose mas tiempo, y como tiene comportamiento tixotropico su viscosidad decae
al aumentar este tiempo. La presencia de hidrocoloides atenta este efecto, sin
eliminarlo.

El mayor valor de K3 que se obtuvo fue de 2,314 Pa.s" (que corresponde al
experimento 13, con méxima proporciéon de G y GEC, intermedio AMM) y el menor
valor fue de 0,177 Pa.s" (correspondiente al experimento 4, con nula concentracién de G
y AMM e intermedia de GEC) (tabla IV.10.).

Por regresion multiple, se pudo encontrar un modelo predictivo significativo y
adecuado para explicar la relacion entre el indice de consistencia inferior, Kjg3,
respecto de las variables de disefio codificadas (tabla IV.11.).

Analizando los términos lineales, se puede sefialar que los 2 hidrocoloides afectan
directamente el valor de K43, siendo el término de G (X)) de mayor significancia que
el de GEC (X3). La gelatina posee un efecto mayor (coeficiente aproximadamente dos
veces mas grande que el de GEC). El término correspondiente a AMM (X3) no resultd
significativo, sin embargo se lo introdujo en el modelo para mantener la jerarquia
debido a que X,” si result6 significativo. El término cuadritico de G (X,?) también
resultd significativo y positivo, es por ello la curvatura de la grafica de superficie de
respuesta “hacia arriba” (figura 1V.13.). El aumento de las concentraciones de G

(principalmente) y GEC produce un aumento de la respuesta.
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n

Los valores de Kjz,3; variaron desde 0,15 Pa.s" (muestra 4) a 2,787 2,314 Pa.s
(muestra 13) (tabla IV.10). Si bien se observé la misma tendencia de aumento de este
pardmetro conforme al aumento de espesantes, no se pudo hallar un modelo matemético
significativo que pueda explicar el comportamiento de la respuesta con respecto a las

variables de estudio.

Kidia3

0.50

0.38

0.25

0.838687

0.13 0.570901

0.00

0.00 0.15 0.30 0.45 0.60

X1: G
X2: GEC

b

Figura IV.13. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Kj;;3, en
funcién de la concentraciéon de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

Para el caso de n;4,3 los valores variaron entre 0,732 (muestra 13) y 1,052 (muestra
4) y para nj4,;3; €l rango fue entre 0,627 (muestra 9) y 1,026 (muestra 4) (tabla IV.10).
Para el caso de la muestra 4 podemos decir que la misma tuvo un comportamiento
similar al Newtoniano (n = 1). Al igual que lo ocurrido para Kjz;,3; no se pudieron

encontrar modelos matemdticos que ajusten adecuadamente a los datos experimentales
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posiblemente debido al mayor tratamiento mecdnico sufrido por el producto en esta

instancia del ensayo que minimiza el efecto de hidrocoloides.

En términos generales, tanto K, (curva superior) como K; (curva inferior)
presentaron un comportamiento similar al mostrar una dependencia directa de las
variables G y GEC en ambos periodos de ensayo. Sin embargo, como la accién de
cizalla es més intensa para K; (se corresponde con un mayor tiempo de cizallamiento),
es légico ver que en esta parte de la curva, el producto recibié un mayor tratamiento
mecdnico y por ende resulta menor el valor de este pardmetro (y el de la viscosidad)
comparado con el de K.

Por otro lado, en la tabla IV.10. se aprecia que los valores de n; son menores que los
de n;, en ambos tiempos de ensayo, lo que se debe al mayor tratamiento mecédnico que
tienen las muestras al calcular n;, por lo que el alimento se fluidifica (pierde consistencia
y viscosidad) y se aproxima mds al comportamiento newtoniano (n; mds cercano al
valor 1).

A modo de resumen, en las curvas descendentes (a gradientes de deformacion
decreciente) se evidencia la alteracion (disrupcion) de la red proteica que conforma el
gel de las leches fermentadas. Se debe tener en cuenta este cambio en la firmeza y
viscosidad de los productos luego de un tratamiento mecanico prolongado (como ocurre
durante el transporte por cafierias, bombeo, agitacion, etc.) para que el gel conserve la
estructura deseada en el producto final, ya envasado.

Por otro lado, la adicion de espesantes/estabilizantes aumenta significativamente las
propiedades tixotrépicas de las leches fermentadas.

La gelatina, principalmente, interacciona con las caseinas a través de la formacion
de puentes que generan una red continua y bastante homogénea, lo que refuerza la
firmeza (que se observa en los mayores valores de consistencia). A su vez, esta red mas
interconectada retendria la fase acuosa mds eficientemente, reduciendo el drenaje del
suero (Fiszman y col., 1999).

Por su parte, la similitud de la GEC con goma guar, hace pensar que la GEC, en
altas concentraciones, actuaria como la goma guar incrementando la consistencia y
viscosidad de la fase continua que contienen agregados micelares compactos y
formando una red polimérica (Everett & McLeod, 2005). GEC probablemente actuaria
como relleno entre la red de proteinas ldcteas, estableciendo interacciones no

electrostéticas, ya que es un polisacarido neutro (Spotti y col., 2012).
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En comparaciéon con GEC y G, el AMM no tuvo una influencia significativa sobre
la consistencia de las leches fermentadas aqui obtenidas. Sin embargo, diversos estudios
como los de Oroian y col. (2011) han demostrado que el almidén adicionado sdlo,
mejord las propiedades reoldgicas de yogures.

Por otro lado, de acuerdo con Tamime y Robinson (2000), un cambio fisico tipico
de los yogures durante el almacenamiento en condiciones refrigeradas, es el aumento de
la viscosidad y consistencia como consecuencia de la hidratacién de las moléculas y los
estabilizantes adicionados. Esto permite explicar el aumento de la consistencia (K) y la

disminucién del indice de comportamiento (n) durante el almacenamiento.

IV.2.7.1.3. Andlisis de la viscosidad aparente a gradiente de deformacion 50 s

La deteccion de la viscosidad que tiene un alimento al ser masticado en la boca es
un proceso complejo y dindmico (Van Vliet, 2002). Algunos autores han sugerido que
la medicién de la viscosidad a una velocidad de cizallamiento de 50 s representa la
velocidad de cizallamiento en la boca (Wood, 1986; Marcotte, Taherian Hoshahili &
Ramaswamy, 2001; Bourne, 2002).

A partir de la tabla IV.10. se puede observar que la viscosidad aparente a gradiente
50 s’ (iaps0) vari6 entre 306,4 mPa.s (muestra 7) y 2855,1 mPa.s (muestra 13) al dia 3
de almacenamiento, mientras que para el dia 31 el rango de variaciéon fue de 366,6
mPa.s (muestra 4) y 3010,5 mPa.s (muestra 13). Como puede observarse las muestras
sin 2 de los hidrocoloides y el otro en su concentracién intermedia son aquellas que
tuvieron la viscosidad aparente mds baja, lo que era de esperarse debido a la menor
firmeza que también presentaron las mismas. Caso contrario se obtuvo para las muestras
con mayor contenido de G (principalmente) y GEC. Después del almacenamiento en
frio las viscosidades aparentes aumentaron, y la mayor variacion porcentual de este
pardmetro entre fin e inicio de vida util se dio en la muestra con menor concentracién de
G y GEC (experiencia 7, siendo de 60% aproximadamente).

Con los datos experimentales y las variables codificadas, se obtuvieron los modelos
matematicos significativos (p < 0,0001) para ambos periodos de ensayo (tabla IV.11).
Los test F para las faltas de ajuste de los dos modelos no son significativos (p > 0,05), y
a través de los valores de los coeficientes de determinacién (R?) se puede observar que
el modelo para p,504ia3 €Xplica el 92,84% de la variabilidad de los datos y el modelos

para Uapsoaia31 €xplica el 96,97%. Si miramos los Rz—ajustados que tienen en cuenta los
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términos del modelo simplificado los mismos también fueron superiores a 70%, por lo
que son adecuados.

En ambos periodos de estudio el término lineal correspondiente a (X;) fue el més
significativo dentro de los términos lineales. Por otro lado, la interaccién X;.X3 y los
términos cuadraticos X12 y X32 también resultaron significativos. La diferencia en los
modelos fue que en el caso del dia 3, el término de AMM (X3) no resulté significativo,
pero si para el dia 31, lo cual indicaria que durante el almacenamiento el AMM
particip6 de la construccion de la red tridimensional que forma el codgulo.

Las graficas de superficie de respuesta y lineas de contorno (figura IV.14.) muestran
la dependencia positiva de la zps50ai3 con G y GEG, siendo la gelatina el factor que mas
influye para la viscosidad a un gradiente similar al de la boca, por lo tanto los valores
maximos de tqpsoaisz s€ observan cuando G y GEC aumentan su concentracion, en el

rango estudiado.

Figura IV.14. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para 450403, €1
funcién de la concentracion de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.
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El valor de la viscosidad a un gradiente de deformacién de 50 s™ se lo conoce
cominmente como viscosidad de Kokini, y representa la velocidad de cizallamiento que
se detecta en la boca para alimentos de baja viscosidad (Akhar, Murray & Dickinson,
2006), y se traduciria a lo que aprecia el consumidor sensorialmente mientras lo tiene en
la boca (mouthfeel); esto determinaria una caracteristica muy importante que influye
directamente en la apreciacion de diferentes consistencias y viscosidades en el producto,

lo que estaria intimamente relacionado con la aceptabilidad del mismo.

IV.2.7.2. Andlisis del indice de tixotropia.

El indice de tixotropia (IT) fue determinado como el drea encerrada entre las curvas
de flujo ascendente y descendente (drea de histéresis). Esta drea es una medida de la
extension de la ruptura estructural en la muestra y es un indice de la energia por unidad
de tiempo y unidad de volumen necesaria para eliminar la influencia del tiempo en el
comportamiento de flujo (Halmos & Tiu, 1981; Rozycki & Seguro, 1995). Como un
ejemplo ilustrativo, las gréficas de esfuerzo de corte (7) en funcién del gradiente de
deformacion (y°) para las muestras 7 y 13 a los 3 y 31 dias de almacenamiento se
representa en la figura IV.15. El érea encerrada entre las curvas de flujo fue mayor
(mayor IT) para la muestra 13 y aquellas experiencias elaboradas con maxima cantidad
de 2 hidrocoloides, (principalmente gelatina), aumentando en promedio 6 veces el drea
de la muestra 13, comparada con la muestra 7 (tabla IV.10 y figura IV.15.).

Esto indica que las leches fermentadas con un alto contenido de hidrocoloides
(como es en el caso de la muestra 13) poseen un elevado numero de enlaces
principalmente no covalentes, responsables de la tixotropia (Rozycki y Seguro, 1995),
que son mds susceptibles a la ruptura estructural debido a la aplicacién de un esfuerzo
cortante; esto debe ser tenido en cuenta en el caso de agitacion, bombeo y transporte en
cafierias durante los procesos industriales.

Durante el periodo de almacenamiento (un mes), los productos presentaron un
comportamiento que caracteriza a los fluidos no newtonianos, mostrando a su vez ser
dependientes del tiempo de cizallamiento o tixotrépicos; su viscosidad disminuye
continuamente con el gradiente de deformacién y el tiempo de cizallamiento (accion
mecdnica), lo que sugiere la formacién de las interacciones de tipo no covalentes
mencionadas, durante la vida de anaquel, debido a la interaccién de los hidrocoloides

con otros componentes de la matriz.
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Figura I'V.15. Reogramas de esfuerzo de corte (1 [Pa]) en funcién del gradiente de deformacion
(7" [s"]) para el caso de estudio 1. (®): muestra 7 dia 3; (0): muestra 7 dia 31; (A ): muestra
13 dia 3; (A): muestra 13 dia 31.

El valor de IT,;,; maximo fue 6851,1 Pa.s™ y correspondi6 al experimento 13 (que
corresponde a las concentraciones maximas G y GEC, AMM intermedio); el valor
minimo fue 1044 Pa.s'l, correspondiente a la muestra 3 (sin G, maximo AMM e
intermedio GEC) (tabla IV.10.).

El modelo de prediccién hallado para I7,,; fue significativo (p < 0,0001) y muy
adecuado (R*> 0,95). La falta de ajuste fue no significativa (p > 0,05). La significancia
de los términos lineales aumento6 en el orden X, < X3 < X, es decir que la gelatina es la
que mayor influencia tiene sobre esta respuesta. Las interacciones X;.X3 y X5.X3 y el
término cuadratico X, resultaron significativos (tabla IV.11.).

En la figura IV.16. se puede observar la fuerte dependencia del /7,3 con respecto a
la G, siendo que el aumento de este hidrocoloide aumenta significativamente el valor de
este parametro. Por lo tanto, el mayor contenido de G favorece la formacion de enlaces
del tipo no covalentes (como interacciones hidrofébicas, fuerzas de van der Walls,
puentes de hidrégeno) que promueven la tixotropia (Barnes, 1997). Se observa que para
alcanzar valores elevados de IT, se requiere una minima variacién de la concentracién
de gelatina (si nos desplazamos por el grafico horizontalmente), cuando ésta es mayor a

0,3 - 0,4 % p/p. En cambio, la variacion de concentracién de GEC debe ser mucho
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mayor (si nos desplazamos por el grafico verticalmente), para alcanzar los mismos
valores de IT.

Resultados similares se obtuvieron a los 31 dias de almacenamiento, variando el
IT .3, desde 647,2 Pa.s™ (muestra 3: minimo G, maximo AMM, intermedio GEC) a
8412,9 Pa.s’! (muestra 2: maximo G y AMM, intermedio GEC), observindose un
aumento en la respuesta analizada (tabla IV.10). Las variaciones porcentuales de este
parametro en el almacenamiento fueron variables entre las diferentes muestras.

El almacenamiento provocé que la G sea el tinico factor significativo dentro de los
términos lineales, acentuando de esta manera su influencia directa sobre IT (tabla

IV.11).
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Figura IV.16. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para /7,3 en
funcidn de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su valor
intermedio, para el caso de estudio 1.
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IV.2.7.4. Variacion del esfuerzo de corte en funcion del tiempo de cizallamiento.

Los parametros tixotrépicos, A y B, se calcularon por linealizacién del modelo de
Weltmann (ec. 7), que ajusté adecuadamente los valores experimentales (generalmente
R?> 0,90) a partir de los reogramas esfuerzo de corte (t) vs. tiempo de cizallamiento (t)
a un gradiente de deformacion constante e igual a 50 s! (tabla IV.12.). Los valores de A
se determinaron de las ordenadas al origen, y los de B de las pendientes de las rectas.

El parametro A representa la resistencia inicial del producto a deformarse ante una
accion mecdnica, y el parametro B mide la velocidad con que se destruye la estructura
que provoca la dependencia con el tiempo. Los valores mds altos de B indican que una
muestra es mds susceptible a la pérdida de su estructura por accién mecdanica (Fiszman y

col., 1999).

Tabla IV.12. Valores promedios estimados de los pardmetros reoldgicos: resistencia
mdxima inicial (A), velocidad de ruptura estructural (B) y variacioén porcentual (V%)
de cada uno, para las experiencias del caso de estudio 1, a los 3 y 31 dias de
almacenamiento. R”: coeficiente de determinacién obtenido de la modelo de Weltmann.
[A] = Pa.s; [B] = Pa.s

E;I(? , D-lg 3 e S Dl-i;; 31 e V%A V%B
1 685,3 55,8 0,973 716 72,6 0,986 4,48 30,11
2 2060,5 214,5 0,994 | 22124 249 0,989 7,37 16,08
3 454 31,8 0,96 494 29,3 0,822 8,81 7,86
4 357,8 28,8 0,903 403 37,4 0,958 12,63 29,86
5 1558 170,7 0,99 1804,8 201,3 0,979 15,84 17,93
6 568.,9 52,9 0,847 667,9 64,2 0,968 17,40 21,36
7 457,6 41,4 0,988 580,6 68,8 0,974 26,88 66,18
8 4043 35,5 0,98 416,8 31,2 0,988 3,09 12,11
9 2149,6 267 0,934 | 2779,7 224,77 0,949 29,31 15,84
10 1002,3 54,9 0,977 | 1004,4 58 0,993 0,21 5,65
11 817,1 33,8 0,934 | 1289,5 37,8 0,924 57,81 11,83
12 989,7 68 0,986 | 1016,8 71,6 0,979 2,74 5,29
13 3100,5 301,3 0,995 | 4381,6 335,1 0,993 41,32 11,22
14 720 63,68 0,962 398,4 29,5 0,981 44,67 53,67

Los errores estandares fueron menores al 5%.

Al dia 3, la muestra que presentd el mayor valor de A fue el experimento 13
(médxima concentracion de G y GEC, intermedio AMM), con un valor de 3100,5 Pa.s;
en cambio, la experiencia 4 (nula concentraciéon de G y AMM, intermedia GEC) fue la

que mostro el valor minimo de dicho pardmetro, cuyo valor fue igual a 357,8 Pa.s. En el

144



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

caso del pardmetro B, nuevamente la muestra 13 fue la que presentd el valor maximo
(301,3 Pa.s) y el experimentos 4 el valor mds bajo de dicho pardmetro (28,8 Pa.s).

Se observé que la muestra que presenté mayor resistencia inicial, mostrandose mas
compacta y viscosa (N° 13), fue la que presenté mayor velocidad de ruptura de su
estructura, debido a que los hidrocoloides generan una pseudo-estructura resistente
ficticia, que se desmorona rdpidamente al tratarla mecanicamente (Rozycki y Seguro,
1995).

Los estadisticos del ANOVA correspondientes a los modelos propuestos para A y B
al dia 3, indican que los mismos son significativos (p < 0,0001), adecuados (R? y
Rz-ajustado > 0,90) y la falta de ajuste no significativa (p > 0,05) (tabla IV.13.). Para el
caso de la resistencia maxima inicial Agy3, €sta depende directamente de G y GEC

(términos lineales y cuadraticos de X; y X3 significativos), siendo mayor la influencia

de G.

Tabla IV.13. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para
A, B, (utilizando las variables del disefio codificadas) y estadisticos obtenidos a partir
del anédlisis ANOVA de cada modelo, para el dia 3 y 31 de almacenamiento de las

leches fermentadas probidticas con colesterol reducido obtenidas para el caso de
estudio 1.

Factores Dia 3 Dia 31
A B A B
C 508,65 76,74 233,18 54,5
X, 847,76 102,217 105147 104,6"
X, 6,38
X; 291,16 405,9" 14,21
X..X,
X1.X;3 354"
X,.X3
(X;)? 695,93 75,617 1157,3" 93,4
(X,)? 3241
(X3)? 329,61 705,31
Estadisticos
R’ 0,9316 0,9417 0,9003 0,9510
R’-ajust. 0,9012 0,9158 0,8506 0,9292
valor-F 30,64 36,33 20,33 43,65
WA e A 0,0691 0,1470 0,3640 0,7225
(p-valor)

Significancia: p <0,05; p<0,0L; p<0,001.

En cambio, la velocidad de ruptura estructural B,;,; depende de G (términos lineal y
cuadritico) y AMM (término cuadréatico), siendo también mayor la dependencia con G.
Por lo tanto, con una mayor concentracion de este gelificante, se necesita un mayor

esfuerzo de corte para comenzar a deformar la muestra y para romper la estructura, pero
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a su vez la estructura se desmorona mas rapido. Asi, las muestras que tuvieron mayor
resistencia inicial a la deformaciéon (mayor A) generalmente fueron aquellas cuya
estructura se destruyé mds rdpidamente (mayor B) siendo el experimento 13 (médxima
concentracion de G y GEC, intermedio AMM) quien cumpli6 con esto. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Basak y Ramaswamy (1994), Fiszman, Lluch, y
Salvador (1999), entre otros.

A partir de las graficas de superficie de respuesta y lineas de contorno de A3 en
funcién de G y GEC, manteniendo constante AMM en su proporcién intermedia (figura
IV.17. a y b) se puede ver que al aumentar el valor de G (principalmente), aumenta
considerablemente Ag;,3. La significancia de ambos términos cuadraticos produce una
curvatura de la superficie “hacia arriba” al desplazarnos sobre cada variable,

asemejandose la gréifica de superficie a un paraboloide eliptico.
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Figura IV.17. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para A3, en
funcioén de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.
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En el caso de B3, al no ser significativa la influencia de GEC sobre la respuesta, se
obtuvieron las gréificas en funcién de G y AMM, manteniendo constante GEC y en su
proporcién intermedia (figura IV.18).

En este caso, debido a la presencia del término cuadraitico negativo para el caso de
AMM, y positivo para G, se obtiene una gréfica de superficie de respuesta similar a una
silla de montar, propia de los paraboloides hiperbdlicos. Bg;,; toma los mayores valores

cuando G es mdxima y AMM se encuentra en el rango intermedio (0,5% m/m).
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Figura IV.18. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para B3, en
funcién de la concentracién de G y AMM, manteniendo constante GEC y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

Observando la tabla IV.12. puede sefalarse que los valores de A y B, de cada

muestra, tendieron a aumentar durante la vida de anaquel. Al dia 31 se observo la
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misma dependencia con las variables estudiadas que para el dia 3, con una mayor
significancia de la G por sobre los demds agentes espesantes. Se puede decir que los
hidrocoloides empleados favorecen la formacién de una estructura interna compacta,
resistente al cizallamiento inicial, cuyas caracteristicas aumentan durante la vida de
anaquel.

A modo de resumen, todas las muestras presentaron comportamiento tixotrépico, ya
que la viscosidad aparente disminuye gradualmente cuando las muestras estdn sujetas a
un gradiente de deformacién constante (en este caso 50 s'l), tratando de imitar como
seria la degradacion estructural en la boca durante el consumo de leches fermentadas.
Esta reduccioén, en estos tipos de productos, puede estar relacionada con varios factores.
Lucey (2002) sugiere que esto es resultado de la destruccion de enlaces débiles y una
disminucion de la suma de la repulsion electrostatica y la interaccion hidréfoba entre las
moléculas del gel. Karazhiyan et al. (2009) informaron de que el aumento de la
velocidad de cizallamiento y disminucién en la viscosidad se produce debido a una
ruptura de las estructuras macromoleculares en solucion, debido a la fuerza de
cizallamiento. Otros autores informaron que las fuerzas hidrodindmicas, al principio de
cizallamiento, son mds intensas, causando una mayor ruptura. Con el tiempo, estas
fuerzas generan un sistema de estiramiento que permite la alineacién de las moléculas
con la corriente o direccion de flujo y, en consecuencia, una reduccion en los valores de
viscosidad (Deb6n y col., 2010).

Por otro parte, las muestras con mayor contenido de G mostraron mayor A y B, y
esta tendencia se mantuvo en el tiempo, aumentando los valores de los pardmetros hacia
fin de vida qtil, en concordancia con el aumento de la consistencia (> K) y por lo tanto
una estructura mas firme y rigida que hace que se requiera un mayor esfuerzo cortante
para que ésta sea degradada. Por su parte, GEC influye positivamente también para el
caso de A pero con menos significancia. Lo mismo ocurre para AMM sobre B al dia 31.

Desde el punto de vista académico, los ensayos reométricos proveen informacién
util para comprender la aplicacion de modelos reoldgicos apropiados en este tipo de
productos, y como afectan los hidrocoloides sobre los parametros reoldgicos estudiados.

Desde el punto de vista industrial, la caracterizacion reoldgica de las leches
fermentadas es requerida para el control de calidad, disefio y evaluacién de los equipos
y accesorios, operaciones unitarias y pardmetros de procesos, vislumbrando la relacion
entre las propiedades estructurales y texturales y asegurando la aceptabilidad del

consumidor.
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IV.2.8. ANALISIS DEL PERFIL DE TEXTURA POR PENETROMETRIA.

La reologia del yogur y leches fermentadas se describe no sélo en términos de
viscosidad, sino también en términos de lo duro, fragil, eldstico y cohesivo que es. La
textura y propiedades reoldgicas de los productos lacteos coagulados se ven afectadas
por sus caracteristicas estructurales, influenciadas por factores composicionales y de
manufactura. Los analizadores de textura como el equipo Instron® permiten que los
alimentos sean evaluados en tales términos. El andlisis de perfil de textura se refiere
principalmente a la medicién de determinadas propiedades mecdnicas de un producto,
ya que se encuentra relacionado a las propiedades sensoriales detectadas por los seres
humanos.

La tabla IV.14. muestra los valores medios obtenidos para los diferentes pardmetros
calculados a partir de los perfiles de textura (Fuerza vs. tiempo) para las diferentes
leches fermentadas probidticas con colesterol reducido del caso de estudio 1, a los 3 y
31 dias de almacenamiento; mientras que la tabla IV.15. resume los coeficientes de los
términos significativos de los modelos obtenidos para todos los pardmetros evaluados y

sus estadisticos correspondientes.

IV.2.8.1. Dureza.

La dureza (Du) se define como la fuerza necesaria para alcanzar una deformacion
dada (Uprit y Mishra, 2004). Relacionando el término con la evaluacién sensorial, la
dureza simula la fuerza requerida para comprimir un alimento sélido entre los dientes
molares o un producto semi-s6lido (como es el caso de las leches fermentadas) entre la
lengua y el paladar. En este trabajo, los valores de Du variaron entre 0,0492 N (exp. 3:
sin G, mdximo AMM, intermedio GEC) y 0,4020 N (exp. 9: médxima G, intermedio
AMM, sin GEC) al dia 3 de almacenamiento, mientras que al dia 31 la variacién fue
entre 0,0488 N (exp. 3) y 0,4867 N (exp. 9) (tabla IV.14). En general, se observé un
aumento de este pardmetro durante la vida util y la variacién porcentual con respecto al
inicio, fue diversa entre las muestras, siendo las muestras 11 y 14 las que mds variaron

sus durezas entre un periodo y otro, y la muestra 3 la que menos.
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Tabla IV.14. Valores promedios estimados de los pardmetros de perfil de textura por penetrometria: Dureza (Du), Adhesividad (Ad),
Elasticidad (El), Cohesividad (Coh), Gomosidad (Go) y Masticabilidad (Ma) y variacién porcentual (V%) de los mismos, estimados a
partir de las curvas Fuerza vs. tiempo para las leches fermentadas probidticas con colesterol reducido del caso de estudio 1, a los 3 y 31 dias
de almacenamiento. [Du] = N, [Ad] = N.s™, [Go] =N; [Ma] =N

Experiencia N°

HIRIEEDS | g 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Duges | 00637 02434 0,0492 0,573 02538 0,1324 00604 0,0683 0,402 0,1477 0,0809 0,0922 0,3913 0,072
Dug,s; 00508 02483 0,0488 0,0717 03155 0,1528 0,0682 0,0718 04867 0,1498 0,2235 0,0954 0,4065 0,1342
V%ou 2025 201 081 2513 2431 1541 1291 512 2107 142 17627 347 388 8639
Adgs | 1,1969 3,1352 09076 1,0406 25226 1,6532 1,113 1,1232 3,8481 1,7025 14577 13562 3,7054 1,2392
Adgs; | 14685 39087 15015 1.6822 32541 2,0422 17044 19113 43742 26615 24042 25124 42977 15826
V% 2269 2467 6544 61,66 2900 2353 53,14 70,17 13.67 5633 6493 8525 1598 2771
Eligs 1,0009 0,9974 0,9854 1,006 0,952 1,0031 0,9825 009862 0,9883 0,9974 09951 0,9952 0,9882 1,000l
Elis | 09856 09809 0,9933 09918 09998 1,0012 1,002 009952 0,9912 0,9982 09975 09962 0,9915 0,9923
Vg 153 1,65 080 142 046 0,19 198 091 029 008 024 0,10 033 0,78
Cohg,; | 0.8124 0,6528 0,7231 0,7866 0,6832 0,7025 0,7761 0,7462 0,6739 0,7213 0,7369 0,7021 0,6328 0,7981
Cohgezr | 0,6543 04224 0,5815 0,7065 04723 0,4932 0,6628 0,6031 0,447 0,5089 0,5918 0,5224 0,436 0,6824
V%con 19.46 3529 19,58 10,18 30,87 2979 14,60 19,18 33,67 2945 19,69 2559 31,10 14,50
Goaws | 0,0517 0,1589 0,0356 0,0451 0,1734 0,0930 0,0469 0,0510 02709 0,1065 0,0596 0,0647 02476 0,0575
Goawsi | 0,0332 0,1049 0,0284 0,0507 0,1490 0,0754 0,0452 0,0433 02176 0,0762 0,1323 0,0498 0,1772 0,0916
V%o 3577 33,99 2024 1239 1406 1898 3,57 1504 19,69 2844 121,87 2301 2842 5937
Magg; | 0,0518 0,1585 0,0351 0,0453 0,1726 0,0933 0,046 0,0503 02677 0,1063 0,0593 0,0644 02447 0,0575
Magys | 00328 0,1029 0,0282 0,0502 0,1490 0,0755 0,0453 0,0431 02156 0,0761 0,1319 0,0496 0,1757 0,0909
Vora 36,75 3508 19,60 10,79 13.67 19,13 1,66 1426 1946 2839 12240 2293 2818 58,13

*Valores absolutos. Los errores estandares fueron menores al 5%.
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Tabla IV.15. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para Dureza (Du), Adhesividad (Ad), Cohesividad (Coh),
Gomosidad (Go) y Masticabilidad (Ma) (utilizando las variables del disefio codificadas) y estadisticos obtenidos a partir del anélisis ANOVA de
cada modelo, para el dia 3 y 31 de almacenamiento de las leches fermentadas probidticas con colesterol reducido obtenidas para el caso de

estudio 1.
Factores Dia 3 Dia 31
Du Ad Coh Go Ma Du Ad Coh Go Ma
C 0,052 1,06 0,81 0,043 0,044 0,052 1,58 0,67 0,062 0,062
X, 0,137 L,09™  -0,0477 0,083 0,082 0,137 1,077 -0,096" 0,049 0,048
X, 0,015 0,094 0,037  -987.10* -1,16.10°
X; 6,12.10° 0,061 -0,013" 2,1.10° 2,16.10° 0,012 0,23 -0,018" 6,75.10° 6,75.10°
X1.X, 0,21° 0,019
X1.X;3 -0,059" 0,19 -0,032° -0,032°
X2.X3 | | 0,016 | 0,024
(Xy)? 0,117 0,92 -0,053" 0,066 0,065 0,147 0,97 0,060 0,051 0,051
(X2)? 0,040 0,063 -0,031° 0,03
(X3)? 0,067 047" 0,047 0,041 0,041 0,085 0,67  -0,074" 0,029 0,029
Estadisticos
R’ 0,9293 0,9417 0,9619 0,9201 0,9205 09112 09918 0,9858 0,9049 0,9019
R*-ajust. 0,978 0,9158 0,9174 0,8846 0,8851 0,8557  0,9822 0,9634 0,7939 0,7875
valor-F 26,56 36,36 21,63 25,9 26,03 16,42 103,24 43,77 8,15 7,88
Falta
de ajuste 0,1086 0,0739 0,4296 0,1106 0,1141 0,7073 03910 0,6635 0,8773 0,8702
(p-valor)

Significancia

. p<0,05 p<00L; p<0,00L.
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Los coeficientes de los términos de modelos mateméticos simplificados obtenidos
para este parametro se observan en la tabla IV.15. Por su parte, los estadisticos hallados
mediante andlisis ANOVA indican que los modelos explican con méas de un 85% la
variabilidad de los datos experimentales tanto para Du,;,3 como Dugzsi, la falta de ajuste
resulté no significativa (p > 0,05) y el test F confirmé la significancia de los mismos
(p <0,001). X; (correspondiente a G) fue el dnico término lineal significativo dentro de
los factores estudiados en ambos periodos. También fueron significativos los términos
cuadréticos X; y X3 y la interacciéon X;.X3 (sélo para dia 31). A modo de ejemplo, se
muestran las gréficas de superficie de respuesta y lineas de contorno encontradas para
Dugi,3 en funcion de G y GEC, manteniendo AMM constante y en concentracion
intermedia (figura IV.19.). A medida que aumenta la concentraciéon de G, aumenta la
Dug;,3, observandose que por debajo de 0,3% de G existe una zona de minimo de este
parametro (independientemente del valor de GEC). Las curvaturas “hacia arriba” sobre
ambos ejes indica la participacion positiva de los términos cuadriticos correspondientes

a G y GEC. Por su parte, Du;,3; tuvo un comportamiento similar.
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Figura IV.19. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Du,,; en
funcioén de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM vy en nivel intermedio,
para el caso de estudio 1.
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De esta manera, aquellas muestras con mayor contenido de G (principalmente)
resultaron mds duras y firmes, lo que se observa en la dependencia directa con respecto
al hidrocoloide en estudio. Se ha visto por estudios con micrografias que aquellos
yogures que poseen concentraciones mds altas de G muestran una estructura densa,
altamente ramificada con un interior con pocas celdas de aire; siendo al parecer que la G
formaria una red dentro de la micela de caseina, generdndose una estructura més firme

(Supavititpatana y col. 2007).

IV.2.8.2. Adhesividad.

La adhesividad (Ad) resulta un drea negativa en el ensayo realizado, pero para el
andlisis de datos se tomaron los valores absolutos. En el caso de la experiencia 9, ésta
fue la que presentd mayor adhesividad tanto a los 3 como a los 31 dias de vida til
(3,8481 N.s! y 4,3742 N.s'l, respectivamente), mientras que las experiencias 3 (al dia 3)
y 1 (al dia 31) presentaron los valores minimos para este pardmetro (0,9076 N.s™ y
1,4685 N.s'l, respectivamente). En general Ad se incrementd durante el almacenamiento
y ese incremento por lo general fue superior al 20%, comparando con los valores al
inicio (tabla IV.14.).

Se obtuvieron modelos mateméticos adecuados (R* y R*-ajustado > 0,90) y
significativos (p < 0,0001) para Ad en ambos tiempos ensayados. La falta de ajuste fue
no significativa (p > 0,05) (tabla IV.15.).

La Adg,3, fue afectada por la concentracion de G a través de los términos lineales y
cuadraticos y por el término cuadritico de GEC. El término lineal de GEC es no
significativo pero se lo adiciond para mantener la jerarquia del modelo. En la figura
IV.20. se observa como disminuye Ad, ;3 al reducir la concentracion de G, sin importar
practicamente la concentraciéon de GEC utilizada. Nuevamente, una zona de minimo de
la respuesta se observa en concentraciones por debajo de 0,3% m/m de G.

Para Adgys;, los términos lineales correspondientes a G y GEC resultaron
significativos (siendo de mayor significancia el término de G). A su vez, también las
interacciones X;.X; y X;.X3 y los términos cuadriticos X12 y X32 resultaron
significativos para el modelo hallado. Esto significa que al aumentar la concentracién de
G (principalmente) y GEC aumenta el valor de Ad,3;.

A nivel global, las muestras que presentaron mayor Ad fueron las que contenian
mayor porcentaje de G en su composicion, independientemente de la cantidad de GEC y

AMM, demostrando que se requiere una mayor fuerza para remover el material
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adherido a la boca durante el consumo de aquellas leches fermentadas producidas con

mayor contenido de G.
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Figura IV.20. Graficas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Ad;,; en
funcién de la concentracion de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

IV.2.8.3. Elasticidad.

En términos fisicos, la Elasticidad (El) es la relacion de recuperacion de la
deformacion después de retirar la fuerza ejercida. Sensorialmente, se podria describir
como el grado en que un producto vuelve a su forma original luego de ser presionado
por la lengua o los dientes (Szczesniak, 2002).

En este trabajo, todas las muestras presentaron una E! (entre 0,98 y 1,00) similar
entre ellas y durante el almacenamiento, por lo tanto la variacién porcentual fue
practicamente despreciable (tabla IV.14., figura 1V.21.), por lo tanto la El no se vio

afectada por los aditivos estudiados. Estos resultados son contrarios a los hallados por
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Supavititpatana y col. (2007) donde aquellas muestras con mayor concentracion de G
demostraron ser mds eldsticas, lo que seria que recuperaban su estructura original mas
rapidamente luego de haber eliminado la fuerza de deformacién. Sin embargo, se pudo
corroborar que los valores fueron similares a los obtenidos por Vercet y col. (2002) en
trabajos sobre yogures, mientras que Kumar y Mishra (2004) no encontraron diferencias
significativas entre yogures de soja adicionados con gelatina, pectina o alginato de sodio

y el control (sin aditivos).
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Figura I'V.21. Elasticidad promedio para las experiencias del caso de estudio 1 en funcién
del almacenamiento (dia 3: azul y dia 31: rojo).

IV.2.8.4. Cohesividad.

Por su parte, la Cohesividad (Coh) se define como el grado en que un material se
puede deformar antes de su ruptura y depende de la fuerza de los enlaces internos
(mayor es la fuerza, mayor es la cohesion). Desde el punto de vista sensorial, es el grado
al cual la muestra se deforma antes de romperse cuando se mastica con los dientes
molares.

En este trabajo los valores de Coh oscilaron entre 0,6328 (exp. 13: mixima G y
GEC, intermedio AMM) y 0,8124 (exp. 4: sin G ni AMM, intermedio GEC) al dia 3
posterior a la elaboracion de las leches fermentadas, mientras que para el dia 31, los
valores fueron entre 0,436 (exp. 13) y 0,7065 (exp. 1: concentracién intermedia de los 3
aditivos) (Tabla IV.14.). La variacion porcentual entre ambos periodos fue entre 10-

35% comparada con los valores al inicio.
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La Coh disminuy6 durante la vida util. A medida que el tiempo de almacenamiento
transcurre, se esperaria que el producto sea mas cohesivo (sus particulas mds unidas),
seglin los resultados reoldgicos obtenidos en cuanto al aumento de consistencia y
viscosidad. Por otra parte, la matriz proteica en los productos licteos es la mayor
responsable de la cohesividad. Al igual de lo que ocurre con los quesos, en el producto
en estudio y durante el almacenamiento, la matriz proteica sufre protedlisis. Los
componentes sufren reordenamientos de enlaces, asociaciones e interacciones que
resultan que la microestructura del queso y yogures sea alterada (Ganesh, 2006),
promoviendo comportamientos tedricamente no esperados, en concordancia con
respecto a una matriz tan compleja como los productos lacteos formulados, entre otras
cosas, con hidrocoloides.

Algunos investigadores (Maroziene y Kruif, 2000) observaron, en productos lacteos
fermentados, que a concentraciones medias y bajas de hidrocoloides agregados sus
moléculas se adsorben sobre las micelas de caseina, enlazandose a través de una
floculacion parcial, pero a elevadas concentraciones (> 0,4 %) dichas micelas se
recubren totalmente con las moléculas de hidrocoloides, y la atraccion entre ellas
disminuye.

Los modelos matematicos obtenidos a partir de las regresiones multiples para
Cohgiu3 y Cohgiuz; pudieron explicar la variacion de la respuesta en funcién de las
variables de estudio. Los R? y R’ — ajustado fueron superiores a 0,90, por lo tanto mas
del 90% de la variacién de los resultados pueden explicarse por los modelos obtenidos
en este caso. Por otro lado, los modelos fueron significativos al 99% de confianza y la
falta de ajuste no significativa (p > 0,05). En ambos dias, la Coh dependi6 linealmente y
de manera negativa de las 3 variables en estudio siendo el orden de significancia: X; >
X5 > X3 (es decir, que la influencia fue G > AMM > GEC). Por otro lado, la interaccién
X5.X3 y los términos cuadraticos X12, X22 y X32 fueron significativos (tabla IV.15.).

A partir de las gréficas de superficie de respuesta y lineas de contorno (figura
IV.22.) se puede observar como el incremento de la gelatina y almidén modificado de
mandioca producen un producto menos cohesivo, manteniendo GEC constante y en
proporcién intermedia, es decir que la estructura se desmoronaria més facilmente cuanto
mayor es el contenido de estos dos hidrocoloides.

Esto estaria relacionado con la velocidad de destruccién estructural (B) de los
ensayos reoldgicos, donde los mayores valores de este pardmetro se obtuvieron para

aquellas muestras que contenian mayor concentracién de hidrocoloides, y segin este
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ultimo andlisis también se observa que son menos cohesivas y mds facil de

desmoronarse durante la primer mordida (tratamiento mecanico).
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Figura I'V.22. Griéficas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Cohgy,; en
funcién de la concentracién de G y AMM, manteniendo constante GEC y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

IV.2.8.5. Gomosidad y Masticabilidad.

La Gomosidad (Go) y Masticabilidad (Ma) para una misma muestra presentaron
valores practicamente iguales (debido a que la Ma se calcula a partir de la Go por la El y
al ser la El practicamente igual a 1, 1a Ma termina siendo igual que la Go).

A los 3 dias, los valores de ambos pardmetros fueron desde 0,0356 (exp. 3: sin G,
maximo AMM e intermedio GEC) hasta 0,2709 (exp. 9: mixima G, intermedio AMM y
sin GEC). Las muestras con mayor contenido de hidrocoloides fueron las mas gomosas
(mayor energia para deglutir) y mayor energia se requiere para masticarlo, por presentar
mayor dureza. Nuevamente, contrario a lo esperado, el almacenamiento provocé una
disminucién en los valores de ambos pardmetros, debido a que ambos dependen de los

valores de Coh (siendo que ésta también disminuyo).
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Los modelos mateméticos permiten explicar que ambos pardmetros tanto para el dia
3 como el 31 de almacenamiento dependieron linealmente de la concentracién de G
(siendo X el dnico término lineal significativo) y de los términos cuadraticos para X; y
Xs.

A modo de ejemplo, la figura IV.23. muestra lo anteriormente expuesto en las
gréificas de contorno para Goyi,; en funcion de G y GEC, manteniendo AMM constante
y en su concentracién intermedia. El aumento de la G produce un aumento significativo
en la respuesta, mientras que GEC sélo influye en la curvatura del sistema (a través del

término cuadrético significativo de la ecuacion obtenida).
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Figura I'V.23. Griéficas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Goy,; en
funcidn de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.
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Por lo tanto, se podria decir que la adicion de G (principalmente) y en menor
proporcion GEC y AMM a la formulacion de leches fermentadas contribuye a enaltecer
las propiedades texturales como dureza, adhesividad, gomosidad y masticabilidad, en el
caso de la cohesividad tiende a disminuir con el agregado de hidrocoloides,
caracteristicas que se pueden atribuir a la capacidad de retencién de agua y propiedades
gelificantes/espesantes de las variables en estudio (hidrocoloides). No se observaron
diferencias en la elasticidad de las muestras analizadas. El almacenamiento promueve

que los productos sean més duros, adhesivos y menos cohesivos.

IV.2.9. ANALISIS SENSORIAL.

1V.2.9.1. Descriptores de textura.

En la tabla IV.16. se presentan los valores promedios de los descriptores de textura:
Consistencia (Co), Cremosidad (Cre), Aspereza (Asp) y Astringencia (Ast) para cada
experiencia, a cada tiempo de ensayo (dia 3 y 31 luego de elaboradas las leches
fermentadas).

La Co y Cre fueron los atributos que mayor variacién presentaron entre las
muestras.

Para el caso de la Co la misma vari6 practicamente en toda la escala considerada de
10 cm, obteniéndose puntajes desde 0,8 (exp. 3 y 8) hasta 9 (exp. 2) para el dia 3 de
almacenamiento, pudiéndose discriminar adecuadamente entre los distintos productos
obtenidos y simulando las diferentes consistencias que se presentan en el mercado
(desde yogurt tipo bebible a firme). A los 31 dias, en general los valores promedios se
incrementaron para las diferentes muestras, y se observd el mismo comportamiento que
al dia 3; esto también se puede corroborar a través de los graficos de arafia que se
presentan en la figura IV.24. a). La experiencia 8 fue la que mayor variacién presentd
durante el almacenamiento (337,5%), mientras que el caso inverso se dio para la
experiencia 2 (1,1%). Las muestras 2, 5,9 y 13 (todas con médxima cantidad de G en su
formulacién) fueron las que menor variacion presentaron entre principio y fin de vida
util (< 10%), lo cual es importante a la hora de trabajar con hidrocoloides, para
contribuir a que las caracteristicas necesarias del producto se mantengan durante toda la

vida util, en este caso la calidad sensorial respecto a la consistencia del producto.
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En el caso de la Cre vari6 entre 2,40 (exp. 7) y 8,3 (exp. 2 y 5) al dia 3 de
elaboradas las leches fermentadas, y estos valores, se mantuvieron o incrementaron en
poca proporcion durante la vida de anaquel (generalmente la variacién porcentual fue
menor al 10%) (tabla IV.16). Tal como indica la figura IV.24. b) las gréificas de araia se
encuentran practicamente superpuestas en la valoracion de cada una de las muestras en
ambos tiempos de ensayos. En el caso de la experiencia 7 (sin G ni GEC, intermedio
AMM), fue la que mayor variacién presentd entre ambos periodos ensayados (%V

54,2%), incrementdndose significativamente su percepcion hacia el fin de vida util.
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Figura I'V.24. Diagramas de arafia para cada descriptor de textura: a) Consistencia, b)
Cremosidad, c) Aspereza, d) Astringencia que comparan los puntajes asignados a cada muestra
para dos tiempos de ensayo (color gris: dia 3 y color negro: 31), para el caso de estudio 1.
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Tabla IV.16. Puntajes promedios para los descriptores de textura: Consistencia (Co), Cremosidad (Cre), Aspereza (Asp) y Astringencia (Ast) 'y
variacion porcentual (V%) de las muestras de leches fermentadas probidticas con colesterol reducido evaluadas sensorialmente a los 3 y 31 dias
de vida qtil para el caso de estudio 1.

CONSISTENCIA CREMOSIDAD ASPEREZA ASTRINGENCIA
Exp. N° Dias Dias Dias Dias

3 31 %V 3 31 %V 3 31 %V 3 31 %V
1 2,58 2,98 15,5 4,87 4,7 3,5 1,4 1,8 28,6 1,5 1,75 16,7
2 9 8,9 1,1 8,3 8,4 1,2 0,9 1 11,1 0,8 1,3 62,5
3 0,8 1,1 37,5 7,65 7,75 1,3 0,9 1 11,1 1 1,8 80
4 1 0,7 30 3,1 2,8 9,7 0,8 1,1 37,5 1,1 1,6 45,5
5 8,5 8,8 35 8,3 7.9 4,8 1 1.4 40 0,9 1,1 22,2
6 3,9 5,2 33,3 7 6,7 43 1,4 1,8 28,6 2,71 2,8 3,3
7 0,98 0,45 54,1 2,4 3,7 54,2 1,81 1,82 0,6 3 2,76 8
8 0,8 3,5 337.,5 3,2 3,6 12,5 1,6 1,7 6,2 2,15 2,2 2,3
9 7,1 7,62 7,3 7,49 7,65 2,1 1,89 2,25 19 2,01 2 0,5
10 3,1 4.4 41,9 7,9 1,7 2,5 1,6 1,8 12,5 1,8 1,5 16,7
11 3,39 6,1 80 7,63 8,08 59 1,13 1,28 13,3 1,59 1,9 19,5
12 2,1 2,9 38,1 7,5 7,2 4 1,3 1,6 23,1 1,5 1,9 26,7
13 8,12 8,55 53 7,96 8,61 8,2 1,37 1,9 38,7 1 1,3 30
14 2,75 3,2 16,4 5,02 49 2,4 1,3 1,7 30,8 1 1,71 71

Los errores estandares fueron menores al 10%.
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Los descriptores Asp y Ast recibieron puntuaciones bajas entre las diferentes
muestras (Tabla IV.16. y Figura IV.24. c¢) y d)), y generalmente menor a 2, que se puede
considerar como un limite aceptable por el panel evaluador. La percepcion de los
mismos también se incrementd durante el almacenamiento (entre un 0,6 — 40% para el
caso de Asp y 0,5 — 80% para el caso de Ast).

Generalmente, las experiencias con maxima concentracion de G obtuvieron los
puntajes mds elevados para Co y Cre. El mismo comportamiento se observé a los 31
dias.

A través de regresion multiple de los datos de Co (tabla IV.17.) con las variables de
disefio codificadas, a los 3 y 31 dias de almacenamiento, se obtuvieron modelos
predictivos significativos (p < 0,001), que permitieron ajustar los valores experimentales
muy adecuadamente y explicaron la variabilidad de los datos experimentales en mds del
80%. Ademads, la falta de ajuste resulto ser no significativa (p > 0,05).

Como puede observarse en la tabla IV.17., la Co depende tnica y directamente de la
concentracion de G utilizada, es decir que la G gobierna la firmeza y consistencia de
este tipo de producto, independientemente de las concentraciones de GEC y AMM
utilizadas.

En la figura IV.25. a) se muestra la superficie de respuesta obtenida para Co en
funcion de la concentracion de G y GEC, manteniendo constante AMM en su
proporcion intermedia. Alli puede observarse que los valores mas altos de Co sensorial
se alcanzan a concentraciones mayores de G y que la respuesta solamente varia en
funcion de esta sola variable, independientemente de la concentracién de GEC Y AMM
utilizadas. El término cuadratico significativo de G le otorga la curvatura al sistema. La
grafica de contornos (figura IV.25. b), por su parte, muestra lineas paralelas que hacen
ver la dependencia solamente de G. El mismo comportamiento y dependencia con la
variable G se observo al dia 31.

Se encontraron modelos predictivos para intentar explicar el comportamiento de Cre
respecto a las variables en estudio durante el almacenamiento (Tabla IV.17.). Se pudo
observar que todos los términos de la ecuacidon polinomial cuadritica (lineales,
interacciones y cuadriticos) resultaron ser significativos para este descriptor,
demostrando que los 3 hidrocoloides influyen en la cremosidad del producto, en similar
medida G y GEC con un poco menor influencia de AMM. Hacia el final de la vida til

la influencia de las tres variables es muy similar.
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Tabla IV.17. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para los descriptores de textura: Consistencia (Co),
Cremosidad (Cre), Aspereza (Asp) y Astringencia (Ast) (utilizando las variables del disefio codificadas) y estadisticos obtenidos a partir

del andlisis ANOVA de cada modelo, para el dia 3 y 31 de almacenamiento de las leches fermentadas probidticas con colesterol reducido
obtenidas para el caso de estudio 1.

Factores Dia 3 Dia 31
Co Cre Asp Ast Co Cre Asp Ast
C 2,54 4,94 1,35 1,05 3,70 4,80 1,75 1,73
X; 3,327 1,417 0,065 0,25 3,197 1,28 0,17° 0,30
X, 1,097 0,064 1,137 0,025 0,075
X; 1,36 0,217 0,50 1,247 -0,12" 0,407
X1.X; 1,147 L1
X1.X3 1,197 0,86
X,.X3 0,85 " 0,65 0,25
(Xy)? 2,327 0,93 -0,24" 1,58 1,317 0,25 0,197
(X2)? 0,96 -0,21° 0,60 0,36 -0,085"
(X3)? 0,49 0,44" 0,92 0,90 0,33 0,45
Estadisticos
R® 0,8992 0,9986 0,9320 0,8700 0,8699 0,9865 0,8542 0,9912
R’-ajust. 0,8809 0,9955 0,8738 0,8310 0,8281 0,9560 0,7255 0,9810
valor-F 49,07 323,56 16 22,31 18,40 32,36 6,73 96,83
Fa:;agﬁ 3;‘)“" 0,0854 0,4635 0,3763 0,7703 0,0737 02115 0,2532 0,2800

Significancia: p<0,05; p=0,01; p=<0,001
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Figura I'V.25. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Coy,; en
funcidn de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

Los términos lineales y cuadraticos fueron positivos, las interacciones negativas; por
ende, en todos los casos la influencia de cada una de las variables va a depender del
valor que tome cualquiera de las otras 2. Analizando la figura IV.26., se puede observar
que el valor de Cre aumenta al aumentar la concentracion de G y AMM, manteniendo
GEC constante en su nivel intermedio al dia 3 de almacenamiento. La misma tendencia
se observé hacia el fin de vida util.

La Cremosidad es esencial en varios productos lacteos y se la relaciona
positivamente con la sensacion de agrado en este tipo de productos. Los consumidores
parecen considerar un producto "cremoso" cuando tiene un alto contenido de grasa,
tiene sabor lacteo y una textura viscosa, resbaladiza y grasienta en la boca (Richardson-

Harman y col., 2000; Johansen y col., 2008).
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En sistemas fluidos, los sustitutos grasos derivados de hidratos de carbono, como
AM, pueden impartir una sensacion lubricante y de cremosidad cuando el alimento es
consumido (Homsey, 2000; Johnson y col., 2009). Por su lado, G estd caracterizada por
proporcionar un cuerpo suave y cremoso a los alimentos bajos en grasa. La G atrapa los
glébulos grasos y promueve la percepcion de cremosidad durante el consumo (Cole,
2000). Por su parte, los galactomananos como la GEC, son usados en formulaciones de
bajo contenido graso para actuar como agentes espesantes para la lubricacion y control
de flujo, lo que ayuda a dar propiedades percibidas similares a la grasa (como sensaciéon

cremosa en la boca) (Roller & Jones, 1996).

Cre dia 3

1.00

(744123
_ 6.5925
0.75 —=

0.50

0.25

[7.44125]

0.00

0.00 0.15 0.30 0.45 0.60
X1: G
X2: AMM

b
Figura IV.26. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Cre 3, en

funcién de la concentracién de G y AMM, manteniendo constante GEC y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

En el caso de la Asp se encontraron modelos predictivos tanto para 3 como 31 dias.

El término lineal correspondiente a la GEC (X3) resulto ser el més significativo dentro
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de los términos lineales, disminuyendo el valor de este descriptor, al aumentar la
proporcion de este hidrocoloide, mientras que el término cuadritico de éste resultd
positivo, otorgandole curvatura “hacia arriba” a la superficie de respuesta obtenida
(Figura IV.27.a). La zona donde se hace minima la respuesta estaria delimitada por
concentraciones intermedias de GEC (entre 0,25 - 0,38 %m/m) (Fig. IV.27.b),

independientemente del valor que tome G.
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Figura IV.27. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Asp .3, en
funcidn de la concentracion de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

Por su parte, los términos lineales de G y AMM indican una influencia directa de
estas variables sobre la respuesta analizada, mientras que los términos cuadriticos

resultan tener coeficientes negativos, lo que le da una curvatura “hacia abajo” a la
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grifica de superficie de respuesta cuando se analizan G y AMM, manteniendo GEC
constante en su nivel intermedio (figura IV.28.). La zona de médximo valor para este

descriptor estaria comprendida un poco por arriba del valor intermedio de G y AMM.

Asp dia 3

Asp dia 3

1.00

1.16322

X1:G
X2: AMM

b

Figura I'V.28. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Aspg,3, en
funcién de la concentracién de G y AMM, manteniendo constante GEC y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

A partir del ANOVA (Tabla IV.17.) se puede ver que el modelo de prediccion
desarrollado para la Ast resulté significativo (p < 0,001) y adecuado, siendo la falta de
ajuste no significativa (p > 0,05). Analizando los coeficientes de determinacién (Rz) se
puede ver que el modelo explica el 87% de la variabilidad de los datos experimentales
para el dia 3, y el 99% para el dia 31 de almacenamiento.

A través del analisis de los términos lineales de los modelos hallados, se observo
que el aumento de G y GEC tiende a disminuir el valor de este descriptor, observandose

una mayor influencia de la GEC sobre la respuesta. Esto significa que la Astringencia
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disminuye mds rapidamente con el aumento de GEC que con el aumento de G (figura
IV.29.). No se observa influencia significativa del AMM. Este comportamiento se

observé tanto al dia 3 como al 31 después de elaboradas las leches fermentadas.
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Figura I'V.29. Grificas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para Ast,,3, en
funcién de la concentracién de G y GEC, manteniendo constante AMM y en su nivel
intermedio, para el caso de estudio 1.

La Asp y Ast de un producto alimenticio son cuantificadas principalmente por
evaluacion sensorial, ya que resulta dificil utilizar algin instrumento de medida que
pueda percibir estos atributos.

Por otro lado, las leches fermentadas en las cuales se percibe un alto grado de estos
descriptores no son aceptables por los consumidores. Por lo tanto, es importante que los
aditivos utilizados (como en el caso de los hidrocoloides) no incrementen este tipo de
caracteristicas o bien sirvan para enmascararlas (Gallardo-Escamilla y col. 2007). En
este sentido, la GEC cumpliria un rol importante (cuando esté en altas concentraciones)

en el mantenimiento constante o estable de la calidad sensorial en cuanto a los

168
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descriptores Asp y Ast durante el periodo de tiempo ensayado, siendo que aquellas
muestras con mayor contenido de este hidrocoloide son las que menor puntaje
presentaron de estos descriptores durante el almacenamiento.

A manera de resumen, se podria decir que la Co sensorial estaria gobernada y
favorecida principalmente por la G, de la misma manera a lo que ocurri6 en el andlisis
reoldgico (indice de consistencia, K; y K;); mientras que la GEC enmascararia la
percepcion de Asp y Ast, aunque estos descriptores tienen, en todas las muestras, valores
bajos. Las 3 variables en conjunto, participarian en el aumento de la Cre. Ademas, las
caracteristicas texturales generalmente se conservan durante la vida de anaquel, lo que

permite asegurar la calidad y estabilidad sensorial del producto.

1V.2.9.2. Descriptores de flavor.

El flavor, es una consecuencia de una compleja informacion sensitiva proporcionada
por el gusto, el olfato y las sensaciones tactiles que se producen cuando un alimento esta
en la boca y se mastica. Los compuestos de flavor de las leches fermentadas estdn
determinados por el balance entre: compuestos de flavor derivados de grasas, proteinas
o carbohidratos y el flavor distintivo contribuido por el 4cido lictico y una mezcla
compleja de compuestos aromadticos, que incluyen los voldtiles ya presentes en la leche
y compuestos especificos producidos a partir de la fermentacion de la leche.

Las tablas IV.18 y IV.19. muestran las medias ponderadas (Mp) y los porcentajes
percibidos (%Perc.) de los descriptores de flavor (“crema”; “cocido”, “suero”,
“acido”, “leche en polvo” y “dulce’) obtenidos del panel de evaluadores entrenados,
teniendo en cuenta para el calculo los valores a los 3 y 31 dias de almacenamiento, para
cada experimento.

El promedio ponderado se calculé mediante la sumatoria de los puntajes asignados a
cada opinién (1 = Apenas perceptible, 3 = Poco perceptible, 5 = Moderadamente
perceptible, 7 = Muy perceptible, 9 = Extremadamente perceptible) por el nlimero de
panelistas que eligié dicha opinidn, sobre el total de panelistas. Al trabajar con la media
ponderada, a cada valor se le asigna una ponderacioén y por lo tanto algunos valores
influirdn mas que otros. Por otro lado, el porcentaje percibido resulta ser el porcentaje
de evaluadores que detecto el descriptor en algin nivel de intensidad, respecto del total

de evaluadores entrenados.
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Tabla IV.18. Puntajes medios ponderados y porcentajes percibidos para los atributos de flavor: “crema”, “suero”, “leche en polvo” para las

diferentes muestras ensayadas del disefio de Box-Behnken a los 3 y 31 dias de almacenamiento, para el caso de estudio 1.

“A crema” “A suero” “A leche en polvo”
Exp. N° Dia 3 Dia 31 Dia 3 Dia 31 Dia 3 Dia 31
Mp %Perc. Mp %Perc. Mp %Perc. Mp %Perc. Mp %oPerc. Mp %oPerc.
1 0,4 20 0,1 11 0,5 10 0,3 11 0,6 20 0,4 22,2
2 0,5 25 0,4 12,5 0,6 12,5 0 0 0,9 37,5 1 25
3 0,4 12,5 0,4 12,5 2 50 1,1 37,5 1.9 50 0,9 37,5
4 0,4 12,5 0,1 12,5 0,4 12,5 1 25 0,9 37,5 0,5 25
5 1,4 37,5 1,2 25 0,6 12,5 0,4 12,5 1 25 0,6 12,5
6 0,4 12,5 0,6 12,5 0,5 25 0,1 12,5 0,8 25 0,6 12,5
7 0,6 11,1 0,1 11,1 1 33,3 0,6 11,1 0,2 22,2 0 0
8 0,5 25 0,1 12,5 1,1 25 0,6 12,5 2,8 75 1.9 62,5
9 0,1 12,5 0 0 1 25 0,6 28,6 0,1 12,5 0,7 14,3
10 0,1 12,5 0,1 12,5 0,9 12,5 1,1 12,5 0,5 25 1,1 37,5
11 0,6 12,5 0 0 0,6 12,5 0,9 28,6 0,8 25 0,9 28,6
12 1,1 37,5 1,1 37,5 1,1 37,5 1,1 37,5 1 25 0,6 12,5
13 1.4 33,3 0,8 11,1 0,9 22,2 0,7 22,2 0,8 33,3 0 0
14 1,2 33,3 1,2 33,3 0,1 11,1 0,4 22,2 0,9 22,2 0,7 22,2

Mp: Media ponderada; % Perc: Porcentaje percibido.
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Al observar los valores de la tabla IV.18. y figura IV.30.a), se puede destacar que,
en general, el gusto “crema’ tuvo un comportamiento variable entre las muestras, los
promedios ponderados oscilaron entre 0 y 1,4 para ambos tiempo de ensayo, llegdndose
a detectar en baja intensidad por pocos evaluadores, quedando la mayoria de las
puntuaciones por debajo del rango en estudio (menores a 1). Por otro lado, menos de la
mitad de los evaluadores lo percibieron durante el periodo de estudio (%Perc. < 40%).
En la muestra 12 (intermedio G, sin AMM y maxima GEC) se percibi6 mayormente
este atributo y en la misma intensidad (apenas perceptible) para los 3 y 31 dias de
almacenamiento. La muestra 5 (mdxima G, sin AMM e intermedio GEC) fue la que
obtuvo mayor puntaje de intensidad entre todas las muestras tanto a dia 3 como 31. En
todos los casos, la intensidad con la que se percibi6 fue menor hacia el fin de vida util.

En cuanto al descriptor “suero”, puede sefialarse que el promedio ponderado oscil6
entre 0,1 - 2 (dia 3) y 0 — 1,1 (dia 31) y, en general, fue percibido por menos del 40% de
los panelistas, con excepcion de la muestra 3 (50%) (tabla IV.18. y figura IV.30.b). Esta
misma muestra fue la que obtuvo los promedios ponderados més elevados en ambos
periodos de ensayo, calificando como apenas perceptible. No se observd un
comportamiento definido de la percepcion del flavor “suero” en el tiempo, ya que en
algunas muestras se vio un aumento del mismo hacia el final de la vida ttil, mientras
que en otras el puntaje presentd una leve disminucion o se mantuvo constante durante el
tiempo de analisis. Se adiciond a todas las formulaciones del disefio una concentracion
constante de concentrado de proteinas de suero en polvo (3%), motivo por el cual es
razonable que este sabor se detecte por los evaluadores entrenados. Aun asi, los valores
detectados para la mayoria de las experiencias resulté menor al punto minimo de la
escala, por lo cual seria altamente probable que los consumidores no identifiquen éste
sabor.

Los promedios ponderados obtenidos para el sabor a “leche en polvo” variaron entre
0,1 - 2,8 para el dia 3, mientras que para el dia 31 la variacién fue entre 0 — 1,9. El
porcentaje percibido, en general, fue menor al 40%, con excepcion de las muestras 8
(ambos tiempos) y 3 (dia 3). La experiencia 8 fue la que present6 mayor promedio
ponderado, cercano a 3 (poco perceptible), siendo mas del 60% de los evaluadores que
percibid este descriptor, para ambos periodos. Por otro lado, ningtin evaluador detectd
este sabor en las muestras 7 y 13 al fin de vida util. En general, la intensidad de este

atributo disminuy¢ durante la vida util (tabla IV.18. y IV.30.c).
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Figura I'V.30. Grificos de lineas para los promedios ponderados (negro dia 3, verde dia 31) y
graficos de barras para el porcentaje percibo (azul dia 3, rojo dia 31) de los descriptores de
flavor “crema” (a), “suero” (b)y “leche en polvo” de cada experimento en funcion del
almacenamiento, para el caso de estudio 1.
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Generalmente, no se detectd sabor “cocido”. La excepcidon la presentaron las
muestras 2, 6, 8 y 14 (dia 3 y 31), 11 y 12 (dia 31) que obtuvieron puntuaciones en
dicho descriptor, pero con un promedio ponderado menor a 2, siendo en la mayoria de
ellas despreciable (menor a 0,5) (tabla IV.19. y figura IV.31.a). Por lo tanto, la
intensidad del sabor “cocido” no dependeria de la composicién de las muestras, sino
posiblemente de la metodologia (discontinua) utilizada en el proceso de elaboracién de
las leches fermentadas (sobrecalentamiento durante el tratamiento térmico de la mezcla
base inicial y/o baja velocidad de enfriamiento).

La percepcion del gusto “dcido” (tabla IV.19. y figura IV.31.b) fue variable entre
las diferentes muestras (promedios ponderados entre 0,1 — 3,8 al dia 3 y 0,8 — 5,8 al dia
31), y generalmente, tendié a aumentar hacia el final de la vida util; lo que concuerda
con lo esperado debido al aumento de acidez desarrollada en las leches fermentadas por
la accion residual de las bacterias dcido lacticas, como resultado de la postacidificacion
de este tipo de productos, resultado que concuerda con la evoluciéon de pH y acidez
titulable encontrados durante el almacenamiento. Como es de esperarse una acidez
tipica en este tipo de productos, se considera una acidez aceptable con un puntaje entre
3 y 5 (poco y moderadamente perceptible) para este tipo de evaluaciones. Un elevado
gusto 4cido al principio de la vida util puede deberse a una rpida fermentacién por el
cultivo starter debido a las altas temperaturas o a una concentracién muy alta del
in6culo bacteriano y/o un defectuoso enfriamiento. Por otro lado, una acidez muy baja
acusa una actividad baja del cultivo starter.

El 100% de los panelistas percibio el descriptor “dcido” en las muestras 1 y 14
(ambas correspondientes al centro del disefio, con proporcion intermedia de los 3
hidrocoloides). Por otro lado, la muestra 5 fue la que menor promedio ponderado
presenté y menor nimero de panelistas percibieron este atributo en ambos tiempos de
ensayo.

Finalmente, los promedios ponderados para el descriptor “dulce” (tabla IV.19. y
figura IV.31.c) oscilaron entre 1 — 3,8 (dia 3) y 0,6 — 3,8 (dia 31), y fue percibido en
todas las muestras con diferente intensidad. No se observé un comportamiento definido
de tendencia o aumento general en las puntuaciones de este atributo durante el
almacenamiento. La muestra 10 se detecté como la més dulce en ambos periodos de
ensayo. La adicidon de sacarosa y saborizante de vainilla a las formulaciones en
adecuada cantidad ayuda al gusto dulce presente en las muestras, caracteristica de

agrado entre los consumidores.
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Tabla IV.19. Puntajes medios ponderados y porcentajes percibidos para los atributos de flavor: “cocido”,

G«

acido”, “dulce” para las diferentes
muestras ensayadas del disefio de Box-Behnken a los 3 y 31 dias de almacenamiento, para el caso de estudio 1.

“Cocido” “Acido” “Dulce”
Exp. N° Dia 3 Dia 31 Dia 3 Dia 31 Dia 3 Dia 31
Mp %Perc. Mp %Perc. Mp %Perc. Mp %Perc. Mp %oPerc. Mp %oPerc.

1 0 0 0 0 1,6 60 5 100 1,8 60 2,8 55,5
2 0,1 12,5 0,1 12,5 1,4 87,5 33 75 3,3 75 2,8 75

3 0 0 0 0 1,3 50 24 50 3,2 87,5 2,8 62,5
4 0 0 0 0 1,8 100 24 62,5 34 62,5 2.9 62,5
5 0 0 0,1 12,5 0,1 12,5 0,8 37,5 24 62,5 1.4 37,5
6 0,4 12,5 1,1 12,5 2,8 75 5,8 75 1 25 1,4 37,5
7 0 0 0 0 2,8 77,8 24 66,7 24 66,7 1,9 55,6
8 0,1 12,5 0 0 1,1 25 2,2 37,5 2,6 37,5 2,6 62,5
9 0 0 1 14,3 1 50 4,1 71,4 2 75 0,6 28,6
10 0 0 0 0 1,4 37,5 1,7 37,5 3.8 62,5 3,8 62,5
11 0 0 0,4 14,3 0,4 37,5 1,9 71,4 3,1 62,5 1,6 429
12 0 0 2 25 2 50 4,7 62,5 1,7 37,5 3.8 62,5
13 0 0 0 0 1,2 55,6 4,7 88,9 2 65,7 1,9 444
14 0,1 11,1 0,6 11,1 3.8 88,9 5,2 100 1,7 33,3 2,2 444

Mp: Media ponderada; % Perc: Porcentaje percibido.
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Figura I'V.31. Grificos de lineas para los promedios ponderados (negro dia 3, verde dia 31) y
graficos de barras para el porcentaje percibo (azul dia 3, rojo dia 31) de los descriptores de
flavor “cocido” (a), “dcido” (b)y “dulce” de cada experimento en funcion del almacenamiento,
para el caso de estudio 1.
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1V.2.9.3. Defectos.

El flavor de las leches fermentadas cambia continuamente durante la manufactura y
el almacenamiento. Los cambios en la concentracién de los compuestos relacionados
con el flavor durante el almacenamiento son debido a reacciones que resultan en su
formaciéon o conversidon a otros compuestos mediante la actividad metabdlica de las
enzimas bacterianas y sus pérdidas debido a la volatilizacién. La oxidacion lipidica esta
reconocida como una de las principales causas del deterioro de la calidad durante el
procesamiento o almacenamiento en productos lacteos. La aparicion de sabores
indeseables limita la vida util y la estabilidad de los productos lacteos. La evaluacién
sensorial para encontrar este tipo de defectos resulta de gran importancia y puede
ayudar a diferenciar leches fermentadas aptas para el consumo de aquellas que no lo son
(Cheng, 2010).

En la tabla IV.20. se observan los promedios de los defectos encontrados en las
muestras de leches fermentadas a los 3 y 31 dias de vida ttil. Para aquellos casos, en los
que el promedio hallado fue menor a 0,5 puede considerarse que dicho defecto se

encuentra ausente.

Tabla IV.20. Puntaje promedio de los defectos hallados por los panelistas entrenados
en funcion de las experiencias y el tiempo de almacenamiento, para el caso de estudio 1.

Exp Extraiio Viejo Metdlico Rancio Carton

N° ’ Dias Dias Dias Dias Dias
3 31 3 31 3 31 3 31 3 31
1 1,6 2,8 0,7 1,2 0 0 0 0 0 0
2 0,3 1,2 0 0,4 0,3 0,6 0 0 0 0
3 1,2 2 0 0 0 0 0,4 0 0 0
4 0,4 0,8 0 0,3 0,3 0,7 0 0 0 0
5 1 1 0 0 0,4 0,5 0,4 0 0 0
6 0,9 0,9 0,3 1,4 0,5 0,9 0,2 0,2 0 0
7 1,6 1,6 0,3 0 0,6 0 0,3 0 0,9 0
8 0,2 0,8 0 1,4 0,6 0,9 0 0 0 0
9 2,2 1,1 0,9 0 0,3 0,5 0 0 0,9 0
10 1,2 2.4 0 0 0 0 0 0 0 0
11 1,5 1,3 0 0,9 0 0 0 0 0 0
12 2,1 1.4 0,3 1,2 0,6 0,7 0,2 0,2 0 0
13 1,3 1 0 0 0,4 0,4 0 0 0,8 0
14 0 1 0 0 0 0,7 0 0 0 0

Un sabor “Extraiio”, se refiere a un término no especifico, relacionado con
propiedades que no resultan agradables al consumo (Tomaschunas y col., 2012). Este

defecto vari6 su puntuacién entre 0 — 2,2 (al dia 3) y 0,8 — 2,8 (al dia 31), por lo tanto se
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lo hall6 entre apenas y poco perceptible en las diferentes muestras. En general, se
mantuvo constante o aumenté su intensidad durante el almacenamiento. La gréfica de
barras al dia 31 (figura IV.32.), indica que las muestras 1 y 10 son las que presentaron
puntuaciones promedios mds altas para este defecto, ocurriendo lo contrario para las
muestras 4 y 8. Un defecto de flavor atipico en la mayoria de los productos lacteos es
causado usualmente por la presencia de un aroma fuera de lugar o un mal sabor. Muchas
veces el remanente de detergentes (utilizados en la limpieza de equipos) o una elevada
concentracion de sorbato de potasio pueden causar este defecto a nivel industrial.

De la misma manera el gusto “A4 viejo” que puede atribuirse a un almacenamiento
inapropiado, se encontrd en baja proporcidon (no superando el promedio de 1,4) en las
muestras donde mds se detect por lo tanto califica como apenas perceptible, para la
muestras 6 y 8 (dia 31) (figura IV.32.). En las demdas muestras su intensidad fue menor,
y en algunos casos no se llegé a detectar. Generalmente, la percepcién aumenta, no de
manera marcada, hacia el dltimo dia de muestreo en comparacién al inicio de la vida 1til
(dia 3).

En las muestras en las que se detect6 el defecto “Metdlico”, el promedio hallado fue
menor a 1 para ambos tiempos de ensayo, por lo tanto no se considera apreciable la
intensidad del mismo en la escala utilizada. EI mismo criterio califica para los defectos
“Rancio” y “Carton”, cuya intensidad promedio percibida es menor a 1, y a su vez se
lo identificé en pocas muestras. La percepcion de los mismos disminuy6 durante el
almacenamiento (tabla I'V.20. y figura IV.32.).

Cabe sefialar que no se encontraron tendencias que relacionen la variacién de estos
defectos en funcion de las variables investigadas, por lo que podria decirse que no
existirfa una dependencia de los defectos encontrados respecto a la composicion
variable de las leches fermentadas en estudio, sino que posiblemente se relacionarian
con cuestiones asociadas al proceso de elaboracién (materias primas en polvo,
metodologia discontinua de calentamiento y enfriamiento, falta de estanqueidad, etc.) y
quizds a reacciones enzimaéticas y del metabolismo de las BAL y otros microorganismos
alterantes.

Por otro lado, no se encontraron defectos tales como “oxidado”, “amargo”,
“pungente”, ‘“fermentado”, que son caracteristicos de hallarse en este tipo de
productos.

Por todo lo mencionado, se estaria demostrando que los defectos hallados, ademas

de recibir esporddicamente una puntuacion muy baja (entre “apenas” y “poco”
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perceptibles), no tendrian relaciéon con las variables del disefio, sino que se deberia
probablemente a problemas asociados al proceso de elaboracién y materias primas.
Ademds, el tiempo de almacenamiento, en algunos casos (“extraiio” y “viejo’’) acentud
(levemente) la percepcion de estos defectos y en otros casos (“metdlico”, “rancio”,

“carton’) atenud dicha percepcion.

Promedio

Experiencias

Figura IV.32. Puntaje promedio de defectos encontrados en las leches fermentadas al
dia 31 de almacenamiento, para el caso de estudio 1. Ex: extrafio; Vi: viejo, Me:
metalico, Ra: rancio.

Por otra parte, la elevada actividad acuosa caracteristica de estos productos,
favorece el crecimiento de microorganismos alterantes que pueden provocar la
percepcion de aromas y sabores extrafios.

Por tdltimo, el defecto llamado “oxidado”, y también identificado como “metdlico”
0 “a carton”’, tiene su origen en la oxidacidn; es decir, cuando ciertos componentes de
la leche, en especial los fosfolipidos y el glicerol, tienen contacto con el oxigeno del
aire. Favorecen también a su desarrollo: la luz, el calor y los residuos de metales. Segun
la causa e intensidad relativa, el defecto oxidado se caracteriza por la aparicién de
distintos sabores: a cartén, metdlico, a sebo, a quemado, etc. En algunos casos, el
desencadenante de la reaccion de oxidacidn es el contacto con el hierro o el cobre, por
ejemplo, al circular la mezcla base o el producto final por superficies mal estafadas

(Spreer, 1991).
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La contaminacién por mohos o levaduras son la causa de aparicion de otros
defectos, especialmente en el aroma, apareciendo aromas indeseables en el producto
como a “levaduras”, “afrutado” (o “a perfume”), “mohoso”, “amargo” y algunas
veces a “jabon” o a “rancio”. Las levaduras estin ampliamente distribuidas en la leche
y productos l4cteos. Pueden suponer un problema en el queso y en las leches
fermentadas cuando se desarrollan incontrolablemente y se encuentran en gran ndmero.
Las alteraciones mds frecuentes se producen en las leches fermentadas, cuyo elevado
contenido en humedad favorece el crecimiento de dichos microorganismos. Por otra
parte, el defecto “rancio” tiene que ver con la calidad de la leche (materia prima)
utilizada y también al proceso de rancidez hidrolitica que estd ligado a la materia grasa,
y se debe a la liberacion de los acidos grasos voldtiles por accion de las lipasas
(www.portalechero.com).

b2

En muchos casos los defectos del flavor (“putrefacto”, “extraiio”, “afrutado”,
“levadura”, “amargo”), ademdas de tener dependencia con la contaminacién de
levaduras y mohos, estan relacionados con las bacterias lacticas, debido a su actividad
metabolica residual, por ejemplo reacciones de protedlisis, lipdlisis, formacion de
aldehidos y ésteres. Asimismo, la refrigeracion lenta o una larga conservacion, puede
dar lugar a alteraciones originadas principalmente por las bacterias psicrotrofas. Su
accion proteolitica y lipolitica, produce la aparicion de sabores amargos, a rancio, a
malta y otros aromas extrafios dificiles de definir (www.portalechero.com).

Se puede agregar que el defecto “extraiio” en las leches fermentadas
puede estar relacionado a inconvenientes con el uso de estabilizantes, a su

incorrecta disolucién en la matriz alimentaria, mientras que el defecto a “viejo”

tendria que ver con un almacenamiento inapropiado (www.portalechero.com).

1V.2.10. OPTIMIZACION DE MULTIPLES RESPUESTAS.

Para obtener diferentes formulaciones de leches fermentadas que semejen a yogures
del tipo batido o firme, se propuso hacer una optimizacién simultanea de las respuestas
estudiadas empleando la metodologia desarrollada por Derringer y Suich, (1980). El
método involucra la transformacion de cada respuesta predicha, y, a una funcion
deseabilidad parcial adimensional, d;. Se utilizan funciones de uno o dos lados,

dependiendo de si las n respuestas estudiadas tienen que ser maximizadas, minimizadas
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o tienen que tomar un valor objetivo. Por ejemplo si la respuesta i tiene que ser

maximizada, la funcion d; se define como

A wi .
4= (32)", A<j<B (ec. 37)

di=1, para y>B
di=0, para y<A4

En la ecuacién 37, A y B son los valores mds bajo y mds alto obtenidos para la
respuesta i, respectivamente; y wi es el peso. La funcién di varia entre 0, para una
respuesta completamente indeseable, y 1, para una respuesta completamente deseable.
Cuando el valor de wi es igual a 1, la funcién di varia linealmente mientras se acerca al
valor deseado.

Las funciones deseabilidad parcial (di) se combinan en una respuesta simple
combinada, llamada funcién deseabilidad global (D) (ec. 38), definida como la media

geométrica de los diferentes valores de di:

D=[d"xd?x ..xd?"|""

(ec. 38)

Un valor de D diferente de cero implica que todas las respuestas estdn
simultdneamente en un rango deseable; para un valor de D cercano a 1, la combinacién
de los diferentes criterios es globalmente Optima. En la ec. 38, pi es la importancia
relativa asignada a la respuesta i. La importancia relativa pi es una escala comparativa
de peso de cada uno de las funciones di en el producto de la deseabilidad global, y varia
desde la menos importante (di = 1) a la mds importante (di = 5).

De esta manera, se calcul6 la funcién deseabilidad de Derringer (deseabilidad
global), utilizando los modelos matemaéticos obtenidos para algunas de las respuestas
estudiadas y las variables ensayadas. Los criterios de optimizacion para cada factor y
respuesta fueron elegidos a los 31 dias de almacenamiento, para garantizar la estabilidad
fisica y sensorial del producto al final de vida util (tabla IV.21.). En general, para ambos
tipos de productos (leches fermentadas tipo batido y firme), fue deseable lograr
maximizar la V,,; de la tasa de acidificacién y que la fermentacién dure entre 4 y 6
horas. Por otro lado, asegurar una adecuada Cremosidad (puntaje mayor que 5), baja

Aspereza y Astringencia (puntaje menor a 2), y los demds criterios (reoldgicos,
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sensoriales y texturales) se variaron conforme el tipo de leche fermentada requerida. Por
otro lado, algunos autores describen que concentraciones muy altas de espesantes
pueden perjudicar la palatabilidad de un yogur (Supavititpatana y col., 2008) y por este
motivo se decidi6 minimizar la concentracion de G, AMM y GEC (en ambas
formulaciones).

La formulacién 6ptima predicha fue 0,34% de G y 0,21% GEC para obtener una
leche fermentada tipo yogur batido (con una deseabilidad global de 0,563), mientras que
la adicion de 0,53% de G, 0,04% AMM vy 0,10% GEC fueron los valores predichos para
un yogur tipo firme (deseabilidad global de 0,521) (tabla IV.21. y figura IV.33.).

Deseabilidad

Deseabilidad

0.00 0,00 ' G

a
Deseabilidad Deseabilidad

0.50 — . 0.50 —

0.38 — 0.38 —

l/‘
M&n37s] 025 —
Prediction  0.562796 ’
0.34% NN 0.174
01— |Prediction 0.521868
‘ o0
0.00 | =
0.00 0.15 0.30 0.45 0.60
X1: G X1: G
X2: GEC X2: GEC
C d

Figura IV.33. Graficas de superficie respuesta y lineas de contorno para la funcién
Deseabilidad global de Derringer obtenida para la optimizacién simultdnea de las variables (G,
AMM y GEC) y las respuestas (Vg tin KSaiazi» Adiazi, Baiazi» COatazt, Creaizi, ASpPaiazis AStaiasi,
Dugi31) en el caso de querer obtener un yogur tipo batido (a y ¢) o un yogur tipo firme (b y d).
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Tabla IV.21. Criterio de optimizacién adoptado en los diferentes factores (G, AMM, GEC) y respuestas (Vi tin KSawss, Adiast, Baws, COuawsis
Cregisi, ASpass, AStausi, Dugysr) y solucion Optima para obtener leches fermentadas probidticas con colesterol reducido del tipo batido y tipo firme,

para el caso de estudio 1.

Leche fermentada probiética con colesterol reducido “tipo-

Leche fermentada probiética con colesterol reducido

batido” “tipo firme”

Objetivo Valor Valor  Importancia Mejor Objetivo Valor Valor Importancia  Solucién

deseado minimo  mMAaximo solucion deseado minimo mAaximo
G minimizar 0 0,6 5 0,34 minimizar 0 0,6 5 0,53
AMM minimizar 0 1 3 0 minimizar 0 1 5 0,04
GEC minimizar 0 0,5 3 0,21 minimizar 0 0,5 5 0,10
Vindx maximizar 0,0058 0,0127 3 0,0089 maximizar 0,0058 0,0127 3 0,01
T4 en rango 4 6 3 4 en rango 4 6 3 4
Ks 4031 minimizar 0,9609 3,284 5 1,572 maximizar 0,9609 3,284 5 1,91
Adiazl minimizar 398,4 4381,6 3 360,68 maximizar 398,4 4381,6 3 1749,6
Biizi maximizar 29,26 335,1 3 68,27 minimizar 29,26 335,1 3 165,7
Co4iu31 minimizar 0,45 8,9 5 4,19 maximizar 0,45 8.9 5 7,10
Cregisi maximizar 2,8 8,61 5 5,36 maximizar 2,8 8,61 5 6,48
ASPaiasi minimizar 1 2,25 3 1,46 minimizar 1 2,25 3 1,64
AStgiazn minimizar 1,1 2,8 3 1,56 minimizar 1,1 2,8 3 1,51
Dugiu3q minimizar 0,0488 0,487 3 0,076 maximizar 0,0488 0,487 3 0,28
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IV.2.11. VERIFICACION DE LOS MODELOS OBTENIDOS CON
EXPERIENCIAS COMPLEMENTARIAS.

Con el fin de verificar los modelos obtenidos, para todas aquellas respuestas
ensayadas, que han resultado significativos y adecuados se realizaron 6 experiencias
complementarias (exp. 14 a 19), cuyas formulaciones se encontraron dentro de la regién
experimental estudiada, a saber: 14 (0,3% G, 0,5% AMM, 0% GEC), 15 (0,3% G, 0,5%
AMM, 0,5% GEC), 16 (0,3% G, 1% AMM, 0,25% GEC), 17 (0% G, 0,5% AMM,
0,25% GEC), 18 (0,3%, 0% AMM, 0,25% GEC), 19 (0,6% G, 0,5% AMM, 0,25%
GECQ).

Se pudo observar que el error porcentual entre el valor predicho por el modelo y el
valor experimental (muestras complementarias) generalmente fue menor al 10%,
concluyendo que se pueden aceptar los modelos obtenidos como buenos predictores de
las respuestas estudiadas, permitiendo explicar la variabilidad del sistema en estudio, en

las condiciones tecnoldgicas ensayadas.
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IV.3. CASO DE ESTUDIO 2: EFECTO DE LAS CONDICIONES
DE COAGULACION SOBRE LAS CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS, REOLOGICAS, TEXTURALES,
MICROBIOLOGICAS Y SENSORIALES DE LECHES
FERMENTADAS  PROBIOTICAS CON  COLESTEROL
REDUCIDO.

La tabla IV.22. muestra el disefio factorial con el set de corridas experimentales y
los respectivos valores de las variables codificadas y sin codificar para el caso de
estudio 2, donde se estudid el efecto del calcio y caseinas adicionados sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas, texturales, microbioldgicas y sensoriales de

leches fermentadas probidticas con colesterol reducido.

Tabla IV.22. Corridas experimentales del disefio factorial para el estudio de
condiciones de coagulacion con los valores de las variables codificadas y sin codificar.
(%9CAL: % m/m calcio (X;), %CAS: %m/m Caseina (X5).

Exp N° Variables no codificadas Variables codificadas
9% CAL % CAS X3 X,
1 0,05 0,42 0 0
2 0,05 0,076 0 -1
3 0,091 0,076 1 -1
4 0,009 0,076 -1 -1
5 0,091 0,764 1 1
6 0,009 0,764 -1 1
7 0,05 0,764 0 1
8 0,091 0,42 1 0
9 0,009 0,42 -1 0
10" 0,05 0,42 0 0

10 experiencias con una repeticién del punto central (*)
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IV.3.1. ANALISIS DE LA CINETICA DE ACIDIFICACION DURANTE LAS
FERMENTACIONES.

En la figura IV.34. se muestra las curvas de pH y acidez en funcién del tiempo de
fermentacion para la experiencia 2 (intermedio CAL y minima CAS). Como puede
verse, el pH disminuye y la acidez aumenta como resultado de la produccion de dcido
lactico (principalmente) por las bacterias acidificadoras.

Durante la acidificacion de la leche se produce la alteracién de las propiedades
estructurales internas de las micelas de caseina debido a la solubilizacién del fosfato de
calcio coloidal. A medida que las caseinas alcanzan su punto isoeléctrico, la carga neta
negativa sobre la caseina se reduce, lo cual disminuye la repulsion electrostatica entre
los grupos cargados, incluyendo los residuos fosfoserina que estan expuestos cuando el
fosfato de calcio se solubiliza. Aumentan las interacciones electrostiticas y las
atracciones proteina-proteina también se incrementa a través del aumento de las

interacciones hidrofébicas (Lee y Lucey, 2010).

6,5 ’
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Figura IV.34. Curvas de pH (azul) y acidez (verde) en funcién del tiempo de fermentacién para
la experiencia 2, del caso de estudio 2.

Con los datos obtenidos de pH en funcién del tiempo de fermentacion de cada
experiencia, se calcularon los pardmetros: Vi, tvmdx, PHvmax tin (tabla IV.23.). Como
puede observar, los valores absolutos de V,,; variaron entre 10,25.10'3 upH.min‘1
(muestra 8: maximo CAL e intermedia CAS) y 18,34.107 upH.min‘1 (muestra 4:
minimo de ambas variables), siendo el tiempo requerido para llegar a esas velocidades
de 2,83 y 2,9 horas, respectivamente. El pH para lograr la velocidad maxima (pHvymgx)

varié entre 5,3 (muestra 3: maximo CAL y minima CAS) y 5,67 (muestra 10:
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intermedio CAL y CAS). Por ultimo, la fermentacion durd entre 3,32 y 4,06 horas (#5,)

para las muestras 3 y 8, respectivamente.

Tabla IV.23. Valores de V4 (valor absoluto), tvimg, pHymax Y tr para las cinéticas de
acidificacion de las diferentes muestras del caso de estudio 2.

o dex thdx t
Exp- N\ 05 upH.min) (h) PHynix (1f)
1 12,51 2,99 5,6 4
2 13,19 2,05 5,65 3,33
3 10,36 221 53 3,32
4 18,34 2.9 5,66 3,88
5 11,25 2.2 5,62 3,58
6 15,24 3,68 531 3,96
7 12,02 2,75 561 3,78
8 10,25 2,83 5.6 4,06
9 17,73 2.81 541 3,65
10 11,01 2.2 5,67 3,56

Se logré obtener un modelo predictivo para el caso de V,; en funcién de las

variables del disefio (tabla IV.24.). Para el caso de los demds pardmetros cinéticos (¢yy,

PHymic Y 1) no se pudieron obtener modelos que establezcan una relacion con las

variables del disefio. En un estudio realizado por Damin y col. (2009) se ha visto que la

suplementacion con WPC, LPD y caseinato de sodio no influyé sobre el tiempo para

alcanzar la tasa de acidificacién maxima.

Tabla IV.24. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para
Vmax 'y estadisticos obtenidos a partir del andlisis ANOVA del modelo para las leches

fermentadas probidticas con colesterol reducido obtenidas para el caso de estudio 2.

Factores Vindx
C 0,012
X, -3,24.10%7
X, -5,63.10™
X1.X, 9,97.10%
X, 1,69.107%
X,>
Estadisticos
R’ 0,9662
R’-ajustado 0,9392
valor-F 35,74
Falta de ajuste 0.8399
(p-valor)

Significancia: p<0,05; p<0,01; p<0,001
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A partir del andlisis estadistico (tabla IV.24.), se observa que el valor de F para el
modelo cuadrético reducido obtenido para V,; implica que el mismo es significativo
(p < 0,001). El valor-p de la prueba de la falta de ajuste indica que la misma es no
significativa respecto al error puro (p > 0,05), lo cual es adecuado. Los coeficientes de
determinacién R* y Rz—ajustado estdn por encima de 0,9, por lo tanto el modelo ajusta
muy adecuadamente a los datos experimentales.

A partir de los coeficientes de los términos lineales se observé que X; (CAL) resultd
altamente significativo para la respuesta estudiada, mientras que X, (CAS) fue no
significativa, sin embargo, para obtener un modelo jerdrquico se decidié agregarla al
modelo final. Ambas variables influyen de modo negativo sobre V.. Por otro lado, la
significancia de la interaccidn entre ambas variables X;.X; indica que la magnitud del

aumento o disminucion de CAL dependi6 de la concentracion de CAS considerada. El
término cuadratico, Xlz, resulté también significativo para el modelo obtenido y al ser
positivo curva la superficie de respuesta “hacia arriba”. En la figura IV.35. puede

observarse como el incremento en el contenido de CAL disminuye significativamente el

valor de V4.
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Figura I'V.35. Griéficas de superficie de respuesta (a) y lineas de contorno (b) para V,,;, en
funcién de la concentracion de CAL y CAS, para el caso de estudio 2.
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La disminuciéon de la tasa de acidificacion a mayores valores de CAL
(principalmente) y CAS puede tener varios fundamentos. Pirkul y col. (1997) reportaron
que la adicién de calcio al yogur provoca que la acidez sea menor (y por lo tanto el pH
mayor), por el efecto amortiguador del calcio sobre las bacterias dcido lacticas, ya que
las bacterias producen menor cantidad de dcido debido a la presencia de calcio y al
mismo cardcter quimico de este elemento. El incremento de la capacidad buffer se
traduce en que se requiere desarrollo 4dcido adicional por los starters, para alcanzar un
pH similar. Por su parte, Ronegard y Dejmet (1993) postularon que el calcio se asocia
con las micelas de caseina y provoca que las bacterias no se sigan reproduciendo
consecuencia que ocasiona que la acidez sea menor en sistemas adicionados con calcio.

Por otro lado, si bien la proporcion LPD:WPC adicionada no fue significativa por si
sola pero si mediante la interaccién con CAL, se observo que la mayor proporcion de
LPD:WPC (es decir mayor contenido CAS) disminuye la madxima velocidad de
acidificacién (principalmente a bajas concentraciones de CAL). Estos resultados
concuerdan con los hallados por (Marafon y col., 2011), quienes obtuvieron velocidades
maximas de acidificacion cuando se suplement6 leche con WPC en comparacion con las
leches suplementadas con LPD. La mayor concentracién de CAS implica una menor
concentracion de proteinas de suero (menor WPC). Estas dltimas, han demostrado tener
un efecto promotor de la acidificacion, debido a que el tratamiento térmico enérgico
libera a partir de ellas aminodcidos y péptidos, de comportamiento estimulante del
crecimiento de las bacterias acidoldcticas del fermento acidificante. Por ende, la mayor
proporcion de CAS (mayor relacion LPD/WPC), disminuye la velocidad de
acidificacion.

Salaun y col. (2005) postularon que la sustitucion parcial de LPD por WPC aumenta
la capacidad buffer a pH 4 y la disminuye entre pH 5 y 6 (como sucede en este caso,
recordando que el pH de corte de la fermentacién es 5). Estas modificaciones se
encuentran relacionadas a las diferencias en la capacidad amortiguadora entre WPC y
LPD quienes tienen médxima capacidad amortiguadora cerca de pH 4 y entre pH 5 y 6,

respectivamente.
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IV.3.2. ANALISIS DE LA VARIACION DEL pH Y ACIDEZ TITULABLE
DURANTE LA VIDA UTIL.

La tabla IV.25. muestra los valores medios de pH y acidez obtenidos durante el
almacenamiento de las diferentes leches fermentadas probidticas con colesterol
reducido, para el caso de estudio 2. Adicionalmente, se observan los porcentajes de
variacién (%V) entre fin e inicio de vida 1til para ambos parametros.

En todas las muestras analizadas se observé una disminucién del pH en funcién del
tiempo de almacenamiento. El pH promedio de todas las muestras obtenido al inicio del
almacenamiento (dia 3) fue 4,713 + 0,173 y al final de la vida util (dia 31) fue 4,285 +
0,084. Las figuras IV.36. y IV.37. representan los valores de pH y acidez
respectivamente, durante la vida de anaquel (dias 3, 10, 17, 24 y 31).

La muestra que present6 mayor pH y menor acidez al dia 3 y 31 fue la 5 (maxima
concentracion de CAL y mdxima de CAS); en cambio la muestra que presentd menor
pH y mayor acidez, al inicio y al final del almacenamiento fue la muestra 6 (minima
concentracion de CAL y maxima de CAS). Observando los datos obtenidos,
nuevamente se vio el efecto tampén del CAL, ya reportado anteriormente durante la
cinética de fermentacién. La concentracion de caseina parece no tener significancia
como también ocurrid anteriormente.

Durante el almacenamiento de las leches fermentadas se produjo un descenso de pH
y aumento de acidez, tal como se esperaba, pero no se pudo establecer una relacién
estadisticamente significativa entre las variables del disefio y estos pardmetros durante
la vida util del producto. Las diferencias observadas entre las muestras con respecto a
este pardmetro podrian tener que ver con factores externos que afectan al pH y resultan
dificiles de estandarizar, tales como la velocidad de enfriamiento una vez finalizada la
fermentacidn, y la temperatura de conservacion (Tamime y Robinson, 1999).

Generalmente las variaciones porcentuales del pH durante la vida util fueron

menores al 10% para todas las muestras; en el caso de la acidez fue mas dispersa (entre

10-50%).
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Tabla IV.25. Valores medios de pH y acidez (mol/L 4cido lactico) y porcentaje de variacién de los mismos (V%) durante el almacenamiento de

las diferentes experiencias de leches fermentadas probidticas con colesterol reducido, para el caso de estudio 2.

pH en el almacenamiento Acidez en el almacenamiento
Exp. N° Dias Dias
3 10 17 24 | VA 3 10 17 24 31 Ve
1 4,65 4,41 4,26 4,24 4,23 8,93 0,1137 0,1326 0,1311 0,1372 0,1380 21,46
2 4,66 4,39 4,30 4,37 4,36 6,55 0,1031 0,1155 0,1249 0,1266 0,1249 12,43
3 4,71 4,53 4,33 4,34 4,32 8,29 0,1081 0,1173 0,1254 0,1344 0,1369 26,62
4 4,79 4,64 4,50 4,63 4,34 9,32 0,0990 0,1031 0,1188 0,1163 0,1285 29,84
5 5,14 4,77 4,63 4,45 4,42 14,01 0,0811 0,1014 0,1175 0,1260 0,1211 49,22
6 4,54 4,43 4,29 4,21 4,15 8,52 0,1149 0,1279 0,1357 0,1387 0,1446 25,87
7 4,61 4,43 4,35 4,31 4,24 7,93 0,1138 0,1144 0,1279 0,1347 0,1269 11,54
8 4,64 4,33 4,23 4,26 4,21 9,37 0,1143 0,1261 0,1284 0,1353 0,1394 21,91
9 4,67 4,42 4,34 4,30 4,30 8,03 0,0988 0,1135 0,1219 0,1207 0,1240 25,52
10 4,54 4,41 4,30 4,18 4,18 9,20 0,1033 0,1125 0,1229 0,1345 0,1405 36,01

Los errores estandares fueron menores al 5%.
V%pH = (pH 4ia 31 — PH dia 3)/(PH 42 3)*100
V%Ac = (Acidez dia31 — Acidez dia 3)/(Acidez dia 3)* 100
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Figura V.36. Evoluciéon del pH durante el almacenamiento para las diferentes muestras
correspondientes al caso de estudio 2.
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Figura IV.37. Evolucién de la acidez titulable (mol/L 4cido lactico) durante el almacenamiento
para las diferentes muestras correspondientes al caso de estudio 2.

El desarrollo de estos parametros a lo largo del almacenamiento muestra el
incremento esperado en acidez (postacidificacion), y la consiguiente disminucion del
pH para todas las formulaciones debido a que, los microorganismos “iniciadores”
quedan viables y, por consiguiente, con metabolismo activo aunque disminuido debido
al efecto de la baja temperatura durante la refrigeracion (Gonzales-Martinez y col.,

2002). Estos pardmetros logran estabilizarse hacia el fin de la vida util.
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IV.3.3. ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA.

Se obtuvo la composicién quimica promedio de cada una de las muestras de leches
fermentadas al dia 17 de almacenamiento (mitad vida util), tal como se observa en la
tabla IV.26.

En el caso de los sélidos totales, el valor mdximo fue 26,75% (muestra 5) y el
minimo 24,13% (muestra 8), similares a los valores tedricos calculados por balance de
masas (ver Anexo I). Para las cenizas el rango de variacién fue entre 0,96% y 1,23%,
observiandose que aquellas muestras con mayor contenido de calcio en su formulacién
poseen el mayor contenido de cenizas, tal como era de esperarse. El contenido promedio
de proteinas totales fue 4,23 + 0,25%, valor ubicado dentro del tedrico calculado por
balance de masas (ver anexo I). En este sentido, si bien se varid la proporcion
LPD/WPC, la cantidad de proteina total no varia entre ambas materias primas (35%
aproximadamente). Los valores de grasa tedricos esperados (3,43 - 3,49%, ver anexo I)
son superiores al promedio calculado aqui entre las muestras (2,76 + 0,08%).

El promedio de hidratos de carbono fue 17,41% + 0,75 (calculado por diferencia).

Tabla I'V.26. Composicion quimica promedio (% m/m) de las diferentes experiencias al
dia 17 de almacenamiento, para el caso de estudio 2.

Eﬁ? % Cenizas % Grasa % Ptl(')(:g;ma (;7: %‘;ﬁ:ﬁi %titozﬂgsos % Humedad
1 1,07 2,80 4,15 16,52 24,54 75,46
2 1,08 2,80 4,22 17,52 25,62 74,38
3 1,13 2,70 4,35 17,89 26,07 73,93
4 1,01 2,50 4,38 18,00 25,89 74,11
5 1,23 3,20 4,13 18,19 26,75 73,25
6 0,98 2,70 4,07 17,52 25,26 74,74
7 1,12 2,90 4,25 17,18 25,45 74,55
8 1,16 2,60 4,30 16,07 24,13 75,87
9 0,96 2,70 4,32 17,79 25,77 74,23
10 1,09 2,60 4,40 16,34 24,43 75,57

Los errores estandares fueron menores al 5%.

En la figura IV.38. se esquematiza, a través de un grafico circular, la composicion

quimica porcentual de la muestra 1.
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CE (1,07 %)

GR (2,8%)
PT (4,15%)

HU(75,56 %) ST (24,54 %)
HC
(16,52 %)

Figura I'V.38. Grifico de la composicién porcentual promedio para la muestra 1,
correspondiente al caso de estudio 2. HU: humedad, ST: sélidos totales, CE: cenizas, GR:
grasas, PT: proteina total, HC: hidratos de carbono.

IV.3.4. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ACUOSA.

En la tabla IV.27., se observa que todas las muestras poseen una elevada actividad

acuosa (ay), con valores promedio que oscilan entre 0,968 + 0,007.

Tabla IV.27. Actividad acuosa (a,) promedio de todas las experiencias al dia 17 de
almacenamiento para todas las experiencias correspondientes al caso de estudio 2.

Exp. N° Actividad Acuosa (a,,) Temperatura (°C)
1 0,973 24.8
2 0,971 23,3
3 0,957 23,4
4 0,973 25,2
5 0,973 24.5
6 0,953 24,8
7 0,971 24,8
8 0,973 24,2
9 0,971 23,8
10 0,970 24,1

Los errores estandares fueron menores al 5%.

Estos valores muy elevados permiten potenciar el desarrollo de los microorganismos
agregados, acidificantes y probidticos, favoreciendo su viabilidad. No se observaron
variaciones significativas en los valores de a,, entre las diferentes muestras, por lo tanto

se concluye que las variables estudiadas no tienen influencia en este parametro.
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IV.3.5. ANALISIS DE LA RETENCION DE AGUA.

IV.3.5.1. Determinacion del indice de retencion de agua por accion de la
gravedad.

En la tabla IV.28. se expresan los valores promedios de indice de retencion de agua
por gravedad (% IRA,) de las leches fermentadas, correspondientes al caso de estudio 2,

durante el almacenamiento (dias 3, 17 y 31).

Tabla IV.28. IRA% promedio por accién de la gravedad para las muestras durante el
almacenamiento (3, 17 y 31 dias) para el caso de estudio 2.

Exp. Dias
N° 3 17 31
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
4 100 100 100
5 100 100 100
6 100 100 100
7 100 100 100
8 100 100 100
9 100 100 100
10 100 100 100

Ninguna muestra presentd desprendimiento de suero a lo largo del almacenamiento,
lo cual describe una altisima estabilidad del producto, respecto al desuerado (sinéresis),

semejando el comportamiento del producto en géndola.

IV.3.5.2. Determinacion del indice de retencion de agua por centrifugacion.

La tabla IV.29. muestra los promedios obtenidos para el indice de retencion de agua
por centrifugacion (% IRA.). En general, el desprendimiento de suero fue despreciable a
lo largo de la vida util, observandose valores generalmente dentro del rango 99,961 +
0,002%.

Al analizar los resultados, observamos que todas las muestras presentaron un IRA %
mayor a 99,96%, muy elevado, que reafirma lo mencionado en cuanto a la muy elevada

estabilidad del codgulo, incluso en condiciones aceleradas o potenciadas, para desuerar.

194



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla IV.29. IRA% promedio por centrifugaciéon para las muestras durante el
almacenamiento (3,17 y 31 dias) para el caso de estudio 2.

Exp. Dias
N° 3 17 31
1 100 99,99 99,73
2 99,67 100 100
3 99,99 99,99 100
4 100 100 99,99
5 100 100 99,99
6 100 100 100
7 100 99,99 100
8 100 99,99 99,99
9 100 99,99 99,99
10 99,99 99,98 99,98

Los errores estandares fueron menores al 5%.

Tradicionalmente en la produccién de leches fermentadas, el contenido de s6lidos de
la leche es incrementado mediante el agregado de leche en polvo descremada (LPD) y/o
concentrado de proteinas de suero (WPC) (Damin y col., 2009). En el presente trabajo,
las muestras de leches fermentadas obtenidas no presentaron variaciones significativas
en el IRA % con respecto a la composicion de CAL y CAS durante el almacenamiento y
también fueron independientes del método utilizado (por gravedad o centrifugacion). El
IRA % se mantuvo por encima de 99,96 % para todas las muestras y durante la vida util,
lo cual indica una gran estabilidad de la matriz, que no produce sinéresis. Ademas, los
hidrocoloides empleados en la formulacién (gelatina, almidéon modificado y goma
espina corona) también estarian influyendo en la capacidad de retener agua por parte de
la matriz, como se vio anteriormente en el caso de estudio 1.

En estudios anteriores, se ha demostrado que la mayor capacidad de retener agua se
obtuvo para los yogures elaborados con leches enriquecidas con LPD o con mezclas de
WPC y caseinato. El alto contenido de extracto seco en la leche fortificada con LPD y
WPC podria explicar la mayor capacidad de retener agua en yogures. Ademas, el
pretratamiento térmico realizado antes de la fermentacién contribuye a una mayor
retencion de agua, ya que esto podria estar relacionado con una mayor solvatacién de la
micela y una microestructura méds ramificada, menos susceptible a la pérdida de agua
cuando se somete a las fuerzas centrifugas o gravitacionales. Otra explicacion puede
deberse a que el yogur fortificado con WPC contiene una cantidad relativamente alta de
proteinas de suero con carga positiva y por lo tanto, tiene una mayor capacidad de

retener agua (Remeuf y col. 2003).
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Pocos estudios hay en relacion al agregado de calcio en yogures y el efecto en la
retencion de agua, pero en uno de ellos realizado por Gurmeet y Kasiviswanathan
(2008), se pudo observar que las mediciones de capacidad de retencién de agua,
mostraron diferencias significativas entre las muestras de yogur fortificadas con calcio
(utilizando lactato de calcio) y un yogur control (sin calcio agregado), donde se vio que
la capacidad de retencion de agua mds alta se obtuvo para las muestras de yogur
fortificadas con calcio. La baja capacidad de retencion de agua o separacion del suero se
relaciona con una red de gel inestable y excesivos reordenamientos de una red de gel
débil. El aumento del contenido de calcio del yogur resulté en un aumento de fosfato de
calcio coloidal (CCP) y la vinculacién entre las micelas de caseina, y por lo tanto, una

red mas intensa de los geles.

IV.3.6. RECUENTO DE MICROORGANISMO PROBIOTICO.
En la tabla IV.30. y figura IV.39., se muestra el recuento promedio del
microorganismo probidtico utilizado (L. rhamnosus Sp1), para las distintas experiencias

del caso de estudio 2, en funcion del almacenamiento (a los 3 y 31 dias).

Tabla IV.30. Recuento de Lactobacillus rhamnosus Spl (logUFC.g") y variacién
porcentual (V%) durante el almacenamiento para las muestras de leches fermentadas
probidticas con colesterol reducido, para el caso de estudio 2.

o Dias
Exp. N 3 31 V%
1 7,47 7,73 3,59
2 7,61 7,88 3,58
3 7,52 6,45 14,28
4 7,62 6,82 10,51
5 8,11 6,60 18,60
6 7,37 7,08 3,99
7 7,93 8,40 6,00
8 7,26 7,80 7,48
9 7,78 6,98 10,16
10 7,86 6,54 16,78

El recuento promedio obtenido de UFC. g'1 para los dias 3 y 31 de almacenamiento a
5°C, fue de 2,37.10" y 5,88.10" UFC.g', respectivamente. Es decir, todas las
experiencias superaron la sugerencia minima de 10° UFC/mL de la FAO-OMS (2001) y
FUFOSE “Funcional Food Science in Europe” (Ciencia de los Alimentos Funcionales

en Europa) (2004) (Ashwell, 2004). Ademas, estan contenidas dentro de la clasificacion
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de alimento con probidtico del CAA. El nivel minimo aconsejable de células viables en
productos lacteos, consumidos regularmente para obtener un efecto probidtico en el
consumidor, va desde 10°-10° UFC.g"' con una ingesta semanal aconsejada de 300 a
400 g, hasta 10’-10° UFC.g"' con un consumo diario de al menos 100 g (Reinheimer y
Zalazar, 2006).

10

log UFC/ g

Tiempo (dias)

Figura IV.39. Grifica del Log UFC.g" de L. rhamnosus Sp1 vs. tiempo (dfas 3 y 31) para las
diferentes muestras correspondientes al caso de estudio 2.

El almacenamiento relativamente largo de los productos lacteos refrigerados puede
obstaculizar gravemente la supervivencia de las cepas probidticas. La supervivencia es,
por supuesto, esencial para los organismos destinados a poblar el intestino humano, uno
de los temas mds importantes en la provision de salud y beneficios de las bacterias
probidticas. En el caso de productos que contienen probidticos, la presencia de un
nimero adecuado de bacterias vivas al final de la vida ttil es aiin mds importante
porque es la esencia de la promocion de la salud (German, 1999). Si bien no se observé
influencia de las variables en estudio sobre el recuento de microorganismo, el recuento a
dia 31 fue mas bajo comparado con el caso de estudio 1, lo que también se vio reflejado
en la variacion porcentual, que en algunos casos super6 el 10%, siendo la muestra 5
(maximo CAL y CAS), aquella en la cual el recuento disminuyé mdas de un orden
logaritmico durante el almacenamiento. Por su parte, la experiencia 2 fue la que menos

variacion sufrio (3,58%).
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IV.3.7. ANALISIS DE LA REOMETRIA DESTRUCTIVA CON
VISCOSIMETRO DE CILINDROS CONCENTRICOS.

IV.3.7.1. Reogramas de esfuerzo de corte (t) en funcion del gradiente de

deformacion (y ).

Mediante las curvas de flujo obtenidas para cada experimento y empleando los
modelos de Casson Modificado y Herschel y Bulkley (ec. 4 y 5) se obtuvieron los
parametros reoldgicos de interés: indice de consistencia superior (Ky) e inferior (K;) y el
indice de comportamiento superior (ny) e inferior (n;) durante la vida util de los
productos a los 3 y 31 dias posteriores a la elaboracion (tabla IV.31.). Adicionalmente,
se calcul6 la viscosidad aparente a gradiente de deformacion 50 s'l(,uapw) y el indice de
tixotropia (IT) como el area comprendida entre las curvas del reograma.

Los datos experimentales ajustaron muy bien al modelo de Herschell-Bulkley con
R’ generalmente > 0,96 para ambos tiempos de ensayo.

Por otro lado, en la tabla IV.32. se pueden observar los coeficientes de los términos
para los modelos hallados de las respuestas estudiadas, en funcién de las variables del
disefio codificadas, junto con los estadisticos que describen el andlisis ANOVA

realizado.

IV.3.7.1.1. Andlisis de las curvas de flujo superiores (gradientes de deformacion
crecientes).

Los valores de K a los 3 dias de almacenamiento (K,4;,3) varian entre 1,47 y 4,12
Pa.s", correspondientes a la experiencia 4 (minimos niveles de CAL y CAS) y a la
muestra 5 (maximos niveles de ambas variables), respectivamente, mientras que a los 31
dias los valores fueron 2,08 y 4,71 Pa.s", para esas mismas muestras. Tal como se
esperaba, se produjo un aumento en los valores de K, durante el almacenamiento, siendo
las variaciones porcentuales entre el 10 y 42% aproximadamente, corrobordndose que
aquellas muestras con mayor contenido de CAL presentaron la menor variacion en el

tiempo, logrindose de esta manera una mayor estabilidad en la firmeza del codgulo.
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Tabla IV.31. Valores promedios estimados de los pardmetros reoldgicos: K superior (K;), K inferior (K;), n superior (ny) y n inferior (n;),
viscosidad aparente a gradiente de deformacion 50 st (Uapso) € indice de tixotropia (IT) y variacion porcentual (V%) de cada uno, para los

diferentes reogramas obtenidos a partir de las experiencias del caso de estudio 2, a los 3 y 31 dias de almacenamiento.

. curva ascendente;

P. curva descendente; R coeficiente de determinacion obtenido de la modelo de Herschel y Bulckey. [K] = Pa.s"; [n] = adimensional;

[IT] = Pa.s’l, [#apso] = mPa.s. (Los errores estdndares fueron menores al 5%).

Dia

Parametros

Experiencia N°

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

K,* 2,093 1,948 2,779 1471 4,123 1,758 2,335 3,016 1,665 2,227

3 ng® 0,600 0,672 0,63 0,689 0,522 0,689 0,645 0,519 0,672 0,610
R’ 0,979 0977 0,966 0,964 0,99 0,988 0,989 0,992 0,943 0,962

K,* 2,565 2374 3,140 2,088 4,716 2,184 2,813 3,737 2,301 2,453

31 n® 0,639 0642 0572 0,625 0,466 0,651 0,625 0,518 0,641 0,628
R? 0,989 0971 0995 0,968 0,998 0,993 0,961 0,998 0,977 0,974

V% K, 22,55 21,87 12,99 41,94 14,38 24,23 20,47 23,91 38,20 10,51

n, 6,50 4,46 9,21 9,29 10,73 5,52 3,10 0,19 4,61 2,95

K" 1,171 1,092 1,792 1,005 3,191 1,074 1,306 2,544 1,041 1,200

3 n;" 0,798 0825 0752 0,836 0,663 0,859 0,806 0,725 0,866 0,788
R’ 0,966 0962 0,983 0,956 0,997 0,961 0,966 0,987 0,94 0,982

K" 1,296 1,205 1,52 1,102 3,062 1,174 1,376 2,78 1,117 1,349

31 n;" 0,805 0,830 0,804 0,818 0,691 0,815 0,794 0,748 0,812 0,821
R? 0,978 0974 0978 0,967 0,998 0,978 0,972 0,995 0,963 0,981

V% Ki 10,77 10,45 14,89 9,76 4,07 9,82 6,17 9,45 7,20 12,42

ni 0,88 0,61 6,91 2,15 4,22 5,12 1,49 3,17 6,24 4,19
3 11748  1107,4 1520,8 12306  1853,3 9983 1024,8 17203 10304 12044
31 Hapso 1298,1 1272 1560,7  1262,8  2041,6 10719 1083, 1894 12358 13362
V% 10,50 14,86 2,62 2,62 10,16 737 5,70 10,10 19,93 10,94
3 2610,2  1980,6 4089,6 2874,1 42999 23049 20835  4198,7 25218 25015
31 IT 37894 25705 43908 30794  6421,3  2657,1 24929  5906,6 28479 36241
V% 45,18 29,78 7,37 7,14 49,34 15,28 19,65 40,68 12,93 44,88
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Tabla IV.32. Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden para K, ny, K;, n;, tapso e IT (utilizando las variables del disefio
codificadas) y estadisticos obtenidos a partir del andlisis ANOVA de cada modelo, para el dia 3 y 31 de almacenamiento de las leches
fermentadas probidticas con colesterol reducido obtenidas para el caso de estudio 2.

Factores Dia 3 Dia 31
Ks Ry Ki n; Haps0 IT Ks n; Ki n; HMaps0 IT
C 2,15 060 121 080 11278 22939 | 255 0,63 1,31 0,81 12744 31192
Xy 084" -0,063" 073 -007 3058 8145 | 084 006 066 -0034 3209 13557
X, 0347 -0,023° 028 0014 29 035 -0016 030 -0,025 168 255,1
X1.X, 026 -0,027 0347 -0,028 1412 037 -0033" 037 -0028 1679 = 6132
(Xy)? 0,32" 0,56° -0,021° 2644° 10875 | 048" -0055 " 049 -0031"" 263,77 10979
.95 0,041
Estadisticos
R 0,9646 09491  0,9789 09707 09677 09352 | 0,9824 0,9931  0,9349 09814 09315  0,8968
R’-gjust. | 09363 09084 09619 009473 09419 09167 | 09682 09875 0,8828 09665 08766  0,8142
valor-F | 3407 2332 5788 4141 3744 5049 | 69,58 178,73 1795 6582 16,99 10,86
Falta de
ajuste | 03143 02465 04127 03216 0,1900  0,2079 | 0,3538 0,6858 0,1030 0,8367  0,1561  0,1296
(p-valor)

Significancia: p <0,05; p<0,01;  p<0,001
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Para ambos dias se obtuvieron modelos muy adecuados (R? y Rz—ajustado >0,90) y
significativos (p < 0,001) que permitieron predecir el comportamiento de K, en funcién
de las variables analizadas (tabla IV.32.). La falta de ajuste resulté ser no significativa
(p > 0,05). Los términos lineales X, (para CAL) y X, (para CAS) resultaron positivos y
significativos, siendo el primero de ellos el de mayor significancia. Por otro lado,
resulté significativa la interaccién entre ambas variables X;.X; y el término cuadrético
X, correspondiente al CAL. Esto significa que al aumentar la concentracién de ambas
variables, se genera un producto con mayor consistencia y mayor viscosidad, con una
estructura mds firme (>K), posiblemente por una mayor asociacioén entre las moléculas
de CAS con el CAL adicionado. Este comportamiento se puede observar en las graficas
de superficie de respuesta y lineas de contorno para K3 en funcién de la

concentracion de CAL y CAS (figura IV.40.).
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0.009 0.764 CAS
a
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0.764 —
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0420 —
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Figura IV.40. Graficas de superficie de respuesta (a) y lin