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Desarrollo y escalado del proceso de produccién de un queso de pasta
blanda light funcional debido a la incorporacién de fitoesteroles y
fortificado con alfa-tocoferol como aditivo antioxidante

Las enfermedades crénicas no transmisibles constituyen un problema de salud publica. En la
actualidad, se estima que alrededor del 40 % de la poblacion adulta mundial presenta elevados niveles
de colesterol en sangre, con un total de 4.4 millones de muertes anuales. El objetivo principal del
presente trabajo fue obtener un producto comercial a escala industrial orientado a satisfacer las
demandas de los consumidores en lo que compete a la prevencién de enfermedades asociadas al
colesterol. Esta tesis implico, especificamente, el desarrollo y escalado del proceso de produccién de
un queso de pasta blanda descremado o light funcional debido a la incorporacién de fitoesteroles.
Ademas, resultaria finalmente fortificado con alfa-tocoferol, el cual debié ser agregado con el primordial
objetivo de actuar como preservador antioxidante. Este tipo de quesos es novedoso en Argentina y hay
muy pocos desarrollos a nivel mundial. La tesis se llevd a cabo en el marco del proyecto FONARSEC
FITS 2010 - “Desarrollo de alimentos lacteos funcionales 0004”, de vinculacién entre el grupo del
“Laboratorio de Vitaminas, Antioxidantes y Compuestos Funcionales” del Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITA) del INTA-Castelar (Morén, provincia de Buenos Aires) como sector cientifico-
tecnolégico y la empresa PYME “CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A.” (Villa Maria, provincia de
Cérdoba).

Para planificar y plantear el desarrollo del producto funcional se utilizé el modelo Technology
Readiness Level (TRL), el cual permite evaluar la madurez alcanzada por una tecnologia particular y la
comparacion consistente entre los niveles de madurez alcanzados por diferentes tipos de tecnologia.
Seguidamente, se realizd una encuesta de consumidores donde se determind sensorialmente cudl
queso descremado de aquellos producidos regularmente por la empresa (“mozzarella” light o Por Salut
light) preferian, en base a cuyos resultados se selecciono el tipo de queso descremado o light a utilizar
como base para el agregado de los fitoesteroles, de tal manera de asegurar su consumo saludable. El
mismo fue el queso Por Salut light.

A continuacion, se investigé la forma por la cual incorporar a la tina quesera cada tipo de
fitoesteroles provistos por el mercado, libres, emulsionados y esterificados. Se evaluaron
procedimientos posibles para su incorporacion en forma homogénea a la matriz del queso resultante,
en principio realizando este ensayo a escala laboratorio (tina quesera de 1 litro). En simultaneo se
analizaron distintos vehiculos (leche y crema) para la dispersion de cada tipo de fitoesteroles ensayados
(libres, emulsionados y esterificados), determinando la homogeneidad de la incorporacién final en la
matriz del queso. Esto es fundamental ya que la porcién minima diaria de un alimento funcional debe
asegurar la provision precisa de la dosis de compuesto activo que ejerce su efecto en marcadores
bioquimicos especificos del organismo.

Luego se repitid el mismo ensayo en leche y en crema como vehiculos a escala piloto (180
litros), pero ya del tipo de fitoesteroles seleccionado por su desempefio a escala laboratorio, esto es,
los esterificados. Se calculd el balance de masa correspondiente, introduciendo en él las variables que
podian afectarlo y que resultaba de interés controlar en funcién de las caracteristicas y composicion del

queso final obtenido. Se determiné quimicamente la recuperacion de los fitoesteroles esterificados



finalmente usados, de los tocoferoles y de los parametros lactolégicos de los quesos. Una vez que se
definieron las condiciones éptimas de elaboracion a escala piloto, se pas6 a la escala industrial (2500
litros) en la planta de la empresa CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A. Se calculé el balance de masa
correspondiente a esta escala mayor.

Los ensayos realizados mostraron que, por un lado, los fitoesteroles tuvieron una recuperacion
mayor al 90% en el producto industrial y, por el otro, que los fitoesteroles se mantuvieron estables a lo
largo de la vida util del queso.

El desafio tecnologico consistio en la adicién de una cantidad de fitoesteroles suficiente para
ejercer el efecto hipocolesterolémico con una ingesta diaria para ello establecida por el organismo oficial
europeo en dos gramos. En consecuencia, el queso debia contener al menos 3,5 g de fitoesteroles
esterificados cada 100 g de queso, homogéneamente distribuidos en cada dos porciones de 30 g cada
una del queso, generandose asi un exceso de lipidos susceptibles de sufrir oxidacion, ya que los
ésteres aportan una alta concentracion de acidos grasos poliinsaturados. Debido a ello, el agregado de
alfa-tocoferol resulté ser una estrategia de doble propésito. Por un lado, se determiné que protegié al
producto de la oxidacion durante su madurado (21 dias) y vida Gtil extendida que llegé hasta los 90 dias
posteriores a la elaboracion y, en simultaneo, sirvié6 como fuente de vitamina E.

Los fitoesteroles esterificados se incorporaron exitosamente en el queso, sin que se evidenciara
un defecto visual en el color o la estructura del mismo, determinandose ademas en forma analitica la
distribucion homogénea de los mismos en las distintas porciones (30 g cada una) de la horma. Los
estudios de microscopia laser confocal permitieron evidenciar una dispersion homogénea de la fase
lipidica en la matriz continua proteica del queso.

Los estudios microbiol6gicos demostraron que los quesos fueron aptos para su consumo hasta
el fin de la vida util determinada a nivel comercial (60 dias) y la vida (til extendida (90 dias).

Mediante analisis de componentes principales se determiné que los quesos funcionales fueron
diferentes a los quesos control, asociandose la poblacién funcional a la presencia de antioxidantes
naturales (alfa y beta tocoferoles), a las mayores concentraciones de acidos grasos insaturados, de
omega-6 y, en particular, al contenido (aumentado) del acido graso esencial linolénico, influyendo el
tiempo de maduracion en las caracteristicas del queso.

El producto obtenido esta a la venta en la actualidad a través de los canales e-commerce de la
empresa y en distintos comercios, estando a la vez registrado bajo el nUmero otorgado por la autoridad
sanitaria de la provincia de Cdrdoba, Registro Nacional de Productos Alimenticios (RNPA) n° 04064284
y protegido por una patente (INPI N° 20150101287) que involucra no solamente al producto, sino

también la metodologia para lograrlo.

Palabras clave: Alimentos funcionales, queso Por Salut descremado o light, queso Por Salut funcional,
fitoesteroles esterificados, escalado planta piloto, escalado industrial, alfa-tocoferol, antioxidantes

naturales, estabilidad oxidativa, acidos grasos, vida Util, pequefias y medianas empresas (PyMES).



Development and scaling up of the process for production of a light
functional soft cheese due to the addition of phytosterols and fortified
with alpha-tocopherol as antioxidant additive

Noncommunicable diseases (NCDs) constitute a public health problem. Currently, around 40%
of the world’s adult population presents elevated blood cholesterol levels, which produce annually 4.4
million of deaths. The main objective of the present work was to obtain on an industrial scale a
commercial product that satisfies the demands of consumers regarding the prevention of diseases
associated with abnormal cholesterol levels. This thesis involved, specifically, the development and
scaling up of the production process of a low-fat or light functional soft cheese due to the incorporation
of phytosterols. In addition, it would be finally fortified with alpha-tocopherol, which had to be added with
the primary objective of acting as an antioxidant preservative. This type of cheese is a novelty in
Argentina and there are very few developments worldwide. This thesis was carried out with a
FONARSEC project (FITS 2010 - “Desarrollo de alimentos lacteos funcionales 0004”) by which an
association between the scientific-technological group of the “Laboratorio de Vitaminas, Antioxidantes
y Compuestos Funcionales” (Instituto de Tecnologia de Alimentos, ITA, INTA-Castelar, Mordn,
provincia de Buenos Aires)” and the SME company "CDS-Lacteos Capilla del Sefior SA " (Villa Maria,
province of Cordoba) was developed.

The Technology Readiness Level (TRL) model was used to organize the development of the
functional product. It allows evaluating the maturity achieved by a particular technology and the
consistent comparison between the maturity levels achieved by different types of technology.
Afterwards, a consumer survey was conducted to determine sensorily which skim cheese regularly
produced by this company (“mozzarella” light or Por Salut light) they preferred. Based on the results
obtained, the Por Salut light cheese was selected for adding phytosterols.

Possible procedures for the incorporation of phytosterols in a homogeneous way into the matrix
of the resulting cheese were evaluated, initially carrying out this test on a laboratory scale (1 liter cheese
tub). Simultaneously, different vehicles (milk and cream) were analyzed for the dispersion of each type
of phytosterol sources tested (free phytosterols, emulsified phytosterols and esterified phytosterols),
determining the homogeneity of the final incorporation within the cheese matrix. This is essential since
the minimum daily portion of a functional food must ensure the precise doses of the active compound
that exerts its effect on specific biochemical (clinical) markers. Emulsified phytoesterols were finally
selected as the source of the bioactive for the development of the functional Port Salut light cheese.

The same study was then repeated in milk and cream vehicles at the pilot scale (180 liters), but
already with the type of phytosterols selected after the performance shown at laboratory scale, that is,
the esterified phytosterols. The corresponding mass balance was calculated, introducing in it the
variables that could affect it and that were of interest to control, based on the characteristics and
composition of the final cheese to be obtained. The recovery of the finally used esterified phytosterols,
of the tocopherols and of the lactological parameters of the cheeses was determined. Once the optimal

production conditions were defined on the pilot scale, the industrial plant scale-up was performed (2500



liters) at the CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A. company (Villa Maria, Cérdoba). The mass balance
corresponding to this larger scale was then calculated.

The assays carried out showed that, on the one hand, the phytosterols showed a recovery
greater than 90% in the industrial product and, on the other, that the phytosterols remained stable
throughout the shelf-life of the cheese.

The technological challenge consisted in the addition of a sufficient amount of phytosterols to
exert the hipocholestrolemic effect, which involves a daily intake of 2 g as established by the official
European authorities. Consequently, the cheese had to contain at least 3.5 g of esterified phytosterols
per 100 g of cheese, homogeneously distributed for every 30 g of cheese (two portions = 60 g). Thus,
an excess of lipids susceptible to oxidation was generated since the esters provide a high concentration
of polyunsaturated fatty acids. Therefore, the addition of alpha-tocopherol had a dual-purpose strategy.
On the one hand, it was determined that alpha-tocopherol protected the funtional cheese product from
oxidation during its maturation (21 days) and extended shelf-life up to 90 days post-processing and, on
the other, it served for providing vitamin E.

The esterified phytosterols were successfully incorporated into the cheese without showing a
visual defect in its color and appearance, and their homogeneous distribution was also determined
analytically in different portions (60 g each). The confocal laser microscopy studies showed a
homogeneous dispersion of the lipid phase in the protein network of the cheese.

The microbiological studies showed that the cheeses were suitable for consumption until the
end of the shelf-life determined at commercial level (60 days) and untill the end of the extended shelf
life (90 days).

Through principal component analysis, it was determined that functional cheeses were different
from control cheeses (without phytosterols), associating the functional population with the presence of
natural antioxidants (alpha and beta-tocopherols) with the highest concentrations of unsaturated fatty
acids, with the omega-6 and, in particular, with the increased content of the essential fatty acid linolenic
acid. Also, ripening time influenced on the characteristics of the functional cheese.

The product obtained is currently sold by the company’'s e-commerce channel, as well as
through different shops. The commercial registration number of the product was also obtained from the
health authority of the province of Cordoba (National Product Registry Food, RNPA, N° 04064284), and
protected by a patent (INPI N° 20150101287) that comprises not only the product, but also the

methodology used for its production.

Keywords: Functional foods, low-fat functional Por Salut cheese, esterified phytosterols, scaling-up,
alpha-tocopherol, natural antioxidants, oxidative stability, fatty acids, shelf-life, small and mid-size

enterprises (SMEs).
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1. Introduccion

En los ultimos afios, los cambios en los ritmos y estilos de vida de las grandes poblaciones han
impactado directamente en los habitos alimentarios, afectando la salud y la calidad nutricional de los
alimentos que los individuos consumen. Asociado a estos cambios, se observé un incremento en la
incidencia de pacientes con enfermedades cronicas como las cardiovasculares, la obesidad, la diabetes
tipo 2 y el cancer. Las mismas representan importantes problemas de salud publica (Nyberg et al.,
2018). Un factor importante a tener en cuenta es el nivel plasmético total de colesterol y, ademas, la
relacién molar entre este nivel (mmoles/L) y el nivel de las lipoproteinas transportadoras (mmoles/L) de
alta densidad (HDL) o de baja densidad (LDL), conocidas cominmente como “colesterol HDL” o
“colesterol bueno” y “colesterol LDL” o0 “malo”, respectivamente. La importancia de una concentracion
sérica elevada de colesterol total y, especialmente, del colesterol LDL radica en que constituye un factor
de riesgo clave para el desarrollo de la aterosclerosis y de sus manifestaciones clinicas, que incluyen
la enfermedad coronaria, las enfermedades cerebrovasculares y la arteriopatia periférica (da Silva et
al.,, 2019). Estas enfermedades presentan una fisiopatologia compleja y estan asociadas a varios
factores de riesgo ambiental (Aguilera et al., 2019; Mazloumi et al., 2019). La dieta es uno de los
factores que juega un papel fundamental (GBD Diet Collaborators, 2017; GBD Diet Collaborators, 2019;
Neuenschwander et al., 2019). Un patron dietético occidentalizado, que abarca una alta ingesta de
acidos grasos trans, saturados y omega-6, carbohidratos refinados y sal, y una baja ingesta de
productos vegetales, se asocia con un mayor riesgo de estas enfermedades (Christ & Latz, 2019; OMS,
2019).

En contraposicion a esto, los patrones dietéticos saludables, compuestos por granos integrales,
pescado rico en acidos grasos omega-3 y frutas y verduras, protegen contra el desarrollo de
enfermedades crénicas (Korakas et al., 2018). El consumo de estos alimentos, o de alimentos que
contengan compuestos bioactivos como polifenoles, isotiocianatos, y terpenoides, se han asociado con
la prevencion de las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) (Comert & Gokmen, 2018).
Estudios in vitro e in vivo han demostrado que estos compuestos alimentarios bioactivos (BFC, bioactive
food compounds) ejercen sus efectos protectores actuando a través de diferentes metabolismos
celulares y mecanismos moleculares (Ahangarpour et al., 2019; Avila-Sosa et al., 2019; Sharma et al.,
2019; Sanchez-Crisdstomo et al., 2019).

En el mismo sentido, el uso de alimentos funcionales enriquecidos con fitoesteroles (FE) y
fitoestanoles (FA) es una estrategia para reducir los niveles elevados de colesterol total y de LDL. En
un meta analisis reciente Ghaedi et al. (2020) reportaron que la ingesta diaria de 2 a 3 gramos de FE
reduce el nivel de colesterol total y de LDL en un 10%. Ademas, los FE tendrian potencial para reducir
la presién arterial por distintos mecanismos que involucran la reduccion de la rigidez de las arterias o

bien la mejora de la funcion endotelial (Ghaedi et al., 2020).
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1.1. Colesterol
El colesterol es un lipido que juega un papel clave en muchos procesos bioquimicos y
biofisicos. Es el precursor de las hormonas esteroides, de las sales biliares y de la vitamina D3, siendo

ademas esencial para mantener la adecuada fluidez/rigidez de la membrana celular.

El metabolismo del colesterol juega un papel insustituible en la salud humana. El desequilibrio
de su homeostasis es un problema publico y grave en el mundo. La hipercolesterolemia es un grupo
de trastornos metabdlicos del colesterol caracterizados por niveles elevados del mismo (Fernandez-
Perez et al., 2018; Yuang et al., 2020). La arteriosclerosis y las enfermedades cardiovasculares estan
a menudo asociadas con los cambios en la concentracion plasmatica de lipidos y lipoproteinas,
relacionados con el desequilibrio del metabolismo del colesterol. Este Ultimo se encuentra
estrechamente relacionado con la sintesis y la absorcién del colesterol, estando ambas directamente
asociadas a los niveles de colesterol plasmatico. En otras palabras, los niveles de colesterol plasmatico
circulante dependen del colesterol sintetizado por el higado y también del colesterol absorbido en el
intestino. El colesterol se deposita en las células en su forma esterificada, asi como también en los
quilomicrones que se forman durante la absorcion intestinal de los compuestos provenientes de la dieta
(Yuang et al., 2020).

El higado es el 6rgano principal que regula la homeostasis del colesterol y juega un papel clave
en la sintesis del mismo, en la sintesis y secrecion de las lipoproteinas, en la depuracién de las
lipoproteinas y en la excrecién del colesterol, entre otros procesos. El colesterol es secretado por el
higado en forma de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, esto es, las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL). La regulacién de la sintesis y secrecion de las VLDL esta muy bien coordinada, ya
gue son fundamentales para la distribucion del colesterol. La secrecion de un alto nivel de VLDL por el
higado puede eventualmente traducirse en un elevado nivel de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
en plasma y en un consecuente aumento del riesgo cardiovascular. Por el contrario, una secrecion
empeorada de VLDL conduce a la acumulacion de lipidos en el higado, lo cual puede ser el paso inicial
de la patologia conocida como higado graso. Por lo tanto, ambos procesos deben estar perfectamente

coordinados y regulados (Afonso et al., 2018; Benito-Vicente et al., 2018).

Ademas del colesterol sintetizado de novo, las células obtienen colesterol a partir de su
captacion de las lipoproteinas plasmaticas a través de la via del receptor de LDL (LDLR). En plasma,
los triglicéridos de las VLDL son eliminados por la accion de las enzimas lipotroteinlipasas (LPL),
produciéndose restos de VLDL también conocidos como lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)
(Benito-Vicente et al., 2018).

El transporte reverso del colesterol es un mecanismo estrictamente controlado por el cual el
organismo puede excretar el exceso de colesterol desde los tejidos periféricos a través del higado,
alcanzando las heces. En este proceso, la proteina ApoA-1, importante componente estructural de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), constituye el principal aceptor de colesterol de los tejidos extra
hepéaticos y el principal responsable del clearance del exceso de colesterol. La ApoA-1 es un cofactor
de la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT), enzima responsable de la formacion del colesterol

plasmatico. La excrecion del colesterol en la bilis es el Gltimo paso en la eliminacion del colesterol. Los
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acidos biliares son moduladores clave de la homeostasis del colesterol y los principales componentes
de la bilis. Son esenciales para la emulsificacion y la absorcion del colesterol de la dieta en el lumen
duodenal y también participan en la excrecion de restos de colesterol desde el higado a través del
conducto biliar (Afonso et al., 2018; Benito-Vicente et al., 2018).

El proceso clave de la sintesis del colesterol es la conversion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
(HMG-CoA), la cual es formada a partir de la acetilCoA y acetoacetil-CoA y mediada por el gen que
codifica la HMG-CoA sintasa (HMGCS1). Mediar la sintesis del colesterol es una de las formas de

afectar los niveles de colesterol en el intestino delgado y en el higado (Quintana et al., 2017).

La absorcidn del colesterol es un proceso de varios pasos en el cual el colesterol es micelizado
en la luz del duodeno por accion de los acidos biliares, estas micelas son absorbidas por los enterocitos
de las microvellosidades, el colesterol es luego ensamblado en las lipoproteinas y transportado a la
linfa y la circulaciéon (Wang & Song, 2012). El control de la absorcién del colesterol en el intestino es
una forma eficaz para reducir los niveles plasméticos, proporciona multiples blancos terapéuticos en el
manejo de la hipercolesterolemia y constituye una importante estrategia para reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Waite et al., 2017; Pavlovi¢ et al., 2018). La acil-CoA colesterol-éster
aciltransferasa (ACAT) es un tipo de enzima que transforma el colesterol en colesterilésteres. Contiene
ACAT1 y ACAT2. La transferasa ACAT1 regula la homeostasis del colesterol y se expresa
ampliamente, mientras que la transferasa ACAT2 se expresa selectivamente en el intestino y en el
higado para propiciar la eficiente absorcion del colesterol dietario, asi como el ensamblado de las
lipoproteinas (Fig. 1) (Wang et al., 2018). Ademas, la absorcion intestinal del colesterol esta mediada
por transportadores de membrana como la proteina Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1), la cual ha sido
identificada como un jugador clave en la absorcion del colesterol y un transportador especifico para la
captacion de colesterol en la superficie de la membrana plasmatica celular. La proteina NPC1L1 tiene
un sitio de unién del colesterol en su dominio N-terminal, el cual esta expuesto al espacio extracelular,
y un dominio C-terminal unido a la membrana celular. La interaccion del colesterol libre con el dominio
N-terminal de la NPC1L1 promueve un reordenamiento en el dominio intracelular de esta proteina,
como consecuencia de lo cual se libera la region que contiene YVNXXF desde la membrana al citosol
(Fig. 1). Una vez en el citosol, una proteina adaptadora de clatrina se une y promueve la internalizacion
del complejo colesterol-NPC1L1-Numb por caveolas que se cierran en vesiculas recubiertas de clatrina
(Benito-Vicente et al., 2018).

NPC1L1-ezetimibe es un bien conocido inhibidor que ha sido ampliamente utilizado como
farmaco eficaz para reducir el colesterol plasmatico en el tratamiento de pacientes
hipercolesterolémicos (Wang et al., 2018). Ademas, los heterodimeros G5 (ABCG5) y G8 (ABCG8) de
transportadores dependientes de ATP (superfamilia ABC), los cuales estan en directa oposicién a
NPC1L1, median la salida del colesterol y de los fitoesteroles (Yuang et al., 2020). Como el ezetimibe,

los fitoesteroles también compiten o bloquean la absorcién intestinal del colesterol (Afonso et al., 2018).
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1.2. Fitoesteroles

1.2.1. Definicién y conceptos generales

Asi como el colesterol es el esteroide propio del organismo animal (Fig. 2), los fitoesteroles
(FE), que comprenden los esteroles y estanoles, son los fitoesteroides o esteroides vegetales. Como
los esteroles vegetales no se sintetizan en el organismo humano deben ser por lo tanto ingeridos en la
dieta. Quimicamente son miembros de la familia de productos naturales "triterpenos”, que incluye mas

de cien fitoesteroles diferentes y mas de 4000 otros tipos de triterpenos (Moreau et al., 2002).

CH
% 2

Figura 2. Estructura quimica del colesterol y numeracién de sus atomos de carbono segun IUPAC-
IUB (Moreau et al., 2002).

Los FE (Figs. 3 y 4) difieren del colesterol solamente en la cadena carbonada lateral y/o en la
ausencia o presencia de una doble ligadura C7-C8. A diferencia del colesterol (Fig. 2), estos incluyen

un grupo metilo o etilo en C-24 (Moreau et al., 2002).

Su nomenclatura es confusa porque los intentos internacionales de estandarizacién han sido
adoptados so6lo parcialmente. Las dos nomenclaturas principales actualmente utilizadas siguen las
recomendaciones IUPAC-IUB de 1976 y 1989 (Fig. 3) (Moreau et al., 2002). Los esteroles vegetales
se pueden dividir segun su funcién en estructurales y biosintéticos. Segun el nUmero de grupos metilo
en C-4 del anillo hexaciclico, se clasifican en 4-desmetil, 4-monometil y 4,4-dimetil esteroles (Fig. 4)
(Moreau et al., 2002). A los fines de esta tesis, sélo nos focalizaremos en el grupo de los 4-desmetil

esteroles (Fig. 4), que es el mas estudiado y al que pertenecen los FE con mayor bioactividad.
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Figura 3. Nomenclatura de los fitoesteroles segun IUPAC-IUB de 1976 (A) y 1989 (B) (Moreau et al.,
2002).

N 4-desmetil esterol
(Sitoesterol)
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i
HO

Figura 4. Estructuras moleculares de tres subclases de FE: Sitoesterol, un 4-desmetil esterol, sin grupo

metilo en C-4; Gramisterol, un 4-monometil esterol; Cicloartanol, un 4.4-dimetil esterol (Moreau et al.,

2002).

Los 4-metil-esteroles se producen naturalmente en pequefias cantidades ya que son

precursores de los desmetil esteroles (Moreau et al., 2002).
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En la Figura 5 se muestran las estructuras del colesterol (A) y de los distintos FE (Yuang et al.,

2020). Como puede observarse, los FE son moléculas estructuralmente similares al colesterol pero que

contienen una cadena de carbonada adicional que se une al C-24. Esta cadena carbonada es diferente

para cada uno de los distintos FE, lo que le confiere caracteristicas particulares a cada uno de ellos
(Chen et al., 2018; Yuang et al. 2020).

E F G

Figura 5. Estructura del colesterol y distintos fitoesteroles. (A) Colesterol; (B) Ergoesterol; (C)
Estigmasterol; (D) B-Sitoesterol; (E) Campesterol; (F) Acetato Ergosterol; (G) Stellaesterol. (Yuang et
al., 2020).

Yuang et al (2020) estudiaron el comportamiento de los FE mostrados en la Figura 5. Ellos
demostraron que todos tienen la capacidad para disminuir los niveles del colesterol en células Caco-2.
Ademas, concluyeron que hay una correlacién positiva con respecto al grupo funcional hidroxilo en C-
3 y diferencias entre el ergosterol y el stellasterol (ambos difieren en el doble enlace en C-5), lo que
sugiere que hay incidencia de los grupos funcionales que estén presentes en esta posicion. Sin
embargo, al estudiar las diferencias entre el beta-sitoesterol, campesterol y el estigmaesterol, no
pudieron dilucidar si los grupos funcionales en C-22 y C-24 tenian un efecto diferente sobre la reduccion

de los niveles de colesterol.

1.2.2. Funcion bioldgica.

Segun lo reportado por Yuang et al. (2020), los FE tienen diversidad quimica, complejidad
estructural, actividad biologica inherente, facil disponibilidad, asequibilidad, ausencia de efectos toxicos
y se los encuentra ampliamente difundidos en los alimentos. El B-sitosterol, el campesterol,

brassicasterol y el estigmasterol son las formas mas frecuentes y comunes de esteroles vegetales o
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fitoesteroles libres (FEL), los cuales abundan en aceites vegetales y en frutos secos. Los FE son bien
conocidos como un complemento de la terapia farmacologica por su capacidad de inhibir la absorcion
intestinal de colesterol tal como fuera mencionado previamente, reduciendo asi los niveles del colesterol
plasmatico. Con el reconocimiento de la seguridad en lo que respecta al consumo de los FE, su efecto
en la deplecién de los niveles de colesterol plasmatico da lugar a su creciente uso en el desarrollo de
alimentos funcionales. La investigacion sobre su mecanismo de accion también se ha convertido en un
objetivo relevante en la investigacién actual. Los FE tienen una estructura similar al colesterol (Fig. 5),
existiendo por ello evidencias de que es a través de la inhibicién competitiva el mecanismo por el cual
los FE pueden inhibir la absorcién del colesterol en la luz intestinal. Ademas, los FE también juegan un
papel indispensable en la mediacion de las proteinas arriba mencionadas NPC1L1 y ABCG5/GS,
relacionadas ellas con el transporte del colesterol a través de la membrana celular de los enterocitos
(Fig. 1). Asi, como los FE pueden promover la disminucion del colesterol por inhibir la absorcion en el
intestino, los FE se pueden utilizar como medicamentos para reducir la colesterolemia (Yuang et al.,
2020).

Los FE se sintetizan a través de una via que comienza con la formacion de la HMG-CoA a partir
de la acetil-CoA y la posterior reduccion de la HMG-CoA (seis carbonos) a mevalonato (cinco carbonos)
(Fig. 6). Las seis unidades de mevalonato se ensamblan en dos moléculas de difosfato de farnesilo las
que, a su vez, se combinan para generar una molécula de escualeno (30 carbonos o seis unidades
isoprenilo). Enziméaticamente se procede al cierre del anillo formando cicloartenol (también de 30
carbonos) (Fig. 5) y ocurren reacciones enzimaticas adicionales que forman triterpenos vegetales

comunes como FE, alcoholes triterpénicos y brasinoesteroides (Fig. 6) (Moreau et al., 2002).

En las membranas de las células vegetales, los FE aumentan la relacion esterol/fosfolipido, lo
gue conduce a la rigidizacion de la membrana. Sin embargo, al hablar de los FE de manera individual,
difieren en su efecto sobre la estabilidad de las membranas (Moreau et al., 2002). Ellos desempefian
un rol importante durante la adaptacion de las membranas a la temperatura. El grupo hidroxilo libre de
los esteroles es fundamental para permitir interacciones especiales con proteinas y fosfolipidos en las
membranas. Ademas, los esteroles participan en el control de los procesos metabdlicos asociados a la
membrana, lo que implica la accién de determinados esteroles especificos. Los esteroles también
desempefian un papel importante en los procesos celulares y de desarrollo en las plantas como
precursores de los brassinoesteroides. También actlan como sustratos para una amplia variedad de
metabolitos secundarios tales como los glicoalcaloides y las saponinas, entre otros (Moreau et al.,
2002).
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Figura 6. Biosintesis de fitoesteroles y otros triterpenos vegetales (Moreau et al., 2002).

1.2.3. Fuentes naturales de fitoesteroles

En general, los aceites vegetales y los productos derivados de ellos son considerados fuentes
naturales mas ricas de esteroles vegetales, seguidos por los granos de cereales y los productos a base
de cereales y nueces. Este orden es debido a que los esteroles se concentran en los aceites por el
prensado de los tejidos vegetales (Moreau et al., 2002; Moreau et al., 2018). De los diversos aceites
vegetales, el aceite de maiz, el aceite de colza y el aceite de germen de trigo tienen el mayor contenido
de FE totales (Normén et al., 2007; Moreau et al., 2018). Sin embargo, existe un fuerte efecto varietal
en el contenido de FE de algunas especies como nueces y semillas. Por ejemplo, Moreau et al. (2018)
reportaron que el contenido de FE reportado en bibliografia para el aceite de colza varia entre 4.500 y
14.000 mg/kg, dependiendo no solamente del varietal, sino ademas de diferencias analiticas entre los

estudios.

1.2.3.1. Aceites vegetales y cereales

Segun estudios, la mayoria de los aceites vegetales crudos contienen 1 — 5 g/kg de FE. Las
especies con mayor contenido son el maiz y los aceites de colza, del salvado de arroz y del germen de

trigo, los cuales contienen alrededor de 1,29 a 15,57 g/kg de FE (desmetil, monometil y dimetil). Para
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el aceite de maiz el contenido varia de 8,09 a 15,57g/kg mientras que para el aceite de colza el
contenido varia entre 5,13 y 9,79 g/kg. Asimismo, para el aceite del salvado de arroz, el nivel de FE es
de 1,75 — 79 g/kg mientras que en el aceite de salvado de arroz el contenido total de FE fue de 32,25
g/kg. En el trigo, para el aceite proveniente del gérmen se reporta un contenido de FE de 19,70 g/kg
(Piironen et al., 2000; BioActive Substances in Food Information System, 2017; Moreau et al., 2002;
Moreau et al., 2018)

En la Tabla 1, se muestra el contenido de FE de algunos aceites crudos y refinados. Vale la
pena recordar que los efectos de la variabilidad genética, asi como el proceso de extraccion y de

refinacion, también influyen sobre el contenido de los FE (Moreau et al., 2002).

Las nueces y las almendras poseen un contenido de FE similar al de los aceites comestibles
antes mencionados (Esche et al.,, 2013; Forcada et al., 2015). Esche et al. (2013) estudiaron la
concentracién y de qué manera se encontraban presentes los FE en los frutos secos. En el citado
estudio concluyeron que, en la mayoria de los casos analizados, los FE se encontraban
predominantemente de forma libre, excepto en el caso de pifiones y pistachos donde se encuentran ya
sea en forma libre 0 asociados con ésteres de acidos grasos en la misma proporcion. En cuanto a las
almendras, el rango de concentracion es de 1126 a 2777 mg/kg de aceite, con una media de 1883
mg/kg de aceite (Forcada et al., 2015), pero al igual que se menciond en parrafos anteriores, existe una
gran variabilidad genética y geogréfica que debe ser estudiada con mayor profundidad (Moreau et al.,
2018).

Con respecto a los cereales, tomando como ejemplo los valores reportados en bibliografia
(Nurmi et al., 2008; Nurmi et al., 2012; Moreau et al., 2018), los mismos fluctian de 670 mg/kg en base
seca para un trigo de invierno a 949 mg/kg en base seca para un trigo de primavera, indicando que
ademas de la variabilidad genética y geogréfica, también se debe considerar la variabilidad estacional.
Moreau et al. (2018) report6 valores similares para centeno (1098-1420 mg/kg), cebada (899-1153
mg/kg) y avena (618-682 mg/kg). Si bien el contenido reportado es un orden menor, este grupo de

alimentos son considerados como las fuentes vegetales mas abundantes de FE (Moreau et al., 2018).
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Tabla 1. Contenido de fitoesteroles (FE) en aceites comestibles (g/kg).1?

Esteroles A5- Brasicaester

Aceite totales Sitoesterol Campesterol Estigmaesterol  Avenasterol ol
Maiz
Crudo 8,09-15,5 9,89 2,59 0,98 0,36 tr
Refinado 7,5-9,52 6,9 1,58 0,76 0,22 tr
Semilla
de
algodoén
Crudo 4,31-5,39 4 0,26 tr 0,05 tr
Refinado 3,27-3,97 3,03-3,43 0,20-0,31 tr-0,04 0,04-0,09 tr
Oliva
Extra
virgen 1,44-1,50 1,18-1,21 0,05 0,01 0,17-0,18 -
Pulpa 2,61-2,82 2,21-2,36 0,09-0,10 0,05-0,06 0,08 0,01
Palma
Crudo 0,71-1,17 0,72 0,23 0,04 0,02 tr
Refinado 0,49-0,61 0,30-0,35 0,10-0,18 0,06-0,07 tr tr
Colza
Crudo 5,13-9,79 2,84-3,58 1,56-2,48 0,02-0,04 0,13-0,19 0,55-0,73
Refinado 2,50-7,31 1,38-3,73 0,76-2,70 tr 0,06-0,23 0,27-0,54
Salvado
de Arroz
Crudo 32,25 17,45 6,58 2,52 3,55 -
Refinado 10,55 5,71 2,15 0,82 1,16 -
Poroto de
soja
Crudo 2,19-4,59 1,22-2,31 0,62-0,76 0,45-0,76 - -
Refinado 2,21-3,28 1,23-1,73 0,47-0,82 0,47-0,52 0,01-0,02 -
Girasol
Crudo 3,74-7,25 4,65 0,69 0,75 0,28 -

1Datos tomados de Piironen et al. (2000) y Moreau et al. (2018).

2Tr: trazas.

1.2.4. Recuperacién y produccion de fitoesteroles y

tocoferoles a nivel industrial

En el punto anterior, se detallaron brevemente cuales eran las fuentes naturales mas
abundantes de FE. Industrialmente, pueden ser recuperados de los aceites vegetales durante su
proceso de refinacién. En el mismo, una de las tareas que se realiza es la “deodestilacion” en la que se
remueve parte del sabor y el olor de los aceites vegetales. Lo deseable seria que durante el proceso
de refinado no se perdieran componentes con valor nutricional como los FE o los tocoferoles (TF), de
los que se hablara mas adelante. Sin embargo, se han reportado pérdidas del 14% de los mismos en
el refinado del aceite de maiz o de palmay de entre 7% y 9% en el de colza y de soja, respectivamente,
comparando aceites crudos con refinados (Maniet et al., 2019).

En la Figura 7 se muestran las etapas basicas del proceso de refinado. Una vez obtenido el
aceite por prensado y extraccién con solventes, el aceite vegetal debe ser acondicionado para lograr

su grado alimenticio. La etapa inicial es el desgomado en donde se eliminan compuestos insolubles
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(mucilagos, fosfolipidos y metales). Luego, las ceras, las cuales tienen un alto punto de fusion, son
removidas en la etapa posterior llamada winterizacion. Seguidamente, en el proceso de blanqueado se
remueven compuestos coloreados, jabones, pesticidas y otros compuestos. Finalmente, en la etapa de
desodorizacion, los compuestos aromaticos, flavors y olores son eliminados, pero es también en esta

etapa donde los tocoferoles y los esteroles son removidos (Maniet et al., 2019).

Aceite crudo
|

! !
Desgomado - Fosfolipidos, mucilagosy metales :- Desgomado
' .
Neutralizacion -l Acidos grasos libres
1
(Winterizacion) ={ Ceras |= Winterizacion

' Colores e impurezas, 1
- jabones, metales, X
Blanqueamiento = fosfolipidos, |- Blanqueamiento
pesticidas, residuos,
proteinas

1
'. - Flavors y olores, DgsoQorizaciér? y
Desodorizaciéon = metales, esteroles |- destilacion de acidos
Aot grasos libres

A

! Acidos grasos libres

| Aceite refinado | !

| Aceite refinado

Figura 7. Proceso de refinacion de aceites vegetales (Maniet et al., 2019).

Resumidamente, el desodorizado es una operacién de destilacién en la que se inyecta vapor
en el aceite a unos 180°-220°C a una presion de 2 mbar durante aproximadamente 2 horas. La
composicién del deodestilado resultante (“deodestilado” acrénimo de “desodorizado destilado”)

depende del origen del aceite y de las variables del proceso (Miniet et al., 2019).

Una vez obtenido el deodestilado, se deben recuperar los FE, para lo que existen dos

metodologias descriptas en la bibliografia:

e Método convencional (no enzimatico).

« Método enzimatico.

El primero consiste en saponificar el deodestilado (saponificacion es la hidrélisis alcalina de
glicéridos en glicerol y sales de acidos grasos, los que precipitan en forma de jabon). Luego se lava el
liquido resultante con éter dietilico, quedando los FE disueltos en él. Finalmente, se procede a la adicion
de metanol lo que hace que los FE recristalicen (Brown et al., 1964; Kasim et al., 2010; Yan et al., 2012;
Maniet et al., 2019).
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El método enzimatico consta en tratar los deodestilados con enzimas especificas. Si bien este

procedimiento es mas costoso que el anterior, esto se justifica en circunstancias donde se requiere un

alto grado de selectividad (trans-esterificacion de moléculas especificas), o bien cuando los

compuestos a recuperar son termolabiles como los tocoferoles, ya que este proceso no requiere un

calentamiento excesivo de la mezcla de reaccion (Teixeira et al., 2011; Sujith Kumar et al., 2017; Maniet
et al., 2019).

1.2.5. Empresas productoras de fitoesteroles y toco  feroles a nivel mundial y en Argentina

Segun un estudio publicado por la revista Persistance Market Research (2020), el mercado de
esteroles y tocoferorles alcanzara los 1.300 millones de ddlares en 2026. Algunos mercados como el
de los Estados Unidos, India, China, Japdn, Singapur, estan experimentando un aumento en la
demanda de este tipo de compuestos bioactivos, ya sea a modo de suplementos dietarios o bien de
alimentos que los contengan con el fin de lograr la reduccién del colesterol, teniendo ademas sabores

Unicos.

Las empresas mas importantes a nivel mundial productoras de este tipo de compuestos son
Advanced Organic Materials S.A., Arboris, LLC, BASF SE, Cargill Inc., COFCO Tech Bioengineering
(Tianjin) Co., CoonOQils LLC, Purextract, DRT Groupe, Gustav Parmentier GmbH, Nutrartis S.A., Matrix
Fine Sciences Pvt. Ltd., Midland Company, Lipofoods SLU, The Archer Daniels Raiso PLC, Vitae Caps
S.A., Vita-Solar Biotechnology Co. Ltd., Xi'an Healthful Biotechnology Co. Ltd., la mayoria de ellas,
instaladas en paises como Estados Unidos, Espafia, Francia y China. Sin embargo, en lo que respecta
a América Latina, si bien existen varios distribuidores, hay solamente dos empresas que los producen,
purifican y concentran a partir del deodestilado de aceites. Ellas son Nutrartis S.A. en Chile y Advanced

Organic Materials (A.0.M.) S.A. en la Republica Argentina.

En el afio 2009, la empresa Nutrartis S.A. realizé la presentacién en Chile de la solicitud de
patente N° 409/2009 y en forma internacional via PCT segun registro PCT/IB2010/050414: “Proceso
para obtener una dispersion de fitoesteroles en medio acuoso y dispersion obtenida”. Esta solicitud
permite producir a nivel industrial fitoesteroles no-esterificados de alta biodisponibilidad

(http://www.naturalis-sa.cl/).

En tanto, en Argentina, Advanced Organic Materials (A.O.M. S.A.), desde el afio 2003 produce
fitoesteroles y tocoferoles a partir de subproductos (deodestilado) provenientes de la refinacion de los
aceites de soja y de girasol. Actualmente, tras su asociaciéon con la empresa Glencore, ademas de
producir FE y TF, produce biodiesel destinado a la exportacién y al abastecimiento interno. Los produce
a partir de diferentes materias primas y multiples formatos que se detallaran en el siguiente parrafo

(https://aomsa.com.ar/).

Finalmente, cabe mencionar a la empresa Saporiti S.A., la cual, si bien no produce este tipo de

compuestos, distribuye una variante de fitoesteroles que se detallara mas adelante.
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Como es sabido, cada matriz alimentaria posee caracteristicas fisico-quimicas particulares. Es

por ello que las empresas productoras de estos compuestos ofrecen una amplia gama de
presentaciones que se ajustan a las caracteristicas de cada matriz. A los fines del desarrollo que abarca
la presente tesis, la basqueda se centré en dos productos / presentaciones ofrecidos por la empresa

A.O.M. S.A. y en uno ofrecido por la empresa SAPORITI S.A., los cuales se detallan a continuacion:

Fitoesteroles libres (FEL): Comercializado bajo la denominacién Advasterol 90® y producido por la

empresa A.O.M. S.A. (https://aomsa.com.ar/).

Fitoesteroles esterificados (FEE): Comercializado bajo la denominacion Advasterol Ester® y producido

por la empresa A.O.M. S.A. (https://aomsa.com.ar/).

Fitoesteroles emulsificados (FEEM): Comercializado bajo la denominacion EMULFIT 3675 AE®, y

distribuidos por la empresa Saporiti S.A. (https://www.gruposaporiti.com/).

En cuanto a los TF, a los fines de la presente tesis se utilizd sélo un producto de la empresa
A.O.M. S.A., el alfa-tocoferol, comercializado bajo el nombre VITAMINA E NATURAL SF 900Ul ®.

Estos productos, como asi también las pruebas de desempefio realizadas, se detallaran mas
adelante en la seccion “Materiales y Métodos”. Ademas, en la seccién “Anexo” se adjuntan las hojas

de especificaciones técnicas de cada uno de ellos.

1.3. Alimentos funcionales

1.3.1. Conceptos y generalidades

Como ya se mencioné anteriormente, una de las razones mas importantes por las cuales los
consumidores estan cambiando la demanda de alimentos es su preocupacion por la salud y por la
ingesta de productos poco saludables. Aunque los consumidores son reacios a hacer grandes cambios
en su dieta, suelen estar preparados a la incorporacion de sustitutos alimenticios para alcanzar
alternativas mas saludables y funcionales (Falguera et al., 2012). En este sentido, las frutas y los
vegetales comestibles en general proporcionan cantidades adecuadas de fibra y de fitoquimicos,
reduciendo el riesgo de padecer ECNT relacionadas con las costumbres de alimentacion actuales. En
las sociedades modernas, la mayor parte de las frutas y de las verduras se consumen frescos o
procesadas industrialmente, con una tendencia creciente hacia las bebidas listas para beber mezcladas

con frutas, zumos de frutas, yogur, leche o miel (Nunes et al., 2016).

El término "alimento funcional” se utilizod por primera vez en Japén en 1984 como resultado de
un estudio sobre la relacidon entre nutricion, satisfaccién sensorial, fortificacion y modulaciéon de los
sistemas fisiolégicos, realizado con la finalidad de definir esos productos alimenticios que contienen
compuestos especiales con efectos fisiolégicos benéficos (Hardy, 2000; Kwak & Jukes, 2001). Los
objetivos de los alimentos funcionales son mdltiples: pueden mejorar las condiciones generales del

organismo (por ejemplo, pre y probiéticos), disminuir el riesgo de algunas ECNT (por ejemplo, productos
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para reducir el colesterol), y podrian ser utilizados para tratar algunas enfermedades (Menrad, 2003;
Mark-Herbert, 2004; Side, 2006).

Los alimentos funcionales deben ser entendidos como un grupo bien definido de productos
alimenticios. Un documento de consenso publicado entre el Parlamento Europeo y la comisiéon sobre
la Ciencia de los Alimentos Funcionales en Europa, Functional Food Science in Europe (FUFOSE), ha
propuesto que "un alimento puede considerarse funcional si se demuestra que afecta beneficiosamente
una o0 mas funciones objetivo en el organismo, mas alla de una nutricion adecuada, de manera que sea
relevante para mejorar el estado de salud y bienestar y/o alcanzar una reduccién del riesgo de
enfermedad. Un alimento funcional debe seguir siendo comida, pero debe demostrar su efecto benéfico
cuando se lo consume en las cantidades en las que normalmente se espera que sea consumido en la

dieta: no es una pildora o una capsula, sino parte del patron alimentario normal" (Diplock et al., 1999).

Resumiendo, si bien los alimentos funcionales no se encuentran definidos legalmente, la
literatura cientifica considera que estos productos aportan beneficios adicionales concretos mas alla de

la nutricion y de la saciedad (Bigliardi & Galati, 2013; Lenssen et al., 2018; lwatani et al., 2019).

1.3.2. Alimentos funcionales adicionados con fitoes teroles

La mayoria de los alimentos enriquecidos con esteroles actualmente existentes en el mercado
se basan en esteroles esterificados o estanoles. Los fitoesteroles libres no estan regulados en muchos
paises vy, por ello, se encuentra limitada la introducciéon en el mercado de alimentos enriquecidos.
Ejemplos de los alimentos adicionados con FE disponibles comercialmente se enumeran en la Tabla 2
(Salo et al., 2012).
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Tabla 2. Alimentos adicionados con FE y paises donde estos productos estan disponibles.?

Alimento Ingrediente activo Pais en donde esta
disponible
Margarinas Fitoesteroles y fitoestanoles  Australia, Bélgica, Brasil,

Queso tipo crema adicionado
con margarina

Yogurt

Cereales listos para
consumir

Snacks y barras de cereal

Leche

Bebida a base de leche-Jugo
Jugo de naranja

Aderezo para ensalada,
aceite y mayonesa

Bebidas

Aderezo para ensalada en
base a mayonesa

Productos carnicos
(salchichas, albéndigas de
pollo)

esterificados

Fitoestanoles

Fitoestanoles

Fitoesteroles libres

Fitoestanoles esterificados y
fitoesteroles libres

Fitoesteroles y fitoestanoles
esterificados

Fitoesteroles esterificados
Fitoesteroles libres

Fitoestanoles esterificados y
fitoesteroles libres

Fitoesteroles libres

Fitoestanoles esterificados

Fitoestanoles esterificados

Canada, Inglaterra, Irlanda,
Finlandia, Francia, Alemania,
Holanda, Japon, Portugal,
Sud Africa, Espafia, Suiza,
Suecia, USA.

Bélgica, Finlandia, Holanda,
Inglaterra e Irlanda.

Bélgica, Finlandia, Holanda,
Inglaterra e Irlanda.

USA (Prueba de mercado)

Inglaterra, Irlanda y USA

Argentina, Irlanda, Inglaterra,
Emiratos Arabes

Argentina
USA (Prueba de mercado)

Argentina, Israel, Japon,
USA

Corea

Finlandia

Finlandia

1Adaptado de Salo (2012).

Los primeros productos fueron lanzados por Raisio Group Ltd. como es el caso de la margarina

'‘Benecol' en Finlandia, en 1995. Unos afios mas tarde, en 1999, los productos de Benecol se lanzaron

en los EE. UU., el Reino Unido, Bélgica, los Paises Bajos e Irlanda. En 1999, Lipton Ltd. lanz6 al

mercado en los Estados Unidos la margarina rica en fitoesteroles “Take control” (Salo, 2012).

En la actualidad, las margarinas “Take Control”, “Flora ProActive”, “Becel ProActive” y “Rama

Proactive” de Unilever/Lipton, o “Logicol” de Goodman Fielder Ltd. enriquecidas con ésteres de

fitoesteroles se encuentran a la venta en mercados de diferentes paises (Salo, 2012; Goodman Fielder,

2020; Upfield Canada Inc., 2020). Ademas, existen algunos productos como los que se detallan en la
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Tabla 3 que poseen su contenido lipidico reducido para, de esta manera, cubrir requerimientos

caléricos limitados (Salo, 2012; Raisio Group, 2020).

Tabla 3. Perfil nutricional de dos margarinas reducidas en grasa disponibles en Finlandia.t

Parametro nutricional Margarina reducida en “Benecol light” Diferencia
grasas “Keiju”

Grasa absorbible 40% 32% -20%
Densidad cal6rica 360 Kcal. 300 Kcal. -17%
SAFA? 11g 5g -55%
MUFA?2 19 g 18 g -5%
PUFA? 10g 9¢g -10%
Fitoestanoles 8¢

1Adaptado de Salo (2012). *Cantidades en 100 gr de producto.
2SAFA acidos grasos saturados, MUFA acidos grasos mono insaturado, PUFA &cidos grasos poli insaturados

En la Tabla 3 se comparan, a modo de ejemplo, las principales diferencias caldricas y de
contenido de acidos grasos de dos margarinas, una de ellas reducida en grasa (“Keiju”) y otra light
enriquecida con FE (“Light Benecol”). La grasa absorbible y, en consecuencia, el contenido de energia,
disminuy6 un 20%, ya que parte de la grasa se reemplazd por estanoles no absorbibles. Ademas,
debido a su rango de temperaturas de fusién relativamente alto (30-40°C), el estanol esterificado con
acidos grasos de aceite de canola se puede usar para hacer mas untable el producto, lo cual repercute
en el perfil de acidos grasos del producto. El contenido de acidos grasos saturados se reduce en un
55% mientras los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados se reducen en sélo un 5% y 10%

respectivamente (Tabla 3).

También existen algunas “snack bars” enriquecidas con este tipo de compuestos. Bajo la marca
“Benecol”, producidas por Raisio Group (2020), estos productos pueden ser encontrados en Estados

Unidos, Reino Unido e Irlanda (Raisio Group, 2020).

Los alimentos lacteos, en tanto, tienen mucho potencial para ser enriquecidos con
fitoetesteroles. Los consumidores consideran que los productos lacteos funcionales o modificados
nutricionalmente (por ejemplo, bajos en grasa) forman parte de una dieta saludable. Asimismo, el
acceso a la informacion nutricional contribuye a la aceptacion de este tipo de productos por parte de
los consumidores (Bimbo et al., 2017).
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El primer producto lacteo que se lanz6 al mercado fue en el Reino Unido en 1999, y se trato del

yogurt llamado “Benecol” enriquecido con fitoesteroles esterificados (FEE). Posteriormente, en el afio

2000 en Argentina se lanzé al mercado bajo la marca “SereCol ®” y ahora “Vidacol ®” (Mastellone

Hnos. S.A., 2020) una linea de bebidas lacteas y de yogures también adicionados con fitoesteroles

(Salo, 2012). Ambos productos aln se encuentran vigentes y disponibles para la venta (Raisio Group,
2020; Mastellone Hnos., 2020).

Como puede observarse en los parrafos anteriores, si bien existe una amplia gama de
productos enriquecidos con fitoesteroles, la mayoria son productos untables como las margarinas. De
todos modos, el segmento de los lacteos y bebidas se encuentra en plena expansion y se presenta
como un nicho de mercado muy atractivo para el desarrollo de nuevos productos (Salo, 2012). Esto
hace que las empresas productoras de alimentos inviertan en el desarrollo de nuevos productos

funcionales o bien mejorados en sus caracteristicas nutricionales (Bimbo et al., 2017).

1.3.3. Fitoesteroles y otros compuestos bioactivos liposolubles

Mas alla de los efectos benéficos que han demostrado tener los fitoesteroles, vale la pena
mencionar que algunos investigadores han encontrado una posible interferencia en la absorcion de los
carotenos en el intestino. En un estudio reciente, Gies et al. (2020) elaboraron un alimento fermentado
a base de maiz y enriquecido con fitoesteroles dispersables y carotenoides, evaluando posteriormente
su digestion in vitro y la bioaccesibilidad del colesterol y de los carotenoides en células intestinales
Caco-2. Si bien concluyeron que la bioaccesibilidad del B-caroteno y del licopeno mejoré
significativamente, la absorcion de la B-criptoxantina disminuyé al igual que la del colesterol. Sin
embargo, ellos relacionaron estos resultados con el tamafio de la micela formada y el dispersante
(maltodextrina) de los fitoesteroles. Otros metanalisis recientes también informaron la disminucion de
las concentraciones de carotenoides y tocoferoles, entre otros compuestos bioactivos liposolubles, en
el plasma luego de ser consumidos con fitoesteroles (Baumgartner et al., 2017; Fardet et al., 2017).
Aunqgue el mecanismo de estas interacciones se encuentra en estudio y depende de factores que van
desde el estado de salud del individuo hasta, como se nombr6 anteriormente, el tamafio de la micela
formada, estas interacciones no logran disminuir a valores peligrosos la absorcién tanto de los
tocoferoles como de los carotenoides, pudiéndose revertir tal efecto consumiendo al menos cinco
porciones de frutas y/o verduras, lo recomendado por muchas organizaciones y trabajos cientificos para

mantener una dieta y un estilo de vida saludable (Noakes et al., 2002; Shilpa et al., 2020).

1.4. Leche y productos lacteos

Segun el Codigo Alimentario Argentino (Articulo 554, Res.22 30-01-95), "con la denominacion
de Leche, sin calificativo alguno, se entiende el producto obtenido por el ordefio total e ininterrumpido,
en condiciones de higiene, de la vaca lechera en buen estado de salud y alimentacién, proveniente de
tambos inscriptos y habilitados por la Autoridad Sanitaria Bromatol6gica Jurisdiccional y sin aditivos de
ninguna especie. La leche proveniente de otros animales debera denominarse con el nombre de la

especie productora”.
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1.4.1. Composicién quimica de la leche

La leche es un producto muy complejo y su composicién puede variar debido a factores como
raza del animal productor, variabilidad individual dentro de la misma raza, ubicacion geografica donde
se encuentra el rodeo, clima y tipo de alimentacion suministrada (Baars et al., 2012; Laguna Paredes
et al., 2018).

En un estudio reciente, y s6lo a modo de ejemplo, Manzocchi et al. (2020) reportaron la
variabilidad que presentaron el volumen producido, la composicion y el tiempo de cuajada (precipitacion
de proteinas lacteas) de leches obtenidas a partir de rodeos alimentados con cuatro tratamientos
dietarios diferentes: heno, ensilado de pasto y ensilado de maiz cortado a dos alturas diferentes, las
que fueron denominadas corto y largo (Tabla 4). Manzocchi et al. (2020) encontraron que si bien no
existen diferencias significativas en el volumen de produccion de leche, se encontraron diferencias
significativas en lo que respecta al contenido de grasa, lactosa y urea, al igual que en la relacion

grasa/proteina.

En lo que respecta a la fase lipidica de la leche bovina, mas del 98% de los lipidos son
triglicéridos, mientras que la fraccion restante se presenta en forma de di y monoglicéridos, acidos
grasos libres, fosfolipidos, esteroles, carotenoides, vitaminas liposolubles y compuestos del flavor
(Huppertz, 2017).

La composicién de acidos grasos de los lipidos de la leche es importante conocerla para
determinar sus propiedades fisicas, quimicas y nutricionales (Huppertz, 2017). En la leche bovina, los
acidos grasos pueden sintetizarse en la glandula mamaria o bien provenir del alimento. Se han
identificado aproximadamente 400 &cidos grasos en la grasa de la leche bovina. Diversos autores, entre

ellos Jensen (2002), proporcionan extensas investigaciones sobre el tema.
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Tabla 4. Rendimiento lechero, composicion de la leche y tiempo de coagulacion. Variabilidad de

acuerdo al tipo de dieta suministrada al rodeo.?

Tratamiento dietario

Ensilado de maiz
(longitud de corte)

Heno Ensilado de Corto Largo Valor P
pasto
Rendimiento
lechero 23,1 22,7 24,2 23,4 ns
(kg/dia)
Componentes (g/kg)
Grasa 43,22 43,12 41,1 40,4b <0,001
Proteina 37,7 37,1 37,8 37,5 ns
Caseina 28,8 28,2 28,7 28,1 ns
Caseina (g/kg
) 762 759 762 752 ns
proteina)
Lactosa 49,72 47,25 47,83 47,32 <0,05
Urea (mg/dl) 14,0¢ 28,42 17,90 16,5b¢ <0,001
Relacion 1,142 1,162 1,09 1,08° <0,001
grasa/proteina
Células
(x1000/ml)
Acidez SH 7,27 7,42 7,06 7,18 ns
Propiedades de la cuajada
Tiempo de 11,0 10,6 10,5 10,3 ns
cuajada
K20 (min) 1,52 1,50 1,41 1,50 ns
aso (mm) 52,8 56,3 54,6 56,3 ns

2 Adaptado de Manzocchi et al (2020).

Las medias que no llevan un superindice difieren en P <0.05.

ns: no significativo.

k20, velocidad de formacién de la cuajada en minutos desde la adicion del cuajo hasta 20 mm de amplitud en la
firmeza de la cuajada; aso, firmeza de la cuajada (amplitud en mm) 30 min después de la adicion del cuajo.
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A continuacién, se describen en la Tabla 5 los acidos grasos mas abundantes encontrados en
los lipidos de la leche bovina. Coppa et al. (2019) estudiaron la variabilidad que presentaban leches
provenientes de dos zonas productoras a las que denominaron tierras altas (0 montafia) y tierras bajas
provenientes de distintas zonas de Francia, Eslovaquia y Eslovenia. Los resultados encontrados
muestran que las leches provenientes de zonas montafiosas poseen mayor contenido de acidos grasos
C18:3 n-3, CLA cis-9, trans-11, MUFA y PUFA. Por el contrario, los rodeos alimentados en base a

pastoreo, pero provenientes de tierras bajas, daban una leche méas amarillenta lo que correlacion6 con

Rango
Acido graso C Insaturaciones % en la grasa total

Saturados
Butirico 4 0 2,0-5,0
Caproico 6 0 1,0-5,0
Caprilico 8 0 1,0-3,0
Caprico 10 0 2,0-4,0
Laurico 12 0 2,0-5,0
Miristico 14 0 8,0-14,0
Pentadecandico 15 0 1,0-2,0
Palmitico 16 0 22,0-35,0
Palmitoleico 16 1 1,0-3,0
Margarico 17 0 0,5-1,5
Esteérico 18 0 9,0-14,0
Insaturados
Oleico 18 1 20,0-30,0
Linoléico 18 2 1,0-3,0
Linolénico 18 3 0,5-2,0

1Adaptado de Jensen (2002) y Coppa et al. (2019).1

Otro constituyente muy valioso de la leche son las proteinas. La leche bovina normalmente
contiene alrededor de un 3,5% de proteinas, de las cuales el 80% esta compuesto por caseinas (Osi- Os2-
B- k-) y el 20 % restante por proteinas del suero (Korhonen & Pihlanto, 2007). Desde el punto de vista
comercial, estos compuestos juegan un rol fundamental ya que no sélo intervienen en el desarrollo de las

propiedades sensoriales de la leche y de los productos lacteos derivados, sino que ademas aportan
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péptidos bioactivos que intervienen en la calidad de la nutricion humana (Berry et al., 2020). En la Tabla 6

se encuentran detallados las principales proteinas lacteas y su posible efecto bioactivo asociado.

Tabla 6. Concentracién y propiedades bioactivas de las proteinas mas relevantes en calostro y leche.?

Concentracién  Concentracion

en calostro en leche Efecto bioactivo asociado
(g/L) (g/L)
Caseina (asi- as2- 26 28 Transporte de iones,
B- K-) inmunomodulador, fuente de
péptidos
B-Lactoglobulina 8 3,3 Antioxidante, asociacion con

vitamina A, fuente de péptidos

a-Lactoalbumina 3 1,2 Sintesis de lactosa y volumen de
leche, inmunomodulador, asociacion

con calcio, fuente de péptidos

Inmunoglobulinas 20 -150 05-1,0 Proteccién inmune especifica,

potencial fuente de bioactivos

Glicomacropéptidos 2,5 1,2 Antimicrobiano, bifidogénico,

modulador gastrico, anticoagulante.

Lactoferrina 15 0,1 Antimicrobiano, antioxidante,
anticancerigeno, antiinflamatorio,
fuente de péptidos,

inmunomodulador.

Lactoperoxidasa 0,02 0,03 Antimicrobiano, inmunopotenciador
Lisozima 0,0004 0,0004 Antimicrobiano, inmunopotenciador
Osteopontina 0,02 Antimicrobiano, inmunopotenciador
Albumina del suero 13 0,3 Fuente de péptidos

1Adaptado de Korhonen & Pihlanto (2007); Berry et al. (2020).

22



1. INTRODUCCION
RIZZ0O, Sergio Anibal

El queso puede ser elaborado con la leche obtenida de mamiferos que incluyen cabras, ovejas,

bufalos, renos, camellos, llamas, cebras y el yak. La leche de los rumiantes es la mejor para la obtencion

de leche para elaborar quesos debido a que contiene altos niveles de caseina, requerida para proveer

un coagulo adecuado. Debido a las propiedades bioactivas encontradas en las proteinas mencionadas

en la Tabla 6 es que existe un interés por parte de la industria en invertir en desarrollos de 1+D para

extraerlas a gran escala de manera intacta (Berry et al., 2020).

Las tecnologias utilizadas para aislar la caseina a gran escala se basan en la coagulacién acida

en su punto isoeléctrico (pH 4,6) o por hidrélisis enziméatica adicionando cuajo (Korhonen & Pihlanto,
2007; Berry et al., 2020).

a-lactoalbumina: Esta proteina se puede considerar como la proteina del suero de leche tipica.
Esta presente en la leche de todos los mamiferos y juega un papel importante en la sintesis de
lactosa en la ubre. Presenta un i6n calcio fuertemente unido en su estructura, que fue
descubierto por Hiraoka et al. (1980). Estudios posteriores han demostrado que el i6n calcio
tiene un papel clave en la estabilidad estructural y en el plegado de la proteina (Brew, 2012;
Moughan, 2020)

B-lactoglobulina: Esta proteina es la principal fuente de proteina del suero y es uno de los
principales carriers ya que es responsable de la captacién y transporte de moléculas hidr6fobas
como el colesteroal, retinol, vitamina D y &cidos grasos y sus derivados. El elemento estructural
central de la proteina es un plegamiento barril-B, con un sitio hidréfobo de unién al ligando
(Kantopidis et al. 2004; Swigtek et al., 2019).

Lactoferrina: Es una glicoproteina de 80 kDa, producida por las células epiteliales de las
mucosas de los mamiferos. Pertenece a la familia de las proteinas transportadoras de hierro,
denominadas transferrinas pero, ademas, puede unirse a iones de cobre, cinc y manganeso.
Se encuentra en distintas secreciones de los mamiferos, pero es especialmente abundante en
leche y calostro (1g/L y 7 g/L, respectivamente). Este Ultimo es el que contiene mayores
concentraciones de compuestos esenciales con impacto significativo en el sistema inmune de
los lactantes, exhibiendo propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas y

antivirales, entre otras (Moreno-Expoésito et al., 2018; Iglesias-Figueroa, et al. 2018).

Lactoperoxidasa: Es una de las principales enzimas que presenta la leche. Entre sus
actividades principales se puede destacar la antimicrobiana, utilizandosela para la
conservacion y el estudio del historial térmico de la leche. Ademas, en la glandula mamaria,
cumple el rol de protector biolégico y antioxidante, protegiendo a las células de las especies
oxigeno reactivas (Buys, 2011). Consta de una cadena polipeptidica simple de 612 residuos
de aminoéacidos que se ordenan un 65% bajo la estructura 3, un 23% con estructura a-hélice y
un 12% de manera desordenada. Su punto isoeléctrico es 9,6 y presenta un peso molecular de
78 kDa, poseyendo un grupo hemo en su sitio activo. Se encuentra ligada a calcio lo cual

mantiene la integridad de la estructura (Buys, 2011; Goulding et al. 2020).
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e Albumina de suero bovino: la leche bovina contiene alrededor de 0,1-0,4 g/L de BSA (por sus
siglas en inglés bovine serum albumin). Su presencia en leche aln esta en estudio, pero se
presume que es el resultado de pequefias pérdidas de sangre en la glandula mamaria
(O"Mahony & Fox, 2013; Goulding et al. 2020). Su peso es de 66 kDa y tiene 583 aminoacidos.
La molécula es de forma eliptica y tiene 3 dominios. En la sangre, la BSA tiene varias funciones
como, por ejemplo, unién de ligandos y atrapamiento de radicales libres, pero no tiene una
funcién conocida en la leche, aunque se la encontré uniendo acidos grasos y iones de metales.
Si bien esta proteina puede formar puentes disulfuro con la a-lactoalbumina y la B-
lactoblobulina e influye en las propiedades de gelificacién de esta Ultima, debido a su baja
concentracién no tiene influencia significativa sobre las propiedades fisico-quimicas de las
proteinas antes mencionadas (O’Mahony & Fox, 2013; Goulding et al. 2020).

1.4.1.1. a-Lactosa

La a-lactosa o 3-D-Gal-(1—4)-a-D-Glc o 4-O-B-D-galactopiranosil-a-D-glucosa es un disacarido
componente de la leche, el cual se sintetiza a partir de la glucosa en la glandula mamaria. Es una de
las principales fuentes de energia para el lactante y la cantidad sintetizada durante la etapa de lactancia
esta asociada directamente al volumen de leche que produce el mamifero (Hettinga, 2019). Como se
menciond anteriormente, la a-lactoalbimina esté involucrada en la produccién de este disacarido y esta
regulada por la hormona prolactina, es decir que el complejo lactosa-sintetizante estara solamente
activo durante la etapa del embarazo y la lactancia (Akersk, et al., 1981; Hettinga, 2019). La lactosa
juega un rol importante durante la elaboracion de productos lacteos, principalmente los fermentados,
en donde es el principal sustrato para las bacterias que llevaran adelante la fermentacién en dichos
productos. Cabe destacar que existe un segmento de la poblacion que es intolerante a la lactosa, lo
gue representa sin duda nuevos desafios tecnoldgicos. Finalmente, la lactosa, al ser un azlcar,
interviene en reacciones de Maillard, las que deben ser consideradas a la hora de desarrollar o producir

lacteos en donde intervienen procesos térmicos (Hettinga, 2019).
1.4.1.2. Otros carbohidratos

Ademas de la lactosa, en la glandula mamaria se sintetizan otros hidratos de carbono,
principalmente oligosacaridos que se producen en pequefias cantidades con respecto a la lactosa
(Hettinga, 2019). Los oligosacaridos de la leche se sintetizan a partir de la lactosa a la que se le unen,
en el extremo reductor, mondmeros de lactoN-biosa (Gal-(81,3)-GIcNAc) o unidades de lactosamina
(Gal-(B1,4)-GIcNAc). En base a estos compuestos, se puede unir una amplia gama de otras unidades
de hidratos de carbono dando como resultado diferentes oligosacéaridos (Urashima et al., 2007;
Hettinga, 2019).
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1.4.1.3. Minerales y sales

Los minerales mas importantes en cuanto a su concentracién son el calcio, potasio, fésforo,
cloruro, sodio, magnesio y sulfatos. En concentraciones mas bajas, pero no por eso menos importantes
en su funcion, se encuentran el zinc, cobre, yodo y hierro (Baré Rodriguez et al., 2010; Kalyankar et al.,
2016). En la Tabla 7 se describe la concentracién de los principales minerales presentes en la leche

bovina.

La leche contiene sales inorganicas como los fosfatos y organicas como los citratos, de calcio
y de magnesio, las cuales se encuentran una parte en la fase coloidal de la leche, asociadas a las
micelas de caseina, y otra en disolucion. A esto se lo conoce como “equilibrio iénico de la leche” y es
de suma importancia para mantener la estabilidad de la misma, la que se ve afectada por etapas del
proceso al que se somete la leche cruda para la obtencién de la leche fluida para consumo y de los
productos lacteos. Entre estas etapas del proceso se pueden mencionar la pasteurizacion (tratamiento
térmico), las de elaboracion de quesos (coagulacion, concentracion, fermentacién), el secado

(tratamiento térmico) y la congelacion (procesamiento en frio) (Burrow et al., 2019).

Tabla 7. Contenido de minerales en la leche bovina (mg/100mL)*.

Concentracién

Mineral (mg/100mL)
Ca 122
P 119
Mg 12
K 152
Na 58
Cl 100
S 1,12
Fe 0,08
Cu 0,06
Mn 0,02
Zn 0,53
I 0,021
Se 0,096

! Adaptado de Kalyankar et al. (2016).
1.4.1.4. Vitaminas

Las vitaminas son compuestos bioactivos fisiolégicos, bioguimicos y metabdlicos que se
encuentran en la leche (Fox, 2003; Baré Rodriguez et al., 2010; Kalyankar et al., 2016). El contenido
de vitaminas de la leche es muy variable dependiendo principalmente de la especie y dieta que

consuma el rodeo. Rossetti et al. (2015) estudiaron la modificacion de la capacidad antioxidante de la
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leche a través de la dieta suministrada a los animales y su variabilidad en dos épocas del afio, otofio-
invierno y primavera-verano. Concluyeron que, luego de 20 dias de suministrar un nivel de 50% de
pastura, la composicién se modificaba favorablemente, lograndose una leche con mayor capacidad
antioxidante debido al perfil de vitaminas antioxidantes. Ademas, observaron que la variable estacional
también influye en la incorporacién de los compuestos. Otro resultado que obtuvieron fue que la mejora
en el perfil se transferia a la leche en polvo y a los quesos duros producidos a partir de estas leches y
que, al realizar el seguimiento de la vida util de la leche en polvo, el aumento de las vitaminas

antioxidantes liposolubles sirvié para preservarla de los efectos de la oxidaciéon (Rossetti, 2015).

En la Tabla 8 se describe brevemente el rango de concentraciones de las principales vitaminas

encontradas en la leche.

Tabla 8. Concentracion de vitaminas (mg/100 mL) en leche bovina.t

Parametro Concentracién (mg/100mL)

Vitaminas hidrosolubles

Tiamina (B1) 28-90
Riboflavina (B2) 116-202
Niacina (B3) 50-120
Acido pantoténico (B5) 260-490
Piridoxina (B6) 30-70
Biotina (B7) 2-4
Acido folico (B9) 1-18
Cobalamina (B12) 0,27-0,7
Acido ascorbico (C) 300-2300
Vitaminas liposolubles

Vitamina A 17-50
Colecalciferol (D3) 0,3

a tocoferol (E) 20-184
Filoquinona (K) 1,1-3,2

1 Adaptado de Claeys et al. (2014) y de Kalyankar et al. (2016).

Al igual que se mencioné en el caso de los minerales y las sales, los procesos térmicos a los
que es sometida la leche afectan los valores de estas vitaminas, ya que muchas de ellas son

termolabiles (Kalyankar et al., 2016).
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1.5. Oxidacién y antioxidantes

Los radicales libres y los antioxidantes se encuentran entre si en equilibrio. Los radicales libres
son compuestos reactivos que tienden a capturar electrones de moléculas bioldgicas para estabilizarse.
El proceso de oxidacién tiene tres pasos bien definidos: el primero, iniciacién, en donde se forman los
radicales, el segundo, la propagacion, donde reaccionan con otras moléculas y, finalmente, en el tercer
paso, la terminacion, cuando se transforma en productos estables (Fig. 8) (Pokorny et al., 2001;

Carocho et al., 2018).

Existen tres especies radicalarias principales, esto es, las especies reactivas de oxigeno (ROS),
las especies reactivas de nitrdgeno (RNS) y las especies reactivas de azufre (RSS). El estrés oxidativo
da paso a la produccion de especies y radicales altamente reactivos, como superoxido (02®-), radical
hidroxilo (OH®-), radical 6xido nitroso (NO®), radical alquiloxi (RO®) y otras especies como el peroxido
de hidrégeno (H202) y el oxigeno atémico (O®), que se pueden producir tanto exdgena como

enddégenamente (Carocho et. al., 2018).

Iniciacion

Calor /luz

A s 2 43

Propagacion

A-C+D

D=E +-°F

Terminacion

P40 Sl €

Figura 8. Pasos del proceso de oxidacidn. Tomado de Carocho et al. (2018).

Estas especies y radicales se generan de muchas maneras y, como puede observarse en la
Figura 9, pueden afectar lipidos, ADN y proteinas, volviéndolos inestables. Si no se neutralizan a
tiempo, los radicales libres desencadenan procesos inflamatorios, agudos o crénicos, que conducen a
enfermedades como por ejemplo el Alzheimer, Parkinson, accidente cerebrovascular, diabetes y
esclerosis multiple, entre otras. Para contrarrestar los ataques que producen estas especies, el
organismo cuenta con un conjunto de antioxidantes endégenos que actian como la primera linea de
defensa (enzimas y otras moléculas). Pero muchas veces no es suficiente y, por lo tanto, el cuerpo
humano debe incorporar antioxidantes exégenos provenientes de distintas fuentes alimentarias (frutas,

verduras, lacteos y carne) (Carocho et al., 2018).
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Organos afectados
Cerebro

Corazon

Sangre

Higado

Pancreas

Piel

Ojos

Ovarios / testiculos

Objetivos
+ Lipidos celulares
+ ADN

Proteinas
Sintesis de proteinas

Antioxidantes
» Superdxido dismutasa
Glucation peroxidasa

(&)
®

* Retinol
+ Acido ascérbico
» Tocoferoles
Causas Estrés « Polifenoles
. EOS L oxidativo . Cp_enzima Q10
« Exposicion a la luz « Bilirrubina
* Procesos inflamatorios » Selenio
« Radiacion electromagnética « Carotenoides
* Metales pesados ™~ + Acido urico
+ Fumadores activos y pasivos

Ejercicio extremo

Figura 9. Causas, objetivos, 6rganos afectados y antioxidantes involucrados en el estrés oxidativo.
Adaptado de Carocho et al. (2018).

1.5.1. Oxidacion lipidica

En la Figura 8 se describio brevemente de qué consta cada una de las tres etapas del proceso
de oxidacion y se hablé ademas de las tres especies radicalarias mas importantes. La oxidacion de
lipidos puede verse como una reaccion en cadena de radicales libres impulsada por sustracciones de
hidrégeno. Los hidroperdxidos resultantes son productos estables, pero los radicales de
descomposicion son los precursores de todos los productos que se forman al final de las cadenas de

oxidacion (Schaich, 2016), tal como se describe en la Figura 10 .
Iniciacion
L.H . B L,

Propagacion:

Reaccion de la cadena de radicales

K,
L + 0O, k-:" L,00*
B
LOO"+ LLH ™ .  LOOH + LS

L,00* + L;H — P . L,OOH + L;* etc. - L,O0H
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Iniciacion de nuevas cadenas (ramificacion)

L,O0H Kat L,O* + OHW Metales reducidos
L,OOH Kz L,OO* + H Metales oxidados
L,O0H Kas L,O* + °‘OH Calor y radiacion UV
LHD. Koz L,OH .
L,00 + LsH K L,O0H + Ly
HO" k‘“ HOH
p3

Terminacion (Formacion de productos no radicalarios )

B . Combinaciones radicalarias
Ln Ly
Lol + Lo ki1 Polimeros, productos monomericos no radicalarios
ki (aldehidos, cetonas, etc.)
L,00° L,00° kes

- Escisiones radicalarias

LOO* Kis1 Productos monomericos no radicalarios
LO® Kis2 (Aldehidos, cetonas, alcoholes, alquenos etc.)

Figura 10. Mecanismo de oxidacion lipidica. Reaccidn clasica de la cadena de radicales libres.
i: Iniciacién; o: Oxigenacion; B: Oz escision; p: propagacion; d: disociacion; t: terminacion; ts:
terminacién/escision. Adaptado de Schaich (2016).

Las reacciones de oxidacion lipidica son relativamente lentas, haciendo necesario que el
seguimiento de los productos de oxidacién y/o el seguimiento de la vida Gtil de un determinado alimento
se prolongue por semanas o meses (Schaich, 2016). Sin embargo, existe evidencia cientifica que
demuestra que al mismo tiempo que ocurren las reacciones de captura de hidrégeno por radicales
peroxilo y alcoxilo, ocurren reacciones alternativas que se combinan desarrollando un sistema de

reaccion integrado mucho mas complejo, el cual se describe la Figura 11 ..
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LH
E,‘ 1 e Oxidacion
Polimeros . Dimeros
T Adicién Isomerizacién B-Escision de O, I
i
Dimeros® . ﬂ 0: Epéxidos*
[ Endoperoxidos*
-CH=CH- Adicion ~ Loo* .:""' Ciclacién !
| o —
Epoxidos* \\ -
|+ o PR\
A N
L LHoRH
100* ortoo- ¥ Epéxidoss
H* LOOH
Escision &
hv A m"™ .\’bg\
v c®
Lo° | + OH + Mne
’ »
Aldehidos s \% N .
Alcanos Q3 %, LOH + L
Radicalese - Alcoholes
Epdxidos Palmerce Peréxidos,
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Figura 11. Esquema de la peroxidacion lipidica con reacciones alternativas. Adaptado de Schaich

(2016).

En la Figura 12 se esquematiza como la oxidacion lipidica interviene en la oxidacion proteica.
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Figura 12 . Dafio celular a partir de la co-oxidacion lipidica. Adaptado de Schaich (2008).
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Las reacciones de los radicales lipidicos peroxilo (LOO®) generan, desde su inicio, compuestos
(dimeros, epoxidos y aldehidos) que pueden desviar los radicales de la formacion de hidroperéxidos
hacia otros caminos. Xie et al. (2015) demostrd que no sélo los epoxidos se formaban antes que los
hidroperodxidos sino que, ademas, la concentraciéon era mucho mayor. También los radicales lipidicos
alcoxilo, LO®, pueden sufrir reordenamientos internos, escisiones y adiciones que hace que los
aldehidos resultantes (Fig. 13) no siempre se formen. Es por esta razén que se debe prestar especial
atencion en la eleccion de el/los métodos utilizados para medir productos de oxidacién ya que por
ejemplo medir hexanal o decadienal solamente puede hacer que no se contemplen otros compuestos
(Xie et al., 2015; Schaich, 2016).

LO(O) + PH —» LO(OH + P

1 l 1

Transferencia de radical Oxidacién Polimerizacién
P°+RH —= PH + R’ P*+ O, = POOH — PO’ P'+ P — P-P
‘ P*'+ PO, — POOP

Escision peptidica Oxidacion de la cadena

. ,

P-C=0 P-C=0

Figura 13. Vias y consecuencias de la produccion de radicales libres en proteinas. Adaptado de Schaich (2008).
Referencias: P® es un radical proteico en cualquier carbono alfa de la estructura principal del péptido o en una
cadena lateral de aminoéacidos. RH es cualquier molécula con hidrégenos expuestos.

En sistemas complejos como los alimentos, la situacién se agrava ya que los radicales
resultantes de la oxidacion lipidica reaccionan con otros compuestos del alimento, principalmente
proteinas (Fig. 13). Se determiné que la oxidacion de lipidos y proteinas en matrices complejas como
el queso es un proceso complejo. La oxidacion de proteinas se correlacion6 con el contenido de grasa
de los quesos y la interaccion entre los radicales lipidicos y las proteinas parecié influir en la generacion
de ditirosina. La cantidad de productos resultantes de la oxidacién de proteinas (ditirosina y dimetil
disulfuro) y de los lipidos (hidroperéxidos de lipidos, pentanal, hexanal y heptanal) se redujo
significativamente en los quesos envasados al vacio. Por otro lado, se determiné que el agregado de
antioxidantes tales como el acido ascorbico y el hidrolizado de proteinas del suero lacteo al suero
pasteurizado utilizado en la produccion de quesos mozarella y cheddar dio como resultado un menor
sabor a cartén y concentraciones mas bajas de pentanal, heptanal y nonanal en comparacién con el
suero pasteurizado control (Liaw et al., 2010). Es por esta razén que se deben estudiar y contemplar
todas las reacciones de degradacion oxidativa para evitar el deterioro oxidativo en sistemas tan

complejos como son los alimentos (Schaich, 2008; Schaich 2016).
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1.5.2. Oxidacién proteica

La oxidacién de proteinas se encuentra intimamente relacionada con la oxidacién lipidica ya
que a menudo ambos tipos de moléculas se encuentran asociadas en las diversas moléculas
alimentarias y porque los productos intermediarios de la oxidacién lipidica pueden reaccionar con las
proteinas (Fig. 13) (Schaich, 2008). Cuando una proteina se oxida cambia su configuracion y, por ello,
su comportamiento general. Es porque se afecta el entrecruzamiento, se puede producir escision,
resultando todo ello en la alteracion de la textura y en la pérdida de valor nutricional. Ademas, se puede
ver afectada la funcionalidad molecular (actividad enzimatica, oscurecimiento y pérdida del color en los
alimentos) y si se analiza un sistema in vivo se pueden ver alteraciones en la sefializacién celular, en

la respuesta genética o bien en la apoptosis (Schaich, 2008).

Las reacciones de los lipidos oxidados y de sus compuestos de degradacion con las proteinas
son importantes para la ciencia de los alimentos, la quimica, la bioquimica y la medicina. A continuacion,
se hara una breve resefia de como las especies oxidantes lipidicas mas comunes tales como radicales
libres hidroperéxidos, ep6xidos y productos carbonilo secundarios (principalmente aldehido) afectan a
las proteinas (Schaich, 2008; Estévez, 2019).

Como se menciond anteriormente, los lipidos oxidantes generan multiples especies reactivas,

las que tienen potencial para reaccionar con moléculas no lipidicas:

e Los radicales peroxilo y alcoxilo transfieren radicales a otras moléculas, lo que lleva a

entrecruzamientos y polimerizacion, asi como a escisiones moleculares entre otros.

« Los hidroperéxidos se unen a proteinas y a acidos nucleicos, lo que lleva a la descomposicion in situ

y a la subsiguiente sustraccién de H de las proteinas.
« Los epoxidos se unen a las proteinas formando aductos.

« Los aldehidos participan en una variedad de reacciones de adicion que conducen a la formacién de

aductos y de entrecruzamientos con otras moléculas.

En relacién con los radicales peroxilo y alcoxilo, independientemente del lugar 0 mecanismo,
la transferencia de radicales lipidicos LOO® y LO® a proteinas, por abstracciéon de H, genera radicales
proteicos (P®) (Fig. 13). Dependiendo de que la proteina sufra el ataque, se alterara su conformacion
afectandose la solubilidad, inhibiéndose la actividad enzimatica. Ademas, se vera afectada su
capacidad de recombinarse y de formar polimeros, su capacidad de afiadir oxigeno para formar el
radical peroxilo y/o su capacidad de experimentar reacciones de escisidon con descarboxilacién; en
algunas condiciones también muestran desaminacién en patrones similares a las proteinas irradiadas
(Schaich, 2008; Soladoye et al., 2015; Ferreira et al., 2018).

A diferencia de los radicales lipidicos, epdxidos y productos de oxidacién con carbonilo, los
hidroperoxidos lipidicos no son especies reactivas per se pero, sin embargo, las proteinas expuestas a

estas especies se dafian en minutos, induciendo la descomposicion de las especies LOOH y una
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reaccion directa del LO(O)® resultante con determinados amino&cidos (Schaich, 2008; Soladoye et al.,
2015). Estas reacciones pueden o no estar mediadas por iones de metales y verse potenciadas por
proteinas unidas a lipidos, como la albimina de suero bovino, donde las cadenas laterales hidrofébicas
facilitan las asociaciones con los lipidos y aportan residuos que pueden reaccionar con la especie
LOOH. En la Figura 14 se describe el mecanismo de reaccion entre los hidroperéxidos lipidicos y las

aminas y sulfhidrilos de las proteinas (Schaich, 2008).

—
LOOH + PH — LO-OH...H-P] —» LO'+P*+H,0

R3N + R'OOH — [R:N...HOOR’] —» R;NO +R’0O’
L'H
2 RSH + LOOH —- RSSR+H,0+LO* —» LOH+L"’

Figura 14 . Mecanismo de reaccion entre los hidroperéxidos lipidicos y las aminas y sulfhidrilos de las
proteinas.

Los epoxidos lipidicos son compuestos cancerigenos, mutagénicos y fuertemente citotoxicos.
Como se observa en la Figura 15, son productos ciclicos generados por reacciones internas de
hidroperoxidos lipidicos, productos de adicion de peroxilo o radicales alcoxilo, o reaccion entre
hidroxinonenal e hidroperéxidos lipidicos o peréxido de hidrégeno (Schaich, 2008; Soladoye et al.,
2015; Schaich, 2016).

-OH 'C/o 9.1
Ry{-CH-CH=CH-CH=CH-R; —» R; HiH-CH-CHsCH—R,

OOH
. 0:/H |

R-CH-CH-CH-R, —» LO"+ R;-HG-CH-CH-R, ——> R,-HC-CH-CH-R,

L

‘0

¥ .« /A 0,H /

Ry-CH=CH-CH=CH-CH-R; —» Ry-CH=CH-CH.CH-CH-R; —— Ri-HCH=CH-CH-CH-CH-R,
HOO

R-EH-CHOCH-CHO + LOOH ——» R-({&H-EH-CHO + LOH
H ’ H

Figura 15. Reacciones de epoxidos lipidicos. Adaptado de Schaich (2008) y Schaich (2016).
Al ser compuestos altamente reactivos e inestables, las ciclaciones internas o reordenamientos
de LO® a epdxidos son muy comunes, compitiendo con la captura de H durante la oxidacién de lipidos.

La ciclacion se ve favorecida cuando la concentracion de lipidos es baja (por lo tanto, hay baja

concentracién de protones vulnerables), cuando se esta en presencia de disolventes aproéticos, cuando
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existen lipidos insaturados y a bajas temperaturas. Por lo tanto, los epdxidos son componentes

comunes de la mayoria de los sistemas de reaccion complejos (Schaich, 2016).

Finalmente, los aldehidos (productos secundarios) son responsables de olores desagradables
y de sabores asociados con la rancidez, por lo que han recibido una atencién considerable en los
estudios de co-oxidacion. Todos los aldehidos reaccionan con grupos nucleofilicos de las proteinas

formando aductos, dando como resultado:

« Laformacién de aductos lineales (base de Schiff, adicion de Michael o una combinacion de ambos)
lo que hace que la superficie de las proteinas se modifique, modificando el reconocimiento de las
proteinas. Este es el paso inicial para todos los aldehidos.

» La formacion de productos ciclicos, especialmente dihidropiridinas y pirroles, como aductos o en
enlaces cruzados.

« La formacion de enlaces con otras proteinas, con otras moléculas o con la misma proteina. Estas
combinaciones se forman a través de reacciones con bases de Schiff, combinaciones de reacciones
de formacion de bases de Schiff y de adicion de Michael, asi como combinaciones complejas de

cualquiera de éstas.

Las reacciones que ocurren para formar estos complejos se ven influenciadas por la naturaleza
de la proteina, la relacion proteina-aldehido, el pH, la fase o disolvente y la tensién de oxigeno entre
otros factores (Schaich, 2008; Schaich, 2016).

1.5.3. Antioxidantes alimentarios: legislacién

Los aditivos alimentarios son moléculas que se introducen en los alimentos para cumplir
funciones tecnolégicas especificas. Ellas involucran la preservacién de los alimentos, impactando
directamente en la vida util, o bien el resaltar o impartir color, sabor o textura entre otras funcionalidades
(Carocho et al., 2017; Carocho et al., 2018). Los aditivos son agregados durante la produccion del
alimento y deben estar estrictamente controlados y legislados por los organismos competentes como
la EFSA (European Food Safety Authority) en la Unién Europea (UE), la FDA (Food and Drug
Administration) en los Estados Unidos. Otros organismos involucrados en la legislacion de estos
compuestos son la JECFA, la Organizacion Conjunta para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) /
Comité de Expertos en Alimentos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el Codex
Alimentarius (Carocho et al., 2018). En nuestro pais, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) en su

capitulo 18 regula este tipo de compuestos.

Uno de los grupos de aditivos mas importantes son los conservantes, los que a su vez se
subdividen en tres grupos mas pequefios, a saber, los antimicrobianos, los antioxidantes y los agentes
anti-pardeo (Carocho et al., 2017; Carocho et al., 2018). El subgrupo de aditivos antioxidantes tiene
como objetivo extender la vida Gtil de los productos alimenticios por protegerlos de la rancidez, la

pérdida o cambios del color, el desarrollo de off-favor, modificacion de la textura, entre otros.
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1.5.4. Tocoferoles como antioxidantes. La vitamina E
Los tocoferoles y los tocotrienoles son derivados del 6-cromanol. Los primeros, poseen una
cadena lateral con 16 carbonos de isoprenoides saturados y tres centros quirales con la configuracion
R en las posiciones 2, 4 y 8, tal como se indica en la Figura 16 A (Stocker, 2004; Azzi, 2019). De esta
manera, y en base a los tres centros quirales, podremos encontrar tocoferoles o tocotrienoles con
configuraciones RRR, RRS, RSR, RSS, SSS, SSR, SRS y SRR (Stocker, 2004; Azzi, 2019). Por otro
lado, la denominacion de vitamina E, incluye ocho isoformas liposolubles: a-, B-, y- y &-tocoferol y a-,
B-, y- y 6-tocotrienol (Azzi, 2019).

La utilizacién de los tocoferoles como antioxidantes engloba tres de las cuatro isoformas, a-, B-
y y-tocoferol, siendo el &-tocoferol la Unica isoforma que no esta permitida como aditivo (Carocho et al.,
2018). En términos de actividad antioxidante, en tanto, el a-tocoferol es la isoforma mas activa y, dentro
de esta configuracion, solo las formas RRR y RRS (provenientes de mecanismos de sintesis natural),
seguidas de las B-, y- y - del tocoferol (Stocker et al., 2004; Azzi, 2019). La mayoria de las
investigaciones realizadas sobre la vitamina E se centraron principalmente en el isémero a- ya que es
predominante en los tejidos humanos y una ingesta deficiente de este isémero, resulta en la ataxia

asociada a la deficiencia de vitamina E (Jiang, 2014).

Las diferencias entre las formas a, 3, y y 8 estan en el nimero y la posicion del grupo metilo en
el anillo (Fig. 16). Sélo las formas B- y y- de los tocoferoles y/o tocotrienoles pueden ser llamados
isébmeros, ya que tienen la misma formula, pero diferente disposiciéon de los atomos en la molécula. La
diferencia entre los tocoferoles y los tocotrienoles esta en que estos Ultimos presentan tres dobles
enlaces en la cadena (Fig. 16B) (Azzi, 2019). En el higado, el ismero a- se une preferentemente a la
proteina transportadora de a-tocoferol (a-TTP). Esta proteina junto a otro transportador especifico,
incorporan el a-tocoferol a las lipoproteinas, transportandola de esta manera a distintos tejidos a través
de la circulacién. La afinidad de la proteina transportadora a-TTP por el a-tocoferol es del 100%,
mientras que la afinidad para las formas B, y y © resulta menor (50, 10-30, o 1% respectivamente)
(Jiang, 2014).

La EFSA los aprueba y los rotula para ser utilizados como antioxidantes alimentarios bajo el
numero E-306 al E-309 (Carocho et al., 2018), mientras que en el CAA se los puede encontrar rotulados
bajo los coédigos INS 306 e INS 307. Se utilizan principalmente como aditivos en productos con alta
cantidad de grasa en su composicion como por ejemplo aceites y productos carnicos (Carocho et al.,
2018).

En la nueva regulacién para el etiquetado de informacién nutricional, la FDA esta reemplazando
la unidad "UI" de las vitaminas A, D y E por la unidad métrica. De esta manera, para el caso de la
vitamina E, la unidad de la misma se cambiara a “miligramos” de a -tocoferol (mg). En la nueva unidad,
1 mg de a-tocopherol equivale a 1 mg de RRR-a-tocopherol y a 2 mg all-rac-a-tocopherol. Esta
regulacion entrd en vigencia el 1 de enero de 2020 para empresas con ventas anuales de US $ 10
millones 0 mas y a partir del 1 de enero de 2021 para empresas con menos de US $ 10 millones en
ventas anuales (FDA, 2019).
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Figura 16 . Estructura del RRR-a-Tocoferol. Adaptado de Socker (2004) (A). Estructura de tocoferoles y

tocotrienoles. Adaptado de Azzi (2019) (B).

En la Figura 17 se observan las reacciones oxidativas en ausencia y en presencia de vitamina

E. Cuando hay presencia de radicales peroxilo (ROO®), éstos reaccionan 1000 veces mas rapido con

la vitamina E (Vit E-OH) que con los &cidos grasos PUFA (RH); el grupo hidroxilo de la vitamina E

reacciona con el radical peroxilo para formar el hidroperéxido (ROOH) y el radical libre tocoferilo o de

la vitamina E (Vit E-O®). Es de esta manera como las membranas y las lipoproteinas estan protegidas

por la vitamina E de la reaccion en cadena de peroxidacion lipidica (Traber et al., 2020).

Ademas, esta documentado en bibliografia (Azzi, 2019; Traber et al., 2020) que existe un efecto

sinérgico cuando la vitamina C (acido L-(+)-ascérbico) esta presente junto con la vitamina E frente a un
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atague oxidativo (Fig. 17). Cuando el radical tocoferilo (Vit E-O®) esta formado, reacciona con la
vitamina C oxidandola y transforméandola en radicales libres ascorbato (Asc®-), devolviendo al radical
tocoferilo (Vit E-O®) a su estado reducido (Vit E-OH). Cabe sefialar que los iones metalicos libres, como
los del hierro o cobre, pueden reiniciar la peroxidacion lipidica por reaccion con ROOH para formar un
radical alcoxilo (RO®).

A B

Figura 17 . Reacciones de oxidacién lipidica en ausencia de vitamina E (A), donde la peroxidacién
continua y se propaga, y en presencia de vitamina E y vitamina C, donde la peroxidacion lipidica se
termina (B). Adaptado de Azzi (2019).

1.5.5. Beta-caroteno (provitamina A) y retinol (vit  amina A)

La vitamina A es un nutriente esencial liposoluble de la dieta que modula la respuesta inmune
y mantiene la homeostasis de los tejidos epiteliales y mucosas a través de su metabolito, el acido
retinoico (Roche & Harris-Tryon, 2021). En la nueva regulacion de la FDA para el etiquetado de
informacion nutricional, la unidad de vitamina A se cambi6, a partir del 1 de enero de 2020, de “Ul" a
“microgramos” (mcg) de equivalentes de actividad de retinol (mcg RAE) (FDA, 2019). Los humanos y
otros mamiferos sintetizan retinol a partir de los carotenoides presentes en plantas y microorganismos.
El carotenoide principal es el B-caroteno (Fig. 18) (Blaner, 2019). La conversion de la unidad de
vitamina A de Ul a la unidad métrica, mcg RAE, tiene en cuenta las diferencias en la actividad de la
vitamina A entre los retinoles y los carotenoides provitamina A. En la nueva unidad, 1 RAE equivale a
1 mcg de retinol, 12 mcg de beta-caroteno, 24 mcg de alfa-caroteno o 24 mcg de beta-criptoxantina
(FDA, 2019).
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Figura 18 . Estructura del All-trans-f caroteno y All-trans-retinol. Adaptado de Blaner (2019).

Otros carotenoides como el a-caroteno y la B-criptoxantina tienen también actividad
provitaminica, pero es menor que la del -caroteno. En cambio, moléculas como el licopeno, zeazantina
y luteina carecen de esta actividad, pero son moléculas que pueden actuar como antioxidantes (Blaner,
2019). El B-caroteno es capaz de frenar las reacciones en las que interviene el oxigeno singlete,
reaccionando con radicales libres tales como radicales peroxilo (ROO®) (Chisté et al., 2014; Ribeiro et
al., 2020), superédxido (02®) e hidroxilo (HO®-) (Trevithick-Sutton et al., 2006; Ribeiro et al., 2020), asi
como el anioén peroxinitrito (ONOQO") (Panasenko et al., 2000; Ribeiro et al. 2020). Existe una vasta
evidencia cientifica que demuestra que los carotenoides previenen o disminuyen el dafio oxidativo al
ADN, los lipidos y las proteinas (Agarwal et al., 2012; Kasperczyk et al., 2014; Blaner et al., 2019).
Como se mencioné previamente, no todos los carotenoides poseen la misma capacidad antioxidante.
Aparentemente, esa capacidad esta relacionada con la cantidad de dobles enlaces presentes en la

molécula, lo cual determina un nivel de energia mas bajo (Murray & Capelli, 2020).

Los principales productos que resultan de la oxidacién del B-caroteno son sus epéxidos (Fig.
19). La quimica del antioxidante B-caroteno muestra una alta dependencia de la presion de oxigeno
(Chisté et al., 2014). Con una presion baja (<50 Torr), el B-caroteno actlla como un antioxidante que
rompe la cadena de oxidacion, mientras que, al aumentar la presion de oxigeno, el -caroteno se auto-

oxida facilmente mostrando un comportamiento pro-oxidante.
BC + ROO®" — ROO-BC’ Gy

ROO-BC*— BC—oxide + RO* B)
ROO-BC" + O, <= ROO-BC-00’ (C)

Figura 19. Quimica de la oxidacion del B-caroteno. Adaptado de Chisté et al. (2014). BC: B-caroteno.

Como resultado de la adicion reversible de oxigeno al complejo del radical B-caroteno (Fig. 19

C), se forma un radical peroxilo reactivo que se propaga a cadenas de radicales. La formacién de
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productos correlaciona directamente con la presion de oxigeno, sugiriendo la auto-oxidacion del -
caroteno. No obstante, las reacciones de epoxidacion (Fig. 19 A, B) pueden iniciar nuevas

propagaciones de radicales (Chisté et al., 2014; Ribeiro et al., 2020).

Ya se han descripto los principales antioxidantes naturales y su mecanismo de anti-oxidacion.
Sin embargo, cabe sefialar que también existen antioxidantes sintéticos que son muy utilizados en la
industria de los alimentos ya que estan permitidos y regulados por el Cédigo Alimentario Argentino.
Debido a que no son objeto de estudio de la presente tesis, s6lo se los mencionard y describira
parcialmente a continuacion. Los antioxidantes sintéticos o bien las combinaciones de ellos, aceptados
a nivel mundial, son compuestos fendlicos sustituidos por grupos hidrocarbonados o bien esterificados
como por ejemplo el butil hidroxinasol (BHA), el butil hidroxitolueno (BHT) y el galato de propilo o propil
galato (PG) (Fig. 20).

OH ?H
POV
'H)
OMe
BHA BHT

O O(CHy)2CHz

PG
HO OH
OH

Figura 20 . Estructuras quimicas de los antioxidantes sintéticos mas utilizados: butil hidroxitolueno
(BHT), butil hidroxinasol (BHA) y propil galato (PG) (Yehye et al., 2012).

No obstante, la preocupacion por su toxicidad y los costos, junto con la preferencia del
consumidor con respecto a la seguridad de los aditivos alimentarios, crearon la necesidad de estudiar

e identificar fuentes naturales que tengan potencial antioxidante (Cémert & Gékmen, 2018).

1.5.6. Medicién de la oxidacion

Como se describié en los parrafos anteriores la oxidacion lipidica no solamente es compleja y
consta de varias etapas sino que, ademas, los productos resultantes de las reacciones son altamente
reactivos y atacan a otras moléculas, ya sea de los alimentos como asi también del organismo. Por ello
es importante contar con metodologia analitica que nos permita cuantificar la oxidacion para detectar
todas las vias activas en una matriz y, de esta manera, evaluar con mayor precision el impacto de la

oxidacién en la vida util del alimento (Schaich et al., 2016).

Existen muchos factores que intervienen en la oxidacion lipidica, debido a lo cual hay muchas

maneras de evaluarla. A estos métodos de medicidn los podemos agrupar segun lo que se desea medir,
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esto es, la pérdida de acidos grasos insaturados, la concentracion de productos primarios de oxidacion
o la concentracion de los productos secundarios. Una forma de medir los productos primarios de
oxidacién o hidroperoxidos lipidicos es a través del método del valor peréxido (VP). La desventaja que
éste presenta es que estos compuestos son inestables porque a medida que prosigue la oxidacién se
combinan para formar nuevos productos finales. Entre éstos, se producen mas de 30 aldehidos, que
varian segun la naturaleza del sustrato oxidado. El malondialdehido (MDA) es uno de los mas faciles
de medir a través de su reaccién con el acido tiobarbiturico y posee baja toxicidad para el organismo.
Otro de los aldehidos que se produce es el 4-hidroxi-nonenal o HNE. A diferencia del MDA, éste Ultimo

difunde facilmente a los tejidos y puede causar toxicidad celular (Catala, 2012).

1.5.6.1. Valor peréxido (VP)

Se considera que los hidroperéxidos son el primer producto estable en la oxidacién de lipidos
(Schaich et al., 2016). El VP se expresa de diversas formas, ya sea como miliequivalentes de oxigeno
o hidroperéxidos por kg de grasa. Las concentraciones de hidroperdxido se determinan a partir de
curvas estandar. El VP tiene una buena correlacion con la respuesta de los paneles sensoriales,
estableciendo una escala de "aceptabilidad" donde los aceites frescos tienen VP<1, aceptandose los
aceites comerciales industriales con VP<5 y los aceites con VP=10 mEq de hidroperoxido / kg de aceite
se consideran rancios y son rechazados por los paneles sensoriales (Catala, 2012; Schaich et al.,
2016). De todos modos cabe destacar que no se puede evaluar la oxidacidon con el VP solamente, ya
que un valor bajo puede indicar que ocurrid poca oxidacion o también que la oxidacion esta en otra
etapa donde los hidroperoxidos se estan descomponiendo a otros productos, como ocurre cuando en
las reacciones de oxidacion interviene la luz UV o las altas temperaturas. En tanto, un VP alto puede
ser indicador de procesos de estabilizacion de los hidroperéxidos, como ocurre con las bajas
temperaturas o mediante enlaces puente hidrégeno entre los hidroperéxidos y antioxidantes fendlicos
(Schaich et al., 2016).

1.5.6.2. Sustancias reactivas al acido tiobarbitari  co (Thiobarbituric Acid Reactive Substances
TBARS)
El ensayo de TBARS mide los productos de degradacion secundarios (MDA) que reaccionan
con el acido tiobarbitarico (Fig. 21) cuando se calientan en soluciones acidas para formar un complejo
de color rosado que absorbe en un rango de 532-535 nm y, cuando se excita a 515 nm, emite

fluorescencia a 553 nm (Schaich et al., 2016)

40



1. INTRODUCCION
RIZZ0O, Sergio Anibal

0
o S N ¢ N_ S
0O 0 N YOS ot R0 \I/S
S — + H,0
)‘\_/U\ i N /J\g N N )
O : ~ CHCH=CH |
HO 0

Figura 21 . Ensayo de TBARS: reaccion de formacion del malondialdehido (MDA) con el &cido
tiobarbitdrico. Adaptado de Schaich (2016).

Cabe destacar que, en realidad, la reaccion es bastante inespecifica e involucra reacciones
con alcanos, alquenos y otros compuestos de oxidacion aparte del MDA. Esto puede distinguirse por
cambios en los maximos de absorcién que se dan a otras longitudes de onda. Si bien este método
presenta esta desventaja, es uno de los mas utilizados para medir productos de reaccion secundaria
ya que es simple, confiable, correlaciona bien con el analisis sensorial y ofrece un panorama bastante

certero del estado de oxidacion de la muestra analizada (Schaich et al., 2016).

Al realizar el ensayo se deben tener encuenta dos consideraciones importantes. La primera es
que, para cuantificar la absorbancia, se deben realizar curvas de calibracién preparadas a partir de
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), que se hidroliza en medio &cido para dar MDA. La segunda
consideracion es que, para tener resultados confiables, las muestras se deben comparar con blancos
de reaccion para determinar el porcentaje de analitos que resisten las condiciones de reaccion. Este
factor se incluye luego en los calculos finales del valor de TBARS, que se expresan generalmente como
pmol de TBARS / g de muestra, o mg de MDA / kg de muestra (Schaich et al., 2016).

Debido a las desventajas que presenta este método es que muchos investigadores sugieren
que la oxidacién no se mida o estime realizando solamente el ensayo TBARS, sugiriendo, ademas, la
deteccion por HPLC de las especies individuales para no cometer errores a la hora de subestimar o

sobrestimar la oxidacion de una muestra (Caprioli et al., 2011; Schaich, 2016; Zhang et al., 2018).

1.6. Queso

Segun el Cadigo Alimentario Argentino (Articulo 605 - Resolucién Conjunta SPRyRS y SAGPYA
N° 33/2006 y N° 563/2006) “Se entiende por Queso el producto fresco o madurado que se obtiene por
separacion parcial del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial o totalmente descremada),
o de sueros lacteos, coagulados por la accién fisica del cuajo, de enzimas especificas, de bacterias
especificas, de acidos organicos, solos o combinados, todos de calidad apta para uso alimentario; con
o sin el agregado de sustancias alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos especificamente
indicados, sustancias aromatizantes y materiales colorantes. Se entiende por Queso Fresco el que esta
listo para el consumo poco después de su fabricacion. Se entiende por Queso Madurado el que ha
experimentado los cambios bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos de la variedad de queso.

En 2011, la produccion mundial de queso alcanzo los 20 millones de toneladas, manteniendo
un crecimiento sostenido durante el 2012 y 2013. En la Tabla 9 se muestra la estimacién global (World
Cheese Market Report 2000-2020), en la que se incluye el 80% de la produccién de quesos elaborados
a partir de la leche bovina, entregados a las bocas de venta. El 20% restante son quesos de otras

especies (oveja, cabra y bafalo) y productos elaborados de manera agricola o casera.
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Paises como Estados Unidos y Alemania han expandido su capacidad de produccion de queso

y mas del 40% de la leche para procesamiento se la destina para su produccion. Por su parte, la

producciéon de queso en Francia, ltalia y Holanda aument6 de manera mas moderada, pero

constantemente. Paises de Europa del Este también han experimentado un crecimiento significativo en

la produccién de queso estimulado por la adhesion a la UE en 2004: Polonia con 77%, Lituania 195%
y Republica Checa con 21% (The World Cheese Market Report 2000-2020).

Tabla 9. Produccién de queso (en toneladas) en varios paises (periodo 2000-2012 y prevision 2019).1

Pais 2000 2012  Variacion 2020 Variacion
1.Estados Unidos 3,746 4,950 32% 6,000 21%
2.Alemania 1,686 2,430 44% 2,860 18%
3.Francia 1,612 1,842 14% 2,100 14%
4. ltalia 927 985 6% 1,100 12%
5.Holanda 684 762 11% 880 15%
6.Egipto 380 720 89% 980 36%
7.Polonia 404 718 7% 850 18%
8.Brasil 445 254 57% 900 28%
9.Turquia 250 330 132% 800 243%
10.Argentina 443 564 27% 700 24%
11.Rusia 221 410 85% 480 17%
12.Reino Unido 302 398 32% 470 18%
13.Nueva Zelanda 289 354 22% 480 36%
14.Canada 292 345 18% 430 25%
15.Australia 376 346 -10% 390 30%
16.lran 221 320 44% 550 2%
17.Espafna 243 311 28% 350 13%
18.Dinamarca 306 300 -2% 370 23%
19.México 134 264 97% 290 10%
20.Ucrania 67 260 295% 320 23%
21.Suecia 127 101 -20% 85 -16%
22.Irlanda 99 185 86% 260 41%
23.Austria 119 163 37% 200 23%
24 Bielorusia 41 150 265% 210 40%
25.Lituania 40 121 195% 140 16%
26.Finlandia 98 120 22% 129 8%
27.Republica Checa 92 111 21% 130 17%
28.Suiza 167 180 20% 210 16%
29.Bélgica 58 95 64% 95 0%
30.Chile 52 82 58% 112 37%

1Datos de The World Cheese Market Report 2000-2020.
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En América Latina, los principales paises productores de queso también han ampliado la

produccion. Brasil, Argentina y Chile han aumentado con 57%, 27% y 58% (The World Cheese Market
Report 2000-2020; Cheese Market — Latest Industry Trends and Global Insights 2018-2025, 2019).

1.6.1. Propiedades fisicoquimicas y microestructura del queso

Como se menciond anteriormente, las caseinas (asi-caseina, asx-caseina, (-caseina y k-
caseina) son las principales proteinas de la leche. También se describié que, al igual que la mayoria
de las proteinas, tienen secciones hidrofébicas, hidrofilicas y poseen grupos fosfato unidos
covalentemente. En su forma nativa (Fig. 22), las caseinas se encuentran formando micelas con un
diametro de 15 a 20 nm compuestas internamente por alrededor de 10000 cadenas polipeptidicas con
0s1-, Os2- Yy B-caseina (Kapoor & Metzger, 2008). Las caseinas se han descrito como proteinas
reomorficas, indicando que cuando estan en solucion (en la leche, por ejemplo), las moléculas adoptan
estructuras que dependen de las condiciones del medio, siendo abiertas y flexibles. Su conformacion
abierta permite un facil acceso a las enzimas proteoliticas, facilitando la desestabilizacién (Horne,
2016).

Olg1- Caseina B- Caseina

e P
BMB B

Interfase hidrofdbica

OLgp- Caseina K- Caseina

P C
P
s 1, e :
Figura 22. Representacion esquematica de las micelas de caseina en una interface hidrofobica. Las
regiones hidréfobas (B) estan representadas por lineas que no implican rigidez; las regiones hidréfilas

que contienen grupos de fosfoserina se indican con P y el casein-macropéptido hidrofilico de la k-
caseina con C. Adaptado de Horne (2016).

En solucion, las caseinas se estabilizan mediante interacciones hidrofébicas proteina-proteina
y entrecruzamientos (crosslinks) mediados por fosfato de calcio coloidal. La k-caseina esta presente
principalmente en la superficie de la micela, con su regién hidréfoba incrustada en la micela, mientras
que la cola hidréfilica glicosilada se extiende hacia el exterior (Horne, 2016). Esta estructura glicosilada

de la k-caseina esta cargada negativamente, lo que hace que las micelas se repelan entre si,
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proporcionandoles estabilidad, por lo que protege a los componentes as (0s1 y Os2) y a la B-caseina de
la exposicién al medio ambiente (Kapoor & Metzger, 2008; Horne, 2016).

Durante la fabricacion del queso se emplea el cuajo para producir la precipitacion de la leche,
produciéndose el corte de la k-caseina en la posicion Phe-105 y Met-106 y, de esta manera, la cola
hidrofilica se desprende, lo cual produce la pérdida de estabilidad, quedando expuestas al medio las
os- y la B-caseina. Los residuos de fosfoserina presentes en las as- y la B-caseina producen
entrecruzamientos mediados por iones calcio entre estas moléculas y el fosfato-paracaseinato,
formando asi un complejo rigido, insoluble en agua, cominmente conocido como cuajada (Kapoor &
Metzger, 2008; Horne, 2016). La fase grasa estd emulsificada en este complejo de fosfato de
paracaseinato de calcio, y tanto la fase grasa como la fase acuosa se encuentran conformando una red
insoluble en agua (Fig. 23) (Kapoor & Metzger, 2008).

\
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\
\

\
\

\

Caseinas Micro granulos de fosfato de calcio  Globulo  Caseina solubilizada
(Cross-links) de grasa

Figura 23 . Esquema de la microestructura de la cuajada. Adaptado de Kapoor & Metzger (2008).

El tamafio del polimero de as-caseinas o de la micela de B-caseina producida por la
autoasociacién depende del pH, la fuerza i6nica y también, para el caso de la B-caseina depende de la

temperatura. El equilibrio de fuerzas de atraccién y repulsion controla el tamafio del agregado (Kapoor
& Metzger, 2008; Horne, 2016).

Un punto importante que se debe desarrollar son las asociaciones con los iones Ca?* y la
precipitacion inducida por calcio. El grado de unién del calcio esta directamente relacionado con el
numero de residuos de fosfoserina y es debido a esto que las caseinas Qsi, Os2 y B tienen altas
capacidades de union al i6n calcio como asi también a otros iones divalentes. La k-caseina, por su
parte, posee sélo un residuo de fosfoserina, lo que resulta en una pobre asociacion al calcio, no precipita

en su presencia y, en mezclas con otras caseinas, se restringe el crecimiento (Horne, 2016).
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Cuando las caseinas se asocian al Ca?*, la carga negativa de la molécula disminuye, dando

como resultado la precipitacion de la proteina. La velocidad de precipitacion (inducida por calcio) puede
ser cuantitativamnete relacionada con el cuadrado de la carga neta de la proteina (Q). Asi, la relacion
entre el log(CT), donde CT es el tiempo de coagulacion, y Q? (el cuadrado de la carga neta de la
proteina) es lineal y con pendiente positiva (Horne & Moir, 1984). Esta relacion también se mantiene
cuando la carga sobre la proteina es cambiada por modificacién quimica. Por ello, convirtiendo un
residuo de lisina positivamente cargado en un residuo neutro o ain en un residuo negativamente
cargado, aumenta la carga negativa de la proteina (aumenta Q) en una o dos unidades y disminuye la
velocidad de precipitacién (aumenta CT) inducida por calcio, en consecuencia. La carga neta de la

proteina (Q) esta relacionada con los iones calcio combinados, por la siguiente ecuacion:
Q == ZO + Zv

donde Zo es la carga de la proteina al pH y la fuerza idnica de interés y v es el nimero de iones calcio

unidos para esa concentracion de iones calcio afiadidos (Horne, 2016).

El calcio también es uno de los componentes que influyen en la textura elastica del queso. Esta
propiedad es fundamental, ya que para el caso de quesos que forman ojos (Gruyere, Emmental o
Gouda) se necesita cierta elasticidad de la matriz para que el gas se disponga en burbujas sin que
estallen provocando la ruptura y el defecto en el queso. Por otro lado, una textura elastica del queso va
a hacer que el producto, cuando sea sometido a fuerzas de cizalla (corte), no se desmenuce, fracture
o bien se adhiera en mayor o menor medida a los implementos de corte. Ademas, la dureza del queso,
debido al aumento en la concentracion de calcio, puede afectar la bioaccesibilidad de los nutrientes ya
que existe evidencia cientifica que muestra un aumento en los tiempos de desintegracién en modelos
in vitro (Guinee, 2016; Lamichhane et al., 2018).

1.6.2. Maduracién del queso

Durante la maduracién del queso, la estructura tridimensional de la red proteica se modifica por
efecto de procesos fisicos, quimicos y biolégicos como la protedlisis, la desmineralizacion de la caseina
y la hidratacion de las redes de caseina (para el caso del queso mozzarella) (Lamichhane et al., 2018).
Factores como actividad residual de coagulantes, enzimas lacteas autdctonas, enzimas producidas por
bacterias starters y no starters, influyen sobre el grado de la protedlisis del queso. En relacién a la
actividad residual de los coagulantes puede decirse que, si bien se observa cierta actividad durante el
madurado, esta no es significativa ya que suele inactivarse por la aplicacion de calor durante y luego

de la formacion de la cuajada (Guinee, 2016; Lamichhane et al., 2018).

La plasmina es una enzima proteolitica endégena de las mas importantes que posee la leche.
En quesos de alto nivel de coccién (ej. Emmental y Grana) su actividad es elevada con respecto a la
gue presentan los quesos de baja coccién (ej. Cheddar). Esto puede ser debido a que los inhibidores
plasmindgenos se inhiben por el calor (Lamichhane et al., 2018). El pH 6ptimo de esta enzima es 7,5,

con lo que contribuye a la maduracién de quesos madurados con moho como el Camembert y
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Roquefort. El grado de hidrélisis de la caseina esta influenciado por multiples factores como el tipo de
gueso, la temperatura durante el proceso de maduracion, la composicién del queso y el nivel y el tipo
de coagulante utilizado (Guinee, 2016; Lamichhane et al., 2018). Aparentemente, la hidrdlisis parcial
de la asi-caseina correlaciona positivamente con el ablandamiento de la red proteica. Sin embargo,
algunos estudios afirman que la solubilizacion del fosfato de calcio coloidal es también responsable del

ablandamiento (Lamichhane et al., 2018).

También existen reportes en donde la hidrdlisis de la asi-caseina y B-caseina varia de acuerdo
al microorganismo starter utilizado (Lactobacillus helveticus o Lactobacillus delbrueckii), impactando
directamente en la capacidad de estiramiento del queso estudiado (Richoux et al., 2009; Lamichhane
et al., 2018). Ademas, la capacidad de estiramiento se correlacioné con péptidos hidrofébicos, los que
pueden interactuar con la matriz proteica o con otros péptidos grandes a través de fuerzas hidrofébicas,

posiblemente formando fibras en la matriz del queso (Richoux et al., 2009).

Durante la etapa de madurado también se producen una serie de compuestos que permiten
que el queso tenga aromas y sabores particulares. Estos compuestos se denominan volatiles e
involucran componentes de la matriz lactea como lactosa, lactato y citrato residuales, asi como los
productos de los procesos de lipdlisis (liberacion de acidos grasos) y de protedlisis (liberacion de
péptidos y aminoacidos) mencionados anteriormente (lanni et al., 2020). La hidrdlisis de los triglicéridos
libera acidos grasos, los cuales en parte son transformados por la actividad enzimatica microbiana en
acidos carboxilicos de cadena corta, alcoholes, ésteres, lactonas y alcoholes secundarios. El
catabolismo de los aminoéacidos libres por reacciones de decarboxilacién, eliminacion y transaminacion
representa la principal ruta involucrada en la producciéon de aldehidos (ej. 2-metilpropanal, 2-
metilbutanal, 3-metilbutanal), alcoholes, acidos carboxilicos, aminas y compuestos sulfurados que
contribuyen al aroma y que se desarrollan durante la maduracién del queso por accién de las enzimas
microbianas (ej. del Lactobacillus paracasei, del Lactococcus lactis var. maltigenes). Ademas, también
se deben incluir reacciones entre acidos grasos libres y péptidos originados por la protedlisis, que dan
también lugar a una amplia gama de compuestos volatiles que incluyen acido acético, butirico,
isobutirico, propionico, isovalérico, isocaproico, 4- y 6-metil pentanoico, entre muchos otros (lanni et al.,
2020). La dieta de los rumiantes afecta la presencia de determinados compuestos precursores de los
volatiles y modifica asi el flavor. Los polifenoles provenientes de la dieta se depositan en la grasa animal
y aparecen en la leche, estando generalmente asociados a notas placenteras del aroma, siempre y
cuando no estén estos fendlicos presentes en concentraciones relativamente elevadas. El perfil de
fendlicos varia con el tipo y composicion de la dieta (ej. pastoril 0 a base de granos, suplementos).
Volatiles como los aldehidos pueden derivar también de reacciones de auto-oxidacion no enzimatica
de los acidos grasos no saturados libres y esterificados. Aunque estas reacciones no ocurren con
elevada frecuencia debido a que los quesos se caracterizan por tener un medio reductor, ellas son
responsables de la liberacion de aldehidos de cadena lineal que producen notas de flavor placenteras.
Matrices lacteas ricas en acidos grasos poli-insaturados son proclives a presentar estas reacciones

oxidativas con la formacion de este tipo de aldehidos (lanni et al., 2020).
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1.6.3. Fase grasa en los quesos

Cuando se produce la precipitacion de la proteina, los glébulos de grasa quedan atrapados en la
red proteica. Estos pueden permanecer intactos (esféricos y cubiertos con materiales de la membrana
nativa), agrupados con otros glébulos de grasa, fusionados (esféricos, pero de mayor tamafio que los
originales presentes en la leche), alargados (observados en productos como los quesos mozzarella o
tipo pasta filata), o bien con una conformacion directamente no globular (Lamichhane et al., 2018), tal

como puede verse en la Figura 24 .

A B

<} Gldbulointacto O~ Agregacién de glébulos
[+ Globuloscoalecidos <)~ Estructurano globular

Figura 24. Microscopia confocal de barrido laser: Estructura de los glébulos de grasa. Adaptado de
Lamichhane et al. (2018).

En la columna A de la Figura 24, se observan las microscopias obtenidas a partir de queso
Cheddar de 12 semanas de maduraciéon y con 3 niveles de grasa (8,5; 20,3 y 33,3 %). En la columna
B se observa la representacion esquematica de la microscopia con las distintas conformaciones que

adoptan los glébulos de grasa dentro de la matriz proteica (Lamichhane et al., 2018).

El tamafio y forma de los glébulos de grasa como asi también el porcentaje de grasa tienen
impacto en las propiedades fisicas del queso. Ademas de lo mencionado, la composicion de los acidos

grasos que componen esa grasa (la que, a su vez varia con la alimentacién suministrada al rodeo, raza,

47



1. INTRODUCCION
RIZZ0O, Sergio Anibal

genética, etc.) también tendra un impacto sobre estas propiedades (Bocquel et al., 2016; Lamichhane

et al., 2018).

Como se observa en la Figura 24, la reduccion del porcentaje de grasa sin un aumento del
nivel de humedad tiene como consecuencia una variacion de la relacion grasa/proteina, aumentando
la concentracién de proteina y logrando una matriz mas compacta con menor grado de coalescencia.
Este aumento en el porcentaje de proteinas tiene consecuencias en la textura, en la opacidad de la
matriz, asi como en las propiedades reoldgicas, sensoriales y de coccién del queso (Guinee, 2016;
Lamichhane et al., 2018). Es importante destacar que cuando se trata de productos light o reducidos
en grasa, o de productos con ingredientes funcionales (como seria el caso del desarrollo de la presente
tesis), la relacién grasa/proteina se ve modificada ya sea por la reduccién de la grasa lactea o bien por
la sustitucion o el reemplazo de la grasa lactea. Comprender bien el impacto es fundamental para poder
predecir de manera acertada el comportamiento durante el consumo del producto (Thionnet et al.,
2017).

1.6.4. Fase acuosa en los quesos

El agua también es un constituyente fundamental del queso. Su distribucién y la manera en la
que se encuentra asociada o no a los distintos compuestos que conforman la matriz del queso
dependen de miltiples factores que van desde el tipo de queso hasta la edad de maduracion. En la
mayoria de los casos, el agua se encuentra dentro de la matriz proteica, pero en quesos que
practicamente no son madurados como el queso mozzarella, la mayor cantidad de agua se encuentra
entrampada en canales denominados “grasa-suero”. A medida que el madurado transcurre, el agua se

absorbe en la matriz de proteinas (Smith et al., 2017; Lamichhane et al., 2018).

Existe una correlacién positiva de acuerdo al contenido de humedad y ablandamiento del
queso. Esto se debe a que el agua en la matriz del queso desempefia, por un lado, un rol de plastificante
(lubricante de baja viscosidad) y, por otro lado, al aumentar el nivel de humedad, disminuye la relacion
caseina/agua. Ambos a su vez se encuentran influenciados por parametros como el pH, la fuerza iénica

y los niveles de fosfato de calcio coloidal (Lamichhane, 2018).

Es importante destacar que en la fase acuosa se presentan una serie de compuestos que
influyen tanto en las propiedades texturales como en las propiedades sensoriales del queso. Se trata
de proteinas solubles en agua, enzimas, péptidos, aminoacidos libres, minerales, carbohidratos

(lactosa, galactosa y glucosa) y acidos organicos (Lamichhane et al., 2018).

El cloruro de sodio (NaCl) es un compuesto que se afiade al queso con la finalidad de conservar
(por depresion de la actividad agua) y resaltar su sabor. Sin embargo, también contribuye a las
interacciones agua-proteina, pudiendo llegar a hidratar y solubilizar las caseinas, lo que se encuentra
ampliamente documentado ya que son varios los autores que han reportado un aumento en la
concentraciéon de proteinas disueltas al aumentar el contenido de sal. Sin embargo, el aumento en la

concentracién de sal puede llevar a un aumento en las interacciones proteina-proteina y asi a su
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agregacion, efecto conocido como salting-out (Guinee, 2004; Everett et al.,, 2014; Guinee, 2016;
Lamichhane et al., 2018).

La mayoria de los quesos tienen actividades de agua comprendidas entre 0,940 y 0,980, y no
menor a 0,920 (Trm¢i¢ et al., 2017).

1.6.5. Efecto del pH

El pH tiene un rol fundamental sobre la microestructura del queso, impactando directamente
en la textura, las propiedades reoldgicas y las propiedades de coccién del queso. A un pH mas elevado
(valores de aproximadamente 5,4) la concentracion del calcio micelar es elevada, con lo que se
promueve la interaccion caseina-caseina, dando ello como resultado el aumento en la rigidez del gel y
un queso mas elastico, mas firme y menos fundible. Cuando el pH ronda los 5,1, las interacciones entre
caseinas disminuyen porque estan cargadas negativamente, solubilizandose el calcio micelar y dando
como resultado un queso mas suave y fundible. Sin embargo, si el pH disminuye fuertemente hacia
valores de 4,7, las interacciones caseina-caseina aumentan ya que el pH del medio se encuentra cerca
del punto isoeléctrico, afectdndose nuevamente las propiedades de fusion, fluidez y estiramiento
(Pastorino et al., 2003; Harte, 2007; McAuliffe et al. 2016).

También el pH influye sobre el tamafio y la disposiciéon de los agregados de proteinas en la
matriz proteica. Segun el trabajo de Pastorino et al. (2003a), el didmetro de los agregados de proteina
fue de alrededor de 10-12 nm a pH 5,3, mientras que el tamafio fue de 2-4 nm a pH 4,7. Ademas, en el
primer caso, los agregados estaban mejor definidos y organizados que en el segundo caso. El pH
produce modificaciones en las cargas de las proteinas y en el medio circundante, lo cual trae aparejado
que el grado de crosslinking, la orientacién y la regularidad de la estructura formada durante la cuajada

impacte sobre la microestructura del producto final.

Como se observa, variaciones de pH, tanto desde el proceso de elaboracién como durante el
madurado, influyen en las interacciones moleculares y pueden conducir a defectos en la microestructura
del queso. Es por esta razon que se debe continuar investigando para comprender mejor los efectos y

Sus causas en este tema.

1.6.6. Efecto de la temperatura

La temperatura es, sin duda, otra de las variables que afectan la estructura del queso ya que
impacta directamente en los cambios de estado fisico de la grasa y, ademas, modifica las interacciones
entre las caseinas. Comprender estos cambios y su impacto en la estructura es importante debido a la
gran diversidad de quesos que pueden consumirse calentados, o bien sin calentar (Lamichhane et al.,
2018).

A bajas temperaturas, la grasa se presenta en estado sélido, reforzando la estructura y
contribuyendo a las propiedades elasticas del queso. Ademas, el area de contacto de las caseinas

aumenta cuando la temperatura es baja, esto es por el debilitamiento de las interacciones hidrofébicas.
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Estas causas, combinadas con la ayuda de las bajas temperaturas contribuyen a una estructura mas

firme del queso (Shima & Tanimoto, 2016).

Sin embargo, cuando el queso se somete a temperaturas de apenas 40°C, casi toda la grasa
del queso se encuentra fundida. Esta grasa en estado liquido actia como plastificante dando como
resultado un queso mas suave y extensible. Sin embargo, las interacciones entre caseinas también se
ven afectadas por accién de la temperatura, contribuyendo a los efectos antes mencionados.
Aparentemente, cuando la temperatura es elevada, las redes de caseina en el queso se contraen,
probablemente debido al fortalecimiento de las interacciones hidrofdbicas. Esta contraccion conduce al
debilitamiento de la matriz durante el calentamiento, disminuyendo los médulos elastico (G”) y viscoso

(G") del espectro mecanico del queso (Lamichhane et al., 2018; Panthi et al., 2018).

Como se observa, variaciones del pH y de la temperatura, tanto desde el proceso de
elaboracién, el madurado y el consumo, influyen en las interacciones moleculares y pueden conducir a
efectos deseables o indeseables en la microestructura del queso. Es por esta razén que comprenderlos

e investigarlos ayuda a predecir tanto su comportamiento como la funcionalidad del producto a lograr.

1.7. Tipos de quesos producidos en Argentina

Antes de detallar qué tipos de queso se producen en nuestro pais, debemos clasificarlos. La
clasificacibn mas comun que se realiza es segun el contenido de grasa. De acuerdo a esto, los quesos
se clasifican segun el Cédigo Alimentario Argentino en:

e Extra graso o Doble crema: cuando contengan no menos del 60%.
e Grasos: cuando contengan entre 45,0 y 59,9%.

e Semigrasos: cuando contengan entre 25,0 y 44,9%.

e Magros: cuando contengan entre 10,0 y 24,9%.

e Descremados: cuando contengan menos de 10,0%.

También pueden clasificarse segun su contenido de humedad (Codigo Alimentario Argentino) en:

e Quesos de baja humedad (generalmente conocidos como de pasta dura): humedad
hasta 35,9%.

e Quesos de mediana humedad (generalmente conocidos como de pasta semidura):
humedad entre 36,0 y 45,9%.

e Quesos de alta humedad (generalmente conocidos como de pasta blanda o macios):
humedad entre 46,0 y 54,9%.

e Quesos de muy alta humedad (generalmente conocidos como de pasta muy blanda o

mole): humedad no menor a 55,0%.

En Argentina, actualmente se estima un consumo de 12,9 kg/afio/habitante, distribuidos de la
siguiente forma (Statista, 2018; Asociacion de Pequefias y Medianas Empresas Lacteas APyMEL
2019):
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» Pasta semidura 4 kg/afio/habitante, siendo la variedad Tybo la mas consumida.
« Pasta blanda 6 kg/afio/habitante, en donde el Cremoso, Por Salut y Mozzarella son
los mas consumidos.
« Pasta dura 1,5 kg/afio/habitante, en donde el Reggianito y el Sardo son las
variedades mas consumidas.
En lo que a produccion respecta, en la Tabla 10 se muestran los principales quesos producidos

en Argentina, discriminandose por el animal productor (vaca, cabra, bufalo, oveja) (APyMEL, 2019):

Tabla 10. Tipos de queso producidos en la Republica Argentinal.

Variedad Animal productor
Vaca Cabra Bufalo Oveja

Azul .
Blanco .
Cremoso .
Criollo .
Cuartirolo .
Edam .
Fontina .
Fynbo .
Gouda .
Gruyere .
Gruyerito .
Holanda .
Mini-Fynbo .
Mozzarella . .
Queso barra (Pategras) .
Pepato .
Por salut .
Provolone .
Provolone hilado . .
Quesillo . .
Queso pasta blanda . .
Queso pasta dura .
Queso pasta semi- dura . .
Queso feta .
Reggianito .
Romano .
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Sbrinz .
Tandil .
Tybo .

! Fuente APyMEL (2019).

1.7.1. Quesos funcionales en la Argentinay enelm  undo

En el punto 1.3.2 correspondiente a “Alimentos funcionales con fitoesteroles” se detallaron
algunos alimentos funcionales adicionados con fitoesteroles que se encuentran actualmente
disponibles en ciertas tiendas de diversos paises. De lo mencionado en este punto puede observarse
gue son pocos los ejemplos de quesos funcionales que se encuentran actualmente a disposicion del
publico, siendo los ejemplos mas abundantes, las bebidas lacteas fermentadas, las margarinas y los
yogures. Mientras que en el punto 1.6 correspondiente a “Quesos” se detallé que diversos autores
consideran a los quesos como productos funcionales debido a la presencia de determinados
compuestos (péptidos, dipéptidos, vitaminas y determinados antioxidantes), no se debe perder de vista
un punto importante que contempla la definicién de alimento funcional dada por Diplock et al., (1999):
“...debe demostrar su efecto benéfico cuando se lo consume en las cantidades en las que normalmente
se espera que sea consumido en la dieta”, es decir, se debe tener en cuenta la concentracion de estas
moléculas y, a su vez, la cantidad de alimento (en este caso, queso) que se debe ingerir para alcanzar
la concentracidn 6ptima de molécula bioactiva, cualquiera sea ésta, que llevara adelante el efecto

benéfico en el consumidor (ElI Sohaimy, 2012; Reis et al., 2017).

Recurriendo a la revision bibliogréafica, se pueden encontrar numerosas investigaciones que
hablan de quesos funcionales pero la gran mayoria de estos estudios hablan de quesos a escala
laboratorio o de quesos analogos (Chandan & Kapoor, 2011; Guinee, 2011). Estos analogos de queso
deben estar protocolizados y debidamente controlados para lograr que ese procedimiento sea lo mas
aplicable posible. La funcionalidad de estos analogos esté influenciada por la micro y macroestructura,
las que a su vez se ven afectadas por factores tales como las condiciones de procesamiento y la
composicién (Fox et al., 2017b). En puntos tratados anteriormente se mostré que existe evidencia de
que el tipo de grasa utilizado, las proteinas del suero y las propiedades fisico-quimicas de los
componentes (grado de agregacién o hidratacién de proteinas, distribucién de tamafio de las gotas de
aceite emulsionado) e interrelaciones entre los componentes (relacion proteina/grasa, por ejemplo),
son los principales determinantes de las propiedades reologicas y funcionales del producto final (Kapoor
& Metzger 2008; Lamichhane et al., 2018; Panthi et al., 2018).

Es importante tener en cuenta que la formulacion de estos analogos consiste en una
combinacion de fuentes de proteinas, grasas/aceites y agua como ingredientes claves. Otros
ingredientes pueden ser los hidrocoloides, agentes acidificantes, compuestos bioactivos, sabores y

conservantes (Guinee, 2007; Guinee, 2016).

La mayoria de las formulaciones de estos analogos estan patentadas, asi como los protocolos

de fabricacion. El objetivo de la mayoria de las investigaciones, consisten en evaluar el impacto del tipo
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y cantidad de componentes en la mezcla y en el producto final, pero se observan pocas publicaciones
gue investigan a los quesos como un posible vehiculo de moléculas bioactivas (Guinee, 2016).

En contraposicion a lo dicho en el parrafo anterior, existe un antecedente en Australia en donde
la empresa Kraft Foods Ltd. presentd una patente en el afio 2008. La invencion trataba de queso
procesado tipo cheddar light (LiveActive®) (<12 g de grasa por 100 g de queso) que contenia niveles
equivalentes a 1,1 g de fitoesteroles libres por cada 20 g de queso. Este producto se comercializd
dividido en porciones e informaba a los consumidores la cantidad de esterol vegetal en cada porcion,
de manera de permitirles conocer la cantidad 6ptima de queso a ingerir para lograr el efecto deseado
(Foods Standards Australia New Zealand, 2008).

En Argentina, en el afio 2004, un grupo de investigadores de la Universidad Nacional del Litoral
(UNL) en conjunto con el CONICET vy la empresa Sucesores de Alfredo Williner S.A. lanzaron al
mercado un queso funcional denominado BioQueso ILOLAY Vita ®. Para este caso, el producto
contenia bacterias probidticas. Los cientificos a cargo de la investigacion y desarrollo evaluaron la
viabilidad de varias combinaciones de cultivos de distintas bacterias probiéticas (Bifidobacterium,
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus) durante el almacenamiento refrigerado, constatando su
arribo como células viables al intestino, es decir, llegaban vivas hasta el intestino grueso, donde ejercen
los efectos positivos para la salud (Prosello et al., 2003; Universidad Nacional del Litoral, 2004).

El desarrollo de alimentos funcionales es un ejemplo de vinculacién entre el conocimiento
nutricional y de salud y el aprovechamiento de oportunidades por parte de la agroindustria y de la
industria alimentaria. EI empleo de productos lacteos funcionales proporciona la oportunidad de
combinar alimentos de amplio uso y aceptabilidad con moléculas biolégicamente activas para corregir
pequefas disfunciones metabdlicas que pueden conducir a enfermedades cronicas. Este es el caso de
los alimentos que puedan reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares por su efecto
hipocolesterolémico. En Estados Unidos, los fitoesteroles son calificados “Generally Regarded as Safe”
(GRAS) por la FDA (2012) para su utilizacion en productos alimenticios.

Mientras tanto en la Unién Europea, el uso de fitoesteroles, fitostanoles y sus ésteres en los
alimentos esta regulado por el Reglamento (CE) n° 258/97 del Parlamento Europeo y del Consejo desde
enero de 1997 sobre nuevos alimentos y nuevos ingredientes alimentarios (European Parliament and
of the Council, 1997).

Como quedd anteriormente en evidencia, no existe en el pais este tipo de producto y sélo se
desarrollan algunos prototipos de quesos con fitoesteroles en Australia y Europa, haciendo que el

producto desarrollado en la presente tesis abastezca un nicho del mercado casi de manera exclusiva.
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2. Planteo de hipotesis

Es posible elaborar quesos funcionales debido al agregado de fitoesteroles, con
distribucion homogénea de los mismos para asegurar la concentracion o dosis requerida por
porcién (feta de 60 g), con estabilidad oxidativa y calidad sensorial semejante a la de otros
productos de su misma generacion o mejorados. En caso de ser necesario, la estabilidad
oxidativa se podréa que lograr finalmente mediante el agregado de a-tocoferol como aditivo natural
antioxidante. Esto determinard que, secundariamente, el queso desarrollado actuara
simultaneamente como fuente parcial de tocoferoles, ya que el nivel propuesto de a-tocoferol
como preservativo antioxidante en el queso funcional (6,2 mg/60g de queso) correspondera,
simultdneamente, al 25% de la dosis diaria recomendada (DDR) de vitamina E.

Es posible lograr quesos con el agregado de fitoesteroles en su matriz y que este producto
sea estable, sin que la adicién de estos compuestos constituya un cambio sustancial en el proceso
tradicional de elaboracién de queso en la planta y, por lo tanto, sin aumentar significativamente

los costos de operacion.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Generar las herramientas cientifico - tecnologicas para la incorporacion de componentes de
origen vegetal (fitoesteroles y tocoferoles) para la elaboracion de quesos funcionales y estudiar las
caracteristicas fisico-quimicas de las matrices modificadas con dichos compuestos. El producto
lacteo funcional fue desarrollado en el marco de un proyecto FONARSEC (FITS 2010- “Desarrollo
de alimentos lacteos funcionales 0004") de vinculacién entre el grupo del “Laboratorio de Vitaminas,
Antioxidantes y Compuestos Funcionales” del Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITA) del INTA-
Castelar (Morén, provincia de Buenos Aires) como sector cientifico-tecnoldgico y la empresa “CDS-
Lacteos Capilla del Sefior S.A.” (Villa Maria, provincia de Coérdoba). Este proyecto conllevo la
creacion del Consorcio CAPP “ClA-Lacteos Capilla del Sefior”. Asi, el objetivo principal del proyecto
fue obtener un producto comercial a escala industrial orientado a satisfacer las demandas de los
consumidores en lo que compete a la prevencién de enfermedades asociadas al colesterol. Este tipo

de quesos es novedoso en Argentina y hay muy pocos desarrollos a nivel mundial.
3.2. Objetivos particulares

« Generar conocimiento tecnoldgico sobre las etapas criticas de la elaboracion a escala piloto y
escalado industrial de quesos de pasta blanda con el agregado de fitoesteroles en una dosis
funcional diaria de mas de 2,2 g (cada 60 g de queso o dos porciones de 30 g) y vitamina E (6,2
mg de a-tocoferol cada 60 g de queso) como antioxidante natural.

« Generar conocimiento metodolégico para la detecciébn y cuantificacion de compuestos
funcionales en las matrices lacteas y mezclas de las mismas (HPLC con deteccién evaporativa
para mezcla de compuestos funcionales en leche, crema y quesos).

« Determinar el nivel de oxidacion y el efecto de los antioxidantes naturales originales y de los
agregados en dichas matrices sobre los parametros fisico-quimicos, teniendo en cuenta el
cambio de composiciéon producida al incorporar diferentes proporciones de compuestos
funcionales de origen vegetal a leche, crema y queso.

» Elaborar el producto a escala piloto.

« Elaborar el producto a escala industrial.

« Determinar la vida util del queso funcional finalmente obtenido

A los fines de esta tesis, se utilizé el modelo Technology Readiness Levels (TRL'S) que se
describird posteriormente, el cual fue modificado y adaptado, pudiendo diferenciarse tres etapas o

partes experimentales bien definidas:

A.
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Parte experimental 1

Estudio de la incorporacion, deteccion y cuantificacion de los fitoesteroles funcionales en la
leche, la crema y el queso.

Se trabajé con formulaciones de distintos niveles de fitoesteroles en esas matrices y se
realizé la caracterizacion del producto. En esta etapa se analizara la dinamica de incorporacion de
los fitoesteroles comerciales disponibles y su efecto sobre las caracteristicas fisico-quimicas de la
matriz, la recuperacion de los compuestos funcionales, la composicion de acidos grasos, el perfil
antioxidante.

El estudio de incorporacion se realizd en quesos a escala laboratorio (un litro de leche)
elaborados en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA Rafaela provincia de Santa Fe (EEA-
Rafaela). Se analizé la retencién de los compuestos funcionales y de las vitaminas antioxidantes en
el producto final (por cada elaboracién, se obtuvieron 100 g aproximadamente de queso “Por Salut”)
en el Instituto de Tecnologia de Alimentos del INTA Castelar (provincia de Buenos Aires).

Simultdneamente se realizaron visitas a la planta industrial CDS-Lacteos Capilla del Sefior
(Villa Maria, provincia de Cérdoba) a fin de determinar los puntos criticos del proceso para la

elaboracién de queso a escala industrial.

Parte experimental 2

De acuerdo a las formulaciones obtenidas en la etapa 1, se elaborardn quesos a escala
piloto (50 a 200 litros) en la planta de la Estacién Experimental Agropecuaria Rafaela (EEA-Rafaela),
Rafaela, provincia de Santa Fe. En el queso correspondiente se evalud la recuperaciéon de
compuestos funcionales, el perfil de vitaminas antioxidantes y la vida Gtil. Se realizaran ensayos de
almacenamiento y de determinacion de marcadores de oxidacion (VP y TBARS).

Se continud con la realizacion de visitas a la planta industrial de lacteos CDS-Lacteos Capilla
del Sefior a fin de confirmar los puntos criticos del proceso de incorporacién de compuestos

funcionales y se realizaron las correcciones pertinentes.

Parte experimental 3

Escalado del proceso a tina quesera de 5000 litros en la planta industrial de CDS-Lacteos
Capilla del Sefior. Una vez obtenido el queso se evaluara la recuperacion de compuestos
funcionales, el perfil de vitaminas antioxidantes y la vida Util en el queso correspondiente, se
realizaran ensayos de almacenamiento y se estudiard la aparicion de marcadores de oxidacion (VP
y TBARS). Cabe destacar que se realizaron varias elaboraciones con el fin de obtener resultados
estadisticamente representativos, llevando a cabo, ademas, el control de todas las elaboraciones del

producto funcional.

A.

56



4. MATERIALES Y METODOS
RIZZO, SERGIO A.

4. Materiales y métodos

4.1.Encuesta de consumidores

Se realizaron 141 encuestas de “aceptacion de producto” con consumidores utilizando la
linea de quesos light de la empresa “CDS-Lacteos Capilla del Sefior” S.A. Los quesos elegidos
fueron el “Por Salut light” y “mozzarella light” de la linea “LacNat". Entre estos dos tipos de quesos
estaria el que va a ser enriquecido con fitoesteroles. El lugar en el que se realizé la encuesta fue la
carpa de “Innovacién a Futuro” de la exposicion “INTA Expone Region NOA”, desarrollada durante
el afio 2012 en la estacién experimental agropecuaria del INTA en la localidad de Cerrillos, provincia
de Salta (Argentina). Las encuestas fueron disefiadas con la colaboracion de los investigadores del
area de Andlisis Fisicos y Sensoriales del Instituto de Tecnologia de Alimentos del INTA Castelar
(Mor6n, provincia de Buenos Aires, Argentina). En estas encuestas de preferencia de consumidores

se computaron primeramente las respuestas a los siguientes puntos:
Sexo, Rango etario (20-30; 31-40; 41-50, mas de 51), Nivel de estudios.

La segunda parte de la encuesta evaluaba los dos tipos de queso por separado,
especificamente el sabor y la textura, utilizando para ello una escala de cinco puntos que iba del “Me

disgusta mucho” al “Me gusta mucho”.

Finalmente, en la tercera parte de la encuesta se realizaron cuatro preguntas generales para

responder por Sl, NO o NS/NC (no sabe/no contesta):

¢, Consume quesos habitualmente?

¢ Usted es el encargado de realizar las compras en su hogar?
¢,Compraria el tipo de queso degustado?

¢ Consumiria este tipo de queso para contribuir a mejorar su salud?

4.2.Descripcion de la planta “CDS-Lacteos Capilla  del Sefior”

La empresa “CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A.” es una empresa lactea que se encuentra
ubicada en la provincia de Coérdoba, mas precisamente en la ciudad de Villa Maria (32°26'36.9"S
63°11'25.3"W) (Fig. 25). Esta empresa procesa 50000 litros de leche por dia, con una capacidad
maxima de 90000 litros/dia, siendo su especialidad los quesos de pasta blanda. Cuentan para ello
con un departamento de produccién primaria que se ocupa del desarrollo de los tambos, lo cual
permite asegurar el abastecimiento de leche en la calidad y cantidad requeridas. Se trata de una
planta moderna que cumple con todos los requisitos de la norma ISO 9001:2015 y que cuenta con
personal calificado y con experiencia en la elaboraciéon de quesos. Posee un sistema de trazabilidad
informatico para cada uno de los productos y de un sistema de envasado de quesos fraccionados
en porciones. Cuenta con un departamento de control de calidad para asegurar la inocuidad del
producto, un departamento de marketing que detecta las necesidades de los mercados nacional e
internacional y promociona los productos ya existentes, y un departamento comercial que abastece
al mercado directamente por medio de tres canales de distribucién especializados. Los productos

especiales Premium (LacNat(d) son comercializados en porciones y en hormas (Lombardel y
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Pionerod). También abastece al mercado a través de distribuidores ubicados no solamente en la
provincia de Cérdoba sino ademas en varias provincias a lo largo del territorio nacional. Cuenta con
una administracién de ventas preparada para la facturacién de la distribucién y para cubrir las
necesidades para llevar a cabo toda la operatoria administrativa. Ademas, posee un canal de ventas
online (quesosonline.com.ar) en el que promociona y vende sus productos, directamente del

productor al publico.

Figura 25 . Ubicacion de la planta industrial CDS-Lacteos Capilla del Sefior (Fuente: Google maps).

En la actualidad, la capacidad de la planta para la recepcion de leche es de 150.000 litros,
cuenta con dos tinas queseras doble “0” de 5000 litros, con forma de “ocho”, cada una con lira, una
pre-prensa automatica para quesos y dos desueradoras para la acidificacion de la masa para
mozzarella. Ademas, cuenta con una filadora y moldeadora de mozzarella de 1000 kg/hora, dos
piletones para la salmuera de 17000 litros de capacidad y un sector de envasado con una maquina
envasadora Cryovac ® modelo 8620. A modo de ejemplo se muestran en la Figura 26 algunos
equipos de la industria quesera.

Los efluentes son tratados en una planta de tratamiento que cumple con las regulaciones de
la Secretaria de Medio Ambiente de la Provincia de Cérdoba.

En lo que respecta al mercado nacional, llega con marca propia 0 marcas blancas a distintos
supermercados como Dia, Carrefour, Walmart (productos especiales Premium LacNat( en
porciones o Premium Lombardel]l en hormas especiales) y utiliza la marca El Pionerod para la

colocacién de excedentes de produccién de primavera-verano.
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Figura 26 . Tina quesera doble “0” con lira (A). Pre-prensa automatica (B). Saladero de
estanterias (C), el cual permite el salado de cada conjunto de estantes en balsas independientes y

donde el movimiento de las estanterias se realiza por puente gria.

4.3.Componentes utilizados en las elaboraciones a  las diferentes escalas

» Fermento (starter culture): Bacterias lacticas (Lactococcus lactis subsp. cremoris, CHR Chr.
Hansen, Argentina) liofilizadas de inoculacion directa como cultivo starters. Cultivo mezcla de
termdfilos definidos con resistencia mejorada a fagos de Streptococcus thermophilus, para uso
en la industria alimentaria (CHR Chr. Hansen, Argentina). Presentacion: Sobre por 72,8 g.
Cantidad: 1/4 de sobre de STI (06,07,08), actividad: 500 u.

» Coagulante (rennet, cuajo):

Elaboraciones laboratorio y piloto: Preparado enzimatico liquido a base de proteasa, Marca:
ULTRA PLUS 700 IMCU (International Milk-Clotting Units) por gramo (Quimosina 100%) poder
coagulante (700 IMCU/g). Quimosina 100% pura (Origen: Argentina; El Maestro Quesero S.A.).

Elaboraciones industriales: Preparado enzimatico liquido a base de proteasa, Marca: PROMAX
750, poder coagulante 2600 IMCU/g). Quimosina 100% pura (Origen: Argentina; ARTIMEC
S.A).

» Cloruro de calcio: en solucién al 32 % (Alpha Quimica S.A.l.C.G., Argentina).

» Cloruro de sodio: comercial, sal gruesa lavada, centrifugada y seca, pureza =99 (La Aurora
S.A.l.C.G., Argentina).
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» Fitoesteroles:
i) Fitoesteroles libres (FEL) Advasterol 90®
i) Fitoesteroles emulsificados (FEEM) Emulfit AE 3675®.

iii) Fitoesteroles esterificados (FEE) Advasterol éster ®, con no menos de 970 mg de

fitoesteroles totales por gramo.

» Tocoferoles: VITAMINA E NATURAL SF900 Ul ® (AOM S.A.). Tocoferoles naturales de aceite
de girasol. Contiene no menos de 604 mg/g de D-a-tocoferol que representan 900 Unidades

Internacionales (Ul). Contenido de tocoferoles totales de 66-69 %.

4.4. Descripcion de la elaboracién del queso “Por S alut” light (segun protocolo Lacteos CDS-

Capilla del Sefior)

Fue necesario conocer el protocolo de elaboracion de los quesos “Por Salut” light para
determinar los puntos criticos de la adicién de los compuestos funcionales en el queso que fue
previamente seleccionado a través de la encuesta de consumidores, a fin de no generar cambios a
nivel industrial que pudieran impactar negativamente en el producto o proceso. Es por ello que se
realiz6 el relevamiento y el estudio del proceso de fabricacién del queso “Por Salut” light en la planta
industrial, estudiando no solamente las etapas del proceso, sino también a las temperaturas y
tiempos empleados durante la elaboracion. En la Figura 27 se presenta el diagrama de flujo que
esquematiza el proceso. Asi, la elaboracion del queso “Por Salut” light consta de los siguientes
pasos:

1- Llenado de tanque con leche cruda procedente del silo refrigerado: la leche entra en el tanque
pulmén (1) a 4°C (Fig. 27). De alli, pasa por la primera etapa de seccién 4 del intercambiador de
calor de placas. En esta primera etapa, la temperatura de la leche aumenta hasta unos 40°C con la
finalidad de “termizar” la leche, predisponiendo mejor a los glébulos de grasa, proteinas y demas
componentes de la leche a los posteriores tratamientos mecanicos y térmicos. Durante esta etapa,
en el punto 3 (Fig. 27) se toma una alicuota de 100 mL para realizar la caracterizacién de la materia
prima mediante el equipo Ekomilk ® (EON TRADING INC, Bulgaria), el cual proporciona los datos
de materia grasa, sdlidos no grasos, densidad, proteina y agua agregada.

2- Desnatado: La desnatadora entrega leche con un porcentaje reducido en grasa, del 0,65-0,7 %
(p/v). En base a esto y a la informacién de grasa de la leche cruda brindada por el equipo Ekomilk®,
se calcula la relacién grasa/proteina que debe tener la leche en la tina para lograr el porcentaje de
grasa adecuado en el producto final. Esto nos definira el volumen de leche que se debe desnatar al
0,9% (p/v) de grasa para que, al mezclarlo con la leche entera (con el valor de grasa determinado
por el Ekomilk), el volumen final de leche en la tina quesera contenga un porcentaje de grasa de
alrededor del 1,9% (p/v).

3- Finalizacion del desnatado: Una vez finalizado el llenado de la tina con la cantidad de leche

descremada (0,9% p/v) hallada por célculo, se cierra manualmente la valvula V1 en la parte superior

60



4. MATERIALES Y METODOS
RIZZO, SERGIO A.

de la desnatadora (Fig. 27). La leche entera entra en la desnatadora y, por fuerza centrifuga, la grasa
de la leche, mas liviana, se separa, dirigiéndose hacia el centro de la desnatadora, siendo extraida
por una tuberia en la parte superior de ella. A su vez, los sélidos mas pesados (pelos, tierra, insectos,
etc.) se dirigen hacia la pared externa de la desnatadora, constituyendo los llamados “lodos” que al

final del dia son descartados durante el desarme e higienizado completo de la desnatadora.

"
8 o =
i
Hacia tina quesera
9 ® —éE
*‘12 11 11 10 10 -
e 7
1 B T e
T < <+ (4]
. ! "

> Cream
et \ crema
_— i wate 3 , /\\
s Heating medium = ‘

wes=isleche entera

Figura 27 . Descripcion del proceso de tratamiento de la leche que sera destinada a la elaboracion

del queso (adaptado de Dairy Processing Handbook, 1995).

4- Pasteurizacion: Al finalizar el cierre de la valvula V1, la leche entera pasa directamente a la
segunda seccién del pasteurizador donde alcanza nuevamente la temperatura de 40°C, para luego
pasar al punto 6 del intercambiador de placas, en donde se eleva la temperatura de la leche a 78°C
y se la mantiene durante 15 segundos en el tubo de retencién 7, constituyendo la pasteurizacion
propiamente dicha de la leche (Fig. 27).

5- Llenado de la tina quesera: se mide nuevamente una alicuota de la leche de la tina en el equipo
Ekomilk® para corroborar que la grasa se encuentre dentro de los parametros establecidos para
fabricar el tipo de queso deseado. El maestro quesero adiciona directamente en la tina el cloruro de
calcio y el fermento (Lactococcus lactis subsp. cremoris) (Fig. 28).

6- Cuajada: El paso siguiente es adicionar el cuajo o coagulante, luego se agita durante 30 segundos
para homogeneizar y se deja reposar a 37°C durante 10 — 12 minutos. Pasado este tiempo, el
maestro quesero evalla la cuajada (Fig. 28). Cuando las condiciones son éptimas, se realiza su
corte, empleando las liras, mientras que, a su vez, se eleva la temperatura hasta unos 40+1°C para

“deshidratar” los granulos de la cuajada. Esto es determinante para alcanzar la humedad final éptima
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y depende de qué tipo de queso se elabore. El punto final de la deshidratacion o coccion de la
cuajada, asi como el tamafio del granulo, lo determina el maestro quesero (Fig. 28).

7- Vaciado de la tina quesera y moldeado: Una vez que las caracteristicas son alcanzadas, se realiza
la apertura de la valvula inferior de la tina, lo cual produce la bajada de la cuajada y del suero a la
mesa de moldeo, donde hay dispuestos moldes perforados en los cuales la masa se dispone por su
propia gravedad, comenzando a producirse el desuerado (Fig. 28).

8- Ajuste del pH: Luego, los moldes con la masa son retirados de la mesa de moldeo, son colocados
en carretones y trasladados a la sala de ajuste del pH, en donde son mantenidos a 40°C durante un
determinado tiempo, logrando la acidificacion optima dada por el desarrollo del estarter o fermento.
El descenso del pH es controlado cada 30 minutos para que la velocidad de acidificacion sea la
adecuada, logrando un producto de calidad.

9- Salado (Fig. 28): Una vez alcanzado el valor de pH deseado, se retira la masa de los moldes y se
la coloca cada una en cajones apropiados para pasar a la siguiente etapa, que es la inmersion de
las masas mencionadas en salmuera, utilizandose para tal fin un equipo similar al de la Figura 26C,
cuya concentraciéon es 20 = 0.5 °B a una temperatura de 4 a 8 °C. Los quesos son sumergidos
durante una hora persiguiendo dos objetivos. El primero de ellos es el de producir el salado del
producto y, en segundo lugar, el enfriamiento de los quesos, deteniendo la fermentacion y asi
finalizando el descenso del pH.

10- Corte en porciones y envasado: Transcurrido ese tiempo, se retiran los quesos de la salmuera y
se los dispone en la sala de refrigeracién durante 48 horas para luego fraccionarlos y envasarlos en
bolsas plasticas (Fig. 28).

11- Madurado en camara: Los quesos se fraccionan en porciones de 500 g aproximadamente, se
embolsan individualmente al vacio en bolsas plasticas temocontraibles (CRYOVAC ®) de 58
micrones de espesor, se colocan en cajas de cartdn corrugado y se almacenan en camara de
refrigerado a una temperatura de 4 + 2°C y una humedad relativa ambiente del 80%. Para quesos
de pasta blanda, el tiempo de madurado en camara es de 21 dias (protocolo CDS S.A.), tiempo en
el cual se producen distintas reacciones que fueron descriptas oportunamente en la “Introduccion”,
las cuales les otorga a los quesos caracteristicas sensoriales y texturales particulares. Luego de esos
21 dias, los quesos se encuentran en condiciones 6ptimas para ser distribuidos y consumidos
supuestamente dentro de los 60 dias a partir de la fecha de elaboracién. A los fines de la presente
tesis, los ensayos se extendieron por un plazo de 90 dias, comprendidos desde la fecha de

elaboracidon hasta la de vencimiento, periodo que se denomind “tiempo de vida Gtil”.
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Leche

Termizado (40°C)

Desnatado higienizado

Y
Leche estandarizada 0,65% (m/v)

Pasteurizado (78° C-15 min)

Adicién de fermentos y Cloruro de Calcio

Adicién de cuajo

Formacion de la cuajada (37°C-10 min)

Corte de cuajada

Y
Cocciénde la cuajada (40°C)

Moldeado y desuerado

Desmoldado

Salado

Fraccionamiento

I Envasado y madurado I

Figura 28. Diagrama de proceso para la elaboracién de quesos light. Temperatura y tiempo de
cada etapa. Protocolo de la empresa CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A. (Villa Maria, Cordoba).
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4.5. Composicion quimica. Determinaciones a nivel |  aboratorio, piloto e industrial

En su Capitulo VIII, articulo 625, el Cédigo Alimentario Argentino define queso Por Salut:
“Con la denominacién de Queso “Por Salut” 0 Queso “Saint Paulin”, se entiende el producto de alta
humedad, graso, elaborado con leche entera o leche estandarizada, acidificada por cultivo de
bacterias lacticas y coagulada por cuajo y/o enzimas especificas.

Debera cumplir con las siguientes exigencias:
a. Masa: semi-cocida, moldeada, prensada, salada y madurada.
b. Pasta: blanda, consistencia elastica; sabor dulce; aroma acentuado tipico; color blanco-amarillento
o débilmente rojizo.
c. Corteza: lisa, bien formada, resistente.
d. Forma: cilindrica achatada o paralelepipeda.
e. Tiempo de maduracion: min. 20 dias.
f. Peso: max. 4 kg.
g. El rotulado debera efectuarse en conformidad con las exigencias establecidas en el presente

Cadigo. Este producto se rotulara indistintamente: "Queso Por Salut" o "Queso Saint Paulin".

En lo que respecta a las determinaciones realizadas tanto sea en la planta piloto de la EEA-
Rafaela (elaboraciones a escala laboratorio y piloto) como en la planta industrial CDS, rutinariamente
se realizan analisis y determinaciones, tanto a la materia prima como asi también para el seguimiento
de todas las etapas de elaboracion hasta obtener el producto final. A continuacion, en las Tablas 11,
12 y 13 se muestra un detalle de los andlisis a los que se somete a los productos obtenidos en cada

etapa.

Tabla 11. Andlisis de la leche cruda estandarizada y del suero.

Leche cruda estandarizada

Andlisis Criterios de Calidad Método de Analisis
Temperatura 2-8°C Medicién con termdmetro
Punto de congelacién <-0.512 Ekomilk - Ultrasonido
% Aguado 0 Ekomilk - Ultrasonido
Acidez 14 - 16 ,5°D Volumetria
pH 6.7-6.9 Potenciometria
% de Materia Grasa Min 2,8 Ekomilk - Ultrasonido
% de Proteinas Min 2,8 Ekomilk - Ultrasonido
Prueba de Alcohol No debe cortar Prueba con alcohol al 75%
Inhibidores Negativo Test Cualitativo
Suero
Andlisis Criterios de Calidad Método de Analisis
% de Materia Grasa Ekomilk - Ultrasonido
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En lo que respecta al andlisis de la coagulacion y cuajada: determinacion del punto inicial de
la coagulacién con coaguldmetro INRA-Pignat ®, mientras que la determinacion del punto final de la
coagulacion es cualitativa, a cargo del técnico en elaboraciones a escala laboratorio y piloto en EEA-
Rafaela.

Para las elaboraciones industriales en la planta CDS Lacteos Capilla del Sefor, la
determinacion del punto inicial y final de la coagulacién es cualitativa y queda a criterio del maestro

quesero.

Tabla 12. Andlisis del queso.

Queso
Analisis Método Método de Analisis
Almidén Analitico CASADO CIMIANO
Cenizas (g/100gq) Gravimétrico FIL 27:1964
Argentométrico
Cloruros (g CINa/100g) Volhard FIL 17A:1972
Charpenter
Gravimétrico
Humedad (g/100g) (Calculo por ISO 5534:2004 (IDF4:2004)
diferencia)
Materia grasa (g/100g) Gravimétrico ISO 1735/FIL 5:2004
pH (19°C) Poteciométrico

Determinacion del contenido de

nitrégeno en leche y productos ISO 8968-1:2014 (IDF 20-

Kjeldhal

lacteos. Parte 1: Principio de Kjeldhal 1:2014)
y Calculo de proteina a cruda (g/100g)
Sodio (mg/100g) Electrodp on Manual del fabricante
selectivo
Calcio (mg/100g) Complejométrico APHA-AWWA-3500CA D-
Tabla 13. Andlisis de la salmuera.
Salmuera
Analisis Método Método de Andlisis
pH (19°C) Potenciométrico

Cémaras:
e Determinacién de la Humedad del aire ambiente. (Higrometro calibrado)

e Determinacién de temperatura. (Termometro digital calibrado).
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4.6. Ensayos de desempefio de fitoesteroles (FE)

Una vez realizada la eleccion del tipo de queso a enriquecer y el relevamiento del proceso
de elaboracion, se efectuaron las pruebas de desempefio a nivel laboratorio de los FE en sus

distintas presentaciones disponibles en el mercado.

Se realizaron pruebas con los siguientes productos previamente mencionados:

e Emulfit AE 3675® (Saporiti S.A.): fitoesteroles emulsificados (FEEM) conteniendo los
estabilizantes INS-1450 y INS-473.

e Advasterol ester ® (AOM S.A.): fitoesteroles esterificados (FEE) con acidos grasos de colza

(Brassica napus).

e Advasterol 90® (AOM S.A)): fitoesteroles libres (FEL).

4.7. Estrategias para la incorporacion de fitoester  oles esterificados (FEE)

Como se observd en el punto anterior existen distintas presentaciones de FE en el mercado
(libres, emulsificados o esterificados) que los hacen aptos en mayor 0 menor medida para lograr un
mejor desempefio en distintas matrices, esto es, matrices mayoritariamente acuosas o, por el
contrario, matrices grasas. Del relevamiento del proceso de elaboracion se detectaron no solamente
puntos criticos de adicidn sino que, ademas, se podia trabajar con leche entera (3,7% p/v), leche
estandarizada descremada al 0,9% p/v o bien crema de leche (48% p/p), todas ellas a diferentes
temperaturas. Cabe aclarar que las pruebas de desempefio se realizaron en el ITA-INTA (Castelar)
con leche provista por la empresa CDS-Lacteos Capilla del Sefior. Es por ello que surgen diferentes

estrategias de incorporacion de los compuestos bioactivos, las cuales consistieron en:

- Adicionar los FEE (previamente termostatizados a 40°C) en leche entera cruda de silo en el tanque
pulmon.

- Adicionar los FEE a leche estandarizada (1,9% p/v) destinada a la elaboracién del queso,
directamente en la tina quesera (previamente termostatizados a 40°C), mezclarlos con la ayuda del

lirado y, luego, adicionar el cuajo para continuar con el proceso habitual.

- Desnatar la leche hasta 1,9% p/v y adicionarle posteriormente los FEE justo antes de la

pasteurizacién, para luego continuar con el proceso habitual.

- Adicionar los FEE (previamente termostatizados a 40°C) a un volumen de crema de leche
proveniente de la desnatadora (48% p/p de contenido graso) y, una vez lograda la homogeneidad,

verter en el tanque pulmon antes del proceso de pasteurizacion (Fig. 27).

Si bien cabe destacar que estas pruebas de desempefio son cualitativas, se trabajé
estandarizando variables como temperatura (40°C), velocidad de adicién, velocidad de mezclado y
volumenes de matriz a adicionar. Un punto importante a destacar es que todos estos productos son
de grado alimenticio y son entregados por el proveedor con sus respectivas hojas de seguridad,

hojas de andlisis y certificados correspondientes al lote de produccion.
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4.7.1. Adicion de fitoesteroles Emulfit AE 3675® (F  EEM)

Este producto contiene en su composicién estabilizantes codificados segun el
INTERNATIONAL NUMBERING SYSTEM como INS-1450 (succinato de octenilo, de almidon de

maiz modificado) e INS-473 (ésteres de acidos grasos con sacarosa u oligoésteres de sacarosa).

A temperatura ambiente, el Emulfit AE 3675® (seccién 4.3) es un polvo blanco o ligeramente
amarillento, facilmente dispersable y recomendado para adicionar a matrices acuosas, aunque
también se puede agregar a matrices grasas. Una vez pesada la cantidad de Emulfit AE 3675®,
volumenes de 100 mL de leche entera, leche estandarizada y de crema de leche contenidos en
diferentes Erlenmeyers fueron termostatizados a 40 + 1°C en bafio de agua (Vicking, Modelo
Dubnoff, Argentina). A continuacion, se procede a realizar el agregado del Emulfit AE 3675®,
gradualmente y agitando con varilla de vidrio. Los parametros a evaluar luego de la adicién fueron la
homogeneidad, la formacion de granulos o grumos, el cambio de color, la integridad y aspecto

general de la mezcla.

4.7.2. Adicion de fitoesteroles esterificados Advas  terol Ester® (FEE)

Este producto contiene en su composicién FEE con acidos grasos de colza (Brassica
napus). A temperatura ambiente es una pasta semisolida de color blanco amarillento con un ligero
aroma caracteristico a aceite vegetal. A temperatura de ensayo, 40 + 1°C, esta grasa funde y se
convierte en un aceite amarillo con el aroma antes descrito. Se obtiene por esterificacion de esteroles
vegetales libres obtenidos de la soja (Glycine max) con acidos grasos del aceite vegetal de colza
(Brassica napus). Esta presentacion, por su alta hidrofobicidad es recomendada para adicionar a

matrices principalmente grasas.

Una vez pesada la cantidad de Advasterol ester®, se la equilibra a temperatura constante.
Volimenes de 100 mL de leche entera, leche estandarizada y de crema de leche, contenidos en
diferentes Erlenmeyers, se equilibran a 40 + 1°C en bafio termostatizado (Vicking, Modelo Dubnoff,
Argentina). Finalmente, se procede a realizar el agregado del Advasterol ester®, gradualmente
mientras se agita con varilla de vidrio. Los parametros a evaluar luego de la adicion fueron la
homogeneidad, la formacién de granulos o grumos, el cambio de color, la integridad y el aspecto

general de la mezcla.

4.7.3. Adicion de fitoesteroles libres (FEL) Advast  erol 90®

Este producto contiene en su composicion FEL. A temperatura ambiente es un polvo blanco
con una granulometria considerable y un ligero aroma caracteristico a aceite vegetal. A la
temperatura de ensayo, 40 + 1°C, se mantienen intactos. Se obtiene de distintos aceites vegetales,
pero fundamentalmente del de soja. Este polvo es bastante insoluble en agua, aceites y grasas,
siendo recomendado para utilizar en productos secos (alimentos farinaceos principalmente). De
todos modos, se estudié su desempefio en la matriz lactea debido a la gran ventaja de que, en esta

presentacion, los FE estan libres, teniendo que agregar directamente la cantidad proporcional en el
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volumen total de leche para lograr la concentracion respectiva buscada en el producto final, a
diferencia de las otras dos presentaciones en las que debemos agregar mayor cantidad por estar los
FE acompafiados de otros compuestos: por acidos grasos para el caso de los FEE y por INS-1450

e INS-473 en el caso de los FEEM, como se menciond oportunamente en la seccién 4.6.

Para estos ensayos, volimenes de 100 mL de leche entera, leche estandarizada y crema de
leche contenidos en diferentes Erlenmeyers, se templaron a 40 + 1°C en bafio termostatizado
(Vicking, Modelo Dubnoff, Argentina). Finalmente, se procede a agregar Advasterol 90®
gradualmente y agitando con varilla de vidrio. Los parametros a evaluar luego de la adicion fueron la
homogeneidad, la formaciéon de granulos o grumos, el cambio de color, la integridad y aspecto

general de la mezcla.

4.7.4. Adicién de los tocoferoles como aditivo anti oxidante

La VITAMINA E NATURAL SF900 Ul ® (seccién 4.3) es un liquido viscoso a temperatura
ambiente de color ambar rojizo. Posee un suave olor y sabor caracteristico a aceite vegetal. El
preparado garantiza 900 Ul de D-alfa tocoferol. De todos modos, se realiz6 la caracterizacién quimica
correspondiente. Cuando se realizaron las producciones a escala industrial, la VITAMINA E
NAUTRAL SF 900 UI® fue pesada y adicionada a los FEE arriba mencionados, directamente en el
recipiente que contiene a estos Ultimos. Los compuestos se equilibraron a 40 + 1°C, agitando
suavemente con una varilla de acero inoxidable y, una vez lograda la homogeneidad y completa la
fusién de los compuestos bioactivos, fueron adicionados al tanque pulmén 1 (Fig. 27), tal como se

realizé en las elaboraciones anteriores.

4.8. Elaboraciones a escala laboratorio (1 litro de leche) de queso Por Salut light con adicion

de FEE (Advasterol Ester®) a diferentes niveles

Los quesos se elaboraron en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA de Rafaela
(provincia de Santa Fe, Argentina), en el area de Procesos del Laboratorio de Calidad de Leche y

Agroindustria (Fig. 29), siguiendo el protocolo de la planta industrial CDS-Lacteos Capilla del Sefior.

El objetivo fue elaborar un queso descremado tipo “Por Salut” a escala laboratorio (100 g),
probando la forma de incorporacién en leche o en crema y analizar el contenido de los FEE
(Advasterol ester®) en la matriz. Un punto importante a mencionar es que se planted adicionar un
25 y un 50 % mas de los FEE para evaluar el desempefio, tal como se muestra en la Tabla 14.
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Tabla 14. Formulaciones de trabajo de fitoesteroles esterificados, FEE (Advasterol ester®),

agregados a la leche (FEEL) o a la crema (FEEC).

Lote Quesos elaborados

C Control: queso sin adicion de FEE

Queso adicionado con FEE incorporados en leche

3,67 FEEL

(Proporcion: 3,67 g/100 mL leche)

Queso adicionado con FEE incorporados en crema
3,67 FEEC

(Proporcion: 3,67 g/100 g crema)

Queso adicionado con FEE incorporados en leche
4,60 FEEL

(Proporcion: 4,60 g/100 g leche)

Queso adicionado con FEE incorporados en crema
4,60 FEEC

(Proporcion: 4,60 g/100 g crema)

Queso adicionado con FEE incorporados en leche
5,50 FEEL

(Proporcion: 5,50 g/100 g leche)

Queso adicionado con FEE incorporados en crema
5,50 FEEC

(Proporcion: 4,60 g/100 g crema)

Las elaboraciones se realizaron por triplicado (n=3) en dias diferentes para aleatoriazar
posibles variables. Brevemente, se utilizé leche del Tambo Experimental del INTA EEA de Rafaela
(Santa Fe). Una vez recibida se le control6 la temperatura (4-10°C), se la descargé en la tina quesera
doble “0” con lira de 180 L (Figura 26A ), se la homogeneiz6 y se tom6 una muestra para analizar el
pH vy la acidez. Luego, la leche fue pasteurizada (63°C; 30 min) directamente en la tina quesera con
agitacion constante. Esa decision fue tomada debido a que los pequefios voliumenes de leche
utilizados no permitian emplear el pasteurizador de placas REDA®. Una vez pasteurizada, la leche
es enfriada hasta los 46°C, siendo luego una parte estandarizada por medio de una desnatadora
ELECREM® (Fig. 29) de modo de obtener un valor de materia grasa final de 1,8-1,9% en aquella
leche destinada a la elaboraciéon de quesos controles y de quesos adicionados con FE mezclados
en leche, y de 1% en aquella leche destinada a la elaboracién de quesos adicionados con FE
mezclados en la crema. Para estos Ultimos, una vez que se adicionaron los FEE mezclados en la
crema, la concentracion de grasa en la leche fue de 1,9 % p/v. Luego se enfrié y almacené en camara
a 4°C hasta su uso. En vasos de precipitado de vidrio, se tomaron partes de 1L de leche, se
temostatizaron a las temperaturas adecuadas en bafiomaria (Vicking, Modelo Dubnoff, Argentina)
de acuerdo a los protocolos de trabajo y se adicionaron luego los fermentos Lactococcus lactis subsp.
cremoris y Streptococcus thermophilus (CHR Chr. Hansen, Argentina), el coagulante y el cloruro de
calcio en solucién al 32% esterilizada (seccion 4.3). Con la ayuda de un coagulémetro (INRA-Pignat)

se determiné el tiempo de inicio de la cuajada. Una vez transcurrido el tiempo establecido por
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protocolo, se evalla la cuajada y se realiza su corte con cuchilla manual tratando de mantener el
tamafio del granulo de cuajada de acuerdo al tipo de queso, a la vez que la temperatura se eleva a
40°C para cocinar la masa durante 2 minutos. La masa es colocada en moldes pequefios perforados
para que se produzca el desuerado, incubandose los quesos a 38+1°C para que descienda el pH a
valores de 5,2, monitoreandolo cada 30 minutos durante el lapso de 3 hs 30 min a 4 hs. Luego los
guesos son llevados a una batea de polipropileno con salmuera (20° Be; pH 5; 4°C), se los retira y
se los mantiene en oreo en camara refrigerada (4°C + 2°) durante 24 hs, para luego envasarlos al
vacio en bolsas de alta densidad termocontraibles (CRYOVAC ®) de 58 micrones de espesor.

Figura 29. Tina quesera a escala planta
piloto (180L) (EEA-Rafaela, provincia de
Santa Fe) (A). Mddulo tanque para la
recepcion de la leche, desnatadora
ELECREM ® y pasteurizador de placas
REDA ® (B).

70



4. MATERIALES Y METODOS
RIZZO, SERGIO A.

4.9. Elaboraciones a escala piloto (tina 180 litros ) de queso Por Salut light con adicion de FEE
(Advasterol Ester®)

El objetivo que persiguié la elaboracidon fue determinar la forma de incorporacién de los FEE,
esto es, en crema o directamente en leche, y evaluar la recuperacion de los FE y TF de los quesos
“Por Salut” light producidos a escala piloto, con una dosis ajustada segun la recuperacion obtenida
en la primera elaboracion a escala piloto. La formulacion empleada para la elaboraciéon a escala
piloto es la que se reporta en la Tabla 15. Para este caso se utilizé un equipo pasteurizador a placas
REDA® (Italia) de 300 L/h (Fig. 29B), similar al que posee la planta industrial. La adicién de los FEE
pre-incorporados en leche o en crema se realiz6 en un tanque pulmén ubicado a la salida de la
desnatadora, previo al proceso de pasteurizacién (Fig. 29B), para luego dirigirse a la tina quesera

en donde se realiz6 normalmente el resto del proceso de elaboracion.

Tabla 15. Formulacion empleada en la elaboracion del queso Por Salut light a escala piloto?,
empleando fitoesteroles esterificados (FEE) agregados en la leche (FEEL) o en la crema (FEEC). C:
control sin fitoesteroles.

Componente C FEEL FEEC

Leche 1,9% (litros) 180 180 180

CaClz (g)* 18 18 18
Fermento (g)* 3,24 3,24 3,24
Coagulante (mL)* 162 162 162

FEE? No 1386 g/2,74 L leche 1386 g/2,74 L crema

Ver seccion 4.3.

Como se menciond en los parrafos anteriores se empleé el pasteurizador de placas el cual
permite que la temperatura de pasteurizacion sea la que se emplea en la planta industrial para la
elaboracién de quesos blandos (80°C + 1) y, de esta manera, trabajar con una dinamica mucho mas
industrial. La instalacion de dicho equipo permite que una vez pasteurizada la leche, con o sin los
FEE, se traslade y descargue (por medio de tuberias de acero inoxidable calidad alimentaria)
directamente en la tina quesera para llevar adelante la elaboracion de los quesos. Una vez que la
leche se encontraba en la tina, se le adicionaron los fermentos Lactococcus lactis subsp. cremoris y
Streptococcus thermophilus (CHR Chr. Hansen, Argentina), el coagulante y el cloruro de calcio en
solucién al 32% esterilizada (seccion 4.3). Con ayuda de un coaguldmetro (INRA-Pignat) se
determiné el tiempo de inicio de la cuajada. Los pasos de corte y coccion de la cuajada, desuerado,
incubacion, monitoreo del pH, salado, oreo y posterior envasado, son exactamente iguales a los

descriptos en la elaboracion a escala laboratorio (Seccion 4.8).
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4.10. Elaboraciones a escala industrial (tina 5000 litros) de queso Por Salut light con adicién

de FEE (Advasterol Ester®) y de tocoferoles

Con la experiencia y el desempefio evaluado en las elaboraciones anteriores y siguiendo
con el proceso de escalado, se realizaron cinco (5) elaboraciones a escala industrial en las
instalaciones de la planta lactea antes descripta (CDS-Lacteos Capilla del Sefior). Cabe destacar
gue para todas se acordd elaborar a medio volumen de tina (2500 litros) con agregado de FEE
(Advasterol Ester®). Se agregd a-tocoferol como aditivo antioxidante natural (seccion 4.3). Ademas,
se acordo que cada elaboracion del producto funcional iba a estar acompafiada con una elaboracion
de queso Por Salut light regular, siendo cada una de estas elaboraciones el control o testigo (C) de
la elaboracién respectiva (Tabla 16). Como se menciond anteriormente, las producciones se
realizaron siguiendo el protocolo de la empresa, pero agregandole el compuesto funcional, tal como
se detalla a continuacién. Una hora antes de la elaboracion se colocé, en una batea calefaccionada
con agua a 40 + 1°C, el recipiente de polipropileno de 18 kg que contiene los FEE (Advasterol Ester®)
y el a-tocoferol antioxidante. Una vez que se alcanzoé la fusién completa, se comenzé el llenado de
la tina con leche pasteurizada y el vertido gradual de la mezcla fundida (FEE y TF) en el tanque
pulmén 1 (Fig. 27). El vertido debe ser gradual, constante y con asistencia de agitacién mecanica en
el tanque pulmon debido a que la diferencia de temperatura entre la mezcla fundida (40°C) y la leche
del silo (4°C) hace que parte de los compuestos bioactivos vuelvan a solidificar y floten por diferencia
de densidad, provocando un problema que se soluciona facilmente con la asistencia de la agitacién
antes mencionada. Luego de esto, el proceso de fabricacién continla de la manera habitual segin
el protocolo de fabricacion (Fig. 28). La formulacion empleada para la elaboracién a escala industrial

es la que se reporta en la Tabla 16.

Tabla 16. Formulacién empleada en la elaboracién a escala industrial®.

Componente C FEEL
Leche 1,9% (litros) 3100 3100
CaClz(g)* 700 700
Fermento (g)! 56 56
Coagulante (mL)12 150 150
FEE! (kg) - 18
Tocoferoles? (900 Ul) (g) - 30

Ver seccion 4.3.
’Marca: PROMAX 750, poder coagulante (2600 IMCU/g). Quimosina 100% pura.

Una vez que salen de la salmuera (Fig. 28: etapa de salado), los quesos pasan a la camara
de envasado en la cual son primero cortados en porciones y envasados luego al vacio en un film
impermeable al vapor de agua. El film es de polietileno de alta densidad termocontraible de 58
micrones de espesor. Para envasar se utilizé una maquina marca CRYOVAC ®, modelo 8600 Series

(Sistema de camaras de vacio rotativas) (Pais de origen: Noruega).
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Las piezas de queso envasadas fueron enseguida transportadas en refrigeracion al Instituto
de Tecnologia de Alimentos (INTA Castelar, provincia de Buenos Aires) para realizarles los andlisis

correspondientes.
4.10.1. Estudios de almacenamiento

Luego de envasados, los quesos obtenidos a escala industrial fueron estudiados durante el
almacenamiento por 90 dias a 4°C (+ 1) y 80% (+ 5) de humedad relativa, realizandoles los siguientes
analisis: contenidos de fitoesteroles libres (FEL), de y y a-tocoferoles, de 3-caroteno y de retinol, asi
como el perfil de acidos grasos y los ensayos de VP y de TBARS, segun las técnicas que a
continuacion seran detalladas. Ademas, se evalu6 el contenido de humedad de los quesos segun lo
explicado en la seccién 4.5. Cabe sefialar que, desde la fecha de elaboracién, este tipo de quesos
deben ser consumidos dentro de un plazo de 60 dias. Una vida util de 90 dias corresponde a un
tiempo que se considera extremo y fuera de la vida Gtil comercial del queso. Este muestreo se realizo

para conocer el comportamiento de los parametros en condiciones extremas o de vida Util extendida.

4.11. Fitoesteroles, tocoferoles y carotenoides: de  terminaciones analiticas

4.11.1. Extraccion de fitoesteroles

La determinacién de los FE fue realizada en el “Laboratorio de Vitaminas, Antioxidantes y
Compuestos Funcionales” del Instituto de Tecnologia de Alimentos (INTA Castelar), siguiendo la
técnica descrita por Slavin & Yu (2012) con modificaciones realizadas en el contexto de esta tesis.
Una vez realizado el madurado de los quesos, se toman 2 g y se lo dispone en un Erlenmeyer en
donde se agregan 98 mL de buffer fosfato de potasio (PK) 0,05M pH 7,7 y se homogeniza durante 2
min con Ultra-Turrax ® (IKA, Alemania). Se atempera a 40° C durante 2 minutos mientras se agita y
se toma una alicuota de 1 mL del homogenato, reservandolo en tubo de vidrio. Se agregan 2 mL de
2,6-di-terbutil-4-metil-fenol (BHT) (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA) al 1% en etanol y se incuba 2
minutos en bafio termostatico (Vicking, Modelo Dubnoff, Argentina) a 70° C con agitacion suave. Se
retira del bafio y se adicionan 1,8 mL de KOH 12N (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se vortexea
suavemente y se saponifica durante 2 horas a 70° C agitando cada 30 minutos. Pasado ese tiempo,
se saca del bafio y se enfria en bafio de hielo. Se le adicionan 5 mL de NaCl (Puro Alcor, Argentina)
1My 10 mL de hexano calidad HPLC (JT BAKER, Holanda). Se vortexea durante 2 minutos y se
deja reposar unos minutos hasta que se separen las fases. Se extrae y se reserva en otro tubo de
vidrio la fase superior y se repite el lavado con 5 mL de hexano, que se relinen con lo anterior. Luego
se procede a lavar con 5 mL de solucion de Na2COs (Puro Alcor, Argentina) al 5%, separando
nuevamente la fase superior y reservandola en tubo de vidrio. Por dltimo, se evapora en atmésfera
de nitrogeno y se resuspende en 500 L de metanol calidad HPLC (JT BAKER, Holanda).

Esta técnica también fue puesta a punto en la presente tesis para leche y crema de leche.
Setoman 3 mLy 0,5 g de leche y crema, respectivamente, y se siguen los mismos pasos descriptos

en el parrafo anterior desde el agregado de 2 mL de BHT.
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4.11.2. Deteccidn de fitoesteroles libres (FEL)

Esta determinacién se puso a punto en la presente tesis. Los fitoesteroles libres se
detectaron y cuantificaron por HPLC. Se usé un sistema provisto de un desgasificador de membrana
SCM1000 (TSP), una bomba cuaternaria (SpectraSYSTEM P4000, TSP), la columna Phenomenex
Luna C8 (50 mm x 4,6 mm, particula 5 p), una interface (SN4000, TSP) y el software Chromquest

(version 4.0, ThermoFinnigan, San Jose, USA).

El detector es un equipo Alltech 500 ELSD seteado a una temperatura del tubo de
evaporacion de 80°C, con un flujo de gas de nitrogeno ultra puro (> 99,999%) a 6,3 SLPM y la

atenuacion del instrumento se establecié en el nivel 1/32.

La elucién de los fitoesteroles se llevé a cabo mediante un gradiente de la fase movil segun
lo descripto en la Tabla 17, manteniendo un flujo de 1 mL/min. Tanto el agua como el metanol fueron
de calidad HPLC.

Tabla 17. Gradiente de la fase mdévil empleada para la elucién de los fitoesteroles (mL).

Tiempo (min) Agua : Metanol (98:2) Metanol
0 20 80
3 80 20
5 8 92
19 8 92
20 20 80

4.11.3. Cuantificacion de FEL

La cuantificacion de FEL se efectué mediante curvas de calibracién utilizando un estandar
externo de concentraciéon conocida, en este caso, de B-sitoesterol, campesterol y stigmasterol
(Sigma-Aldrich, St. Lois, USA).

4.11.4. Validacion del método para la deteccion de  los fitoesteroles

Mediante la utilizacion de estandares externos de campesterol, estigmaesterol y B-
sitoesterol, se identificaron los picos de acuerdo a sus tiempos de retencion, asi como también

aumentando los valores de las areas respectivas realizando spikes.
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4.11.4.1. Linealidad, rango y limite de cuantificac  i6n

Las soluciones “madre” se crearon a partir de los estandares comerciales, verificando su
concentracion mediante la ley de Beer (A = €.1.c) de acuerdo a los coeficientes de extincién molar
(¢) enumerados en la Tabla 18. La absorbancia se midié utilizando un espectrofotometro Perkin-

Elmer (Lambda Bio 20, UK) con cubetas de cuarzo del mismo fabricante.

Tabla 18. Coeficientes de extincion molar (€) de los fitoesteroles estandares.

Solvente  Amax (nm) € (L mol* cm?) Referencia
[3-Sitoesterol Etanol 206 4200 Slavin, 2012
Stigmaesterol Etanol 205 5500 Slavin, 2012
Campesterol Etanol 206 4200 Slavin, 2012

Una vez valoradas las soluciones “madre”, se construyeron curvas con un minimo de doce
concentraciones en el rango que se especifica en la Tabla 19, inyectando por triplicado tres dias
distintos. Para cada estandar, el valor de concentracién mas bajo inyectado es, ademas, el limite de

deteccién.

Tabla 19. Rango de concentracién para las curvas de calibraciéon en ELSD.

Rango de concentracién

(ug/mL) Detector
-Sitoesterol 5-400 ELSD
Estigmaesterol 5-200 ELSD
Campesterol 5-200 ELSD

4.11.4.2. Precisién y repetibilidad

Para evaluar la precision y la repetibilidad del método analitico y extractivo se utilizaron los
FEE de la empresa AOM S.A. (Advasterol ester®) (seccién 4.3). Las extracciones se realizaron
saponificando las muestras tomando como criterio la variacién intramuestras y, ademas, se
realizaron extracciones en diferentes dias. Luego se compararon las medias y los desvios estandar.
Cada extracto se inyecto tres veces en el equipo para determinar la precision del método (variabilidad
intramuestra). Se saponificaron tres alicuotas del mismo lote de FEE, inyectandolas el mismo dia
para determinar la repetibilidad del dia (variabilidad intradia), mientras que se realizé durante tres
semanas no consecutivas la repeticion de la extraccion para evaluar la repetibilidad del método

(variabilidad interdias).
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4.11.4.3. Recuperacién

La recuperacion del método de extraccion se determiné utilizando leche, crema de leche (48
% de grasa) y queso. Cada una de las muestras se realizé por triplicado enriqueciendo con dos
niveles de concentraciones, 10 y 25 ug para el campesterol y el estigmaesterol, respectivamente, y
10 y 50 ug para el caso del B-sitoesterol. El calculo del porcentaje de recuperacion se obtuvo de

acuerdo a la siguiente formula:

% recuperaci()n _ Splkepre—saponificado (ug) - BlanCOMuestra (ug) % 100

Spikepost—saponificado (ug) - BlanCOMuestra (ug)

Spike pre-saponificado corresponde al enriquecimiento de cada muestra con estandares
antes del procedimiento de saponificacién, mientras que el spike post-saponificado fue enriquecido
con estandares después del procedimiento de saponificacién. El blanco de muestra, en tanto,

corresponde a la cantidad de fitoesteroles detectada en las muestras sin enriquecer.

4.11.5. Extraccion simultanea de tocoferoles,  B-caroteno y retinol

La determinacion simultdnea de los isbmeros a y y del tocoferol, asi como del 3-caroteno y
del retinol fue realizada en el “Laboratorio de Vitaminas, Antioxidantes y Compuestos Funcionales”
del Instituto de Tecnologia de Alimentos (INTA Castelar), siguiendo la técnica descrita por Buttriss y
Diplock (1984). Para la determinacion de las vitaminas se toman alicuotas de 0,5 g de queso picado
6 0,5 g de crema de leche y se mezclaron separadamente con 1 mL de buffer fosfato de potasio (PK)
0,05M pH 7,7 y con 2 mL de pirogalol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 1% en etanol. Se
homogeneiza durante 2 min con Ultra-Turrax ® (IKA, Alemania). Se incubaron durante 2 mina 70 °C
en bafio de agua (Vicking, Modelo Dubnoff, Argentina) con agitacion suave y se adicionan 0,3 mL de
KOH 12N (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se saponifica en bafio termostatico durante 30 min
también a 70 °C con agitacion. Se enfriaron en bafio de agua con hielo hasta temperatura ambiente
y se agregaron 2 mL de agua bidestilada para mejor separacion de las fases y 12 mL de hexano
calidad HPLC (JT BAKER, Holanda). Se agitaron en vortex durante 2 min. Luego, se procedié a
separar la fase hexano, repitiendo la operacién con 5 mL de hexano y reuniendo la segunda
extraccion con la primera. Por Gltimo, se evaporé el solvente bajo corriente de nitrégeno para evitar
deterioro, se resuspendid el extracto en 500 L de etanol calidad HPLC y se filtr6 por membrana de
0,45 uym de porosidad (Buttriss & Diplock, 1984).

Si el producto a extraer es leche fluida, se toman 3 mL, se agregan 2 mL de pirogalol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1% en etanol y se continla a partir del paso de incubacion a 70° durante

2 minutos, realizando la misma técnica descripta en el parrafo anterior.
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4.11.6. Deteccidn de tocoferoles, B-caroteno y retinol

Las vitaminas se detectaron y cuantificaron por HPLC (Ultimate 3000 TSP, ThermoFisher
Scientific, USA) en la modalidad isocratica, con una fase mévil de etanol/metanol 60:40 (v/v) a un
flujo de 1 mL/min, de acuerdo a la técnica del grupo descripta en Rossetti et al. (2015). El equipo
cuenta con un desgasificador de membrana, una bomba cuaternaria, un auto sampler, un médulo
con horno para termostatizar la columna C18 (Alltima 250 mm x 4,6 mm, particula 5 y) y es

comandado a través del software Chromeleon (versién 7, ThermoFisher Scientific, USA).

Para el caso del o-tocoferol y y-tocoferol, retinol y 3-caroteno se realiz6 una dilucion de los
extractos resuspendidos de los quesos funcionales, mientras que los extractos de los quesos control
se inyectaron tal cual, de forma automatica, en un volumen de 50 pL con un loop de 100 pL.

Se utilizaron dos detectores: el de fluorescencia (Ultimate 3000 marca Thermo Scientific)
seteado a 296-330 nm (ex - em) para los tocoferoles y el de arreglo de diodos seteado a 325 nm y

445 nm respectivamente, para el retinol y B-caroteno.

4.11.7. Cuantificacion de tocoferoles, B-caroteno y retinol

La cuantificacion de estos compuestos se efectué mediante curvas de calibracion y utilizando
un estandar externo de concentracion conocida (DL-a-tocoferol, Merck-Darmstadt, Alemania; (+)- y
tocoferol, B-caroteno y retinol, todos de Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Al igual que para el caso de los fitoesteroles, se prepararon soluciones “madre” creadas a
partir de los estandares comerciales, verificando su concentracion utilizando la ley de Beer (4 =
€.l.c) de acuerdo a los coeficientes de extincion molar (¢) enumerados en la Tabla 20. La
absorbancia se midié utilizando un espectrofotometro Perkin-Elmer (Lambda Bio 20, UK) con cubetas

de cuarzo del mismo fabricante.

Tabla 20. Coeficientes de extincion molar para distintos analitos.

Solvente  Amax(nm) € (L mol-1 cm-1) Referencia
Retinol Etanol 325 52791 Boulet, 2020
B-Caroteno THF 456 128790 Boulet, 2020
a-Tocoferol Etanol 292 3809 Boulet, 2020
y-Tocoferol Etanol 298 3868 Boulet, 2020

Una vez valoradas las soluciones “madre”, se construyeron curvas con un minimo de seis
concentraciones en el rango que se especifica en la Tabla 21. Para cada estandar, el valor de

concentracién mas bajo inyectado es, ademas, el limite de deteccion.
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Tabla 21. Rango de concentracién para las curvas de calibracion.

Rango de concentracién

Detector
(Hg/mL)
Retinol 3,0x10%-3,0x103 UV/Vis
B-Caroteno 6,0x105-8,0x10-3 UV/Vis
a-Tocoferol 2,0x104-3,0x10? Fluorescencia
y-Tocoferol 6,5x105-8,5x102 Fluorescencia

4.12. Determinacién de la oxidacién lipidica
4.12.1. Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitiric o (TBARS)

La oxidacién lipidica se determiné por medio del método espectrofotométrico de las TBARS
de acuerdo a Fenaille et al. (2001). Se tomaron 5 g del queso funcional o del control, segun fuera el
caso, y se colocé esta alicuota en una bolsa de Stomacher. Se agregaron 12,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA, Merck, Darmstadt, Germany) al 20% preparado en acido metafosforico al 1,6%
y se homogeneiz6 durante 2 minutos en dicho sistema. Luego, se le adicionaron 12,5 mL de agua
bidestilada y se homogeneizo durante 30 segundos mas. El homogenato resultante fue colocado en
un tubo Falcon de 50 mL centrifugado a 6000xg durante 15 minutos a 4°C. Se tomaron tres alicuotas
de 5 mL del sobrenadante. A dos de estos tubos se les adiciond 5 mL de acido tiobarbitirico (TBA)
(Sigma Aldrich, USA) 0,02 M a cada uno, mientras que al tercero se le agregaron 5 mL de agua
bidestilada. Los tubos con el TBA conformaran muestra y duplicado, mientras que el tercer tubo sera
el blanco de turbidez. Se dej6 reaccionar durante 1 h a 70 °C en bafio de agua (Vicking, Modelo
Dubnoff, Argentina). A continuacion, luego de alcanzar la temperatura ambiente, se midi6 la
absorbancia de las muestras y del blanco a 530 nm con un espectrofotémetro UV/Vis (Lambda Bio
20, Perkin-Elmer, Rotkreuz, Suiza). Se calculé la concentracion usando como estandar 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) en un rango de concentraciones de 0 a 0,5
MM. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de malondialdehido (MDA) por kg de

muestra.
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4.12.2. Deteccidn de perdxidos lipidicos empleando la técnica del valor peréxidos (VP)

La deteccion de peréxidos lipidicos empleando la técnica del VP se la realiz6 por el método
espectrofotométrico de Kristensen et al. (2001). Los hidroperéxidos lipidicos oxidan el Fe?* a Fe3*,
haciendo reaccionar posteriormente al Fe3* con tiocianato de amonio, con lo cual se forma el
complejo de color rojo correspondiente al tiocianato férrico. La absorbancia de este compuesto es

directamente proporcional a la cantidad de hidroperdxidos lipidicos presentes.

Se colocaron 2 g de queso en un tubo Falcon de 15 mL, se le agregaron 10 mL de agua y
se homogeneizé con un Ultra-Turrax (IKA, Alemania) por 45 segundos. El homogenato fue
cuantitativamente transvasado a un tubo de vidrio de 50 mL con tapa a rosca y se le agregaron 20
mL de mezcla cloroformo — metanol (50:50 v/v). Se vortexea por 30 segundos y se centrifuga 10
minutos a 1000xg. La fase superior es descartada y la fase inferior se filtra con papel Whatman n° 2,
reservandose en un tubo de vidrio con tapa a rosca. De alli se toman tres alicuotas de 2,5 mL cada
una y se las coloca en sendos tubos. A dos de esos tubos se les adiciona 2,5 mL del complejo
Fe?*/tiocianato mientras que al tercer tubo se le agregan 2,5 mL de mezcla cloroformo/metanol (50:50
v/v). Se deja reaccionar 5 minutos a temperatura ambiente y luego se mide a 500 nm la absorbancia
resultante empleando un espectrofotometro UV/Vis (Lambda Bio 20, Perkin-Elmer, Rotkreuz, Suiza).
La concentracion de los compuestos se calculé utilizando una curva de calibracion de Fe3* en un
rango de concentraciones de 0 a 0,02 ug, expresandose el valor en miliequivalentes de oxigeno por

kg de muestra.

4.13. Determinacion del perfil de acidos grasos

El contenido de grasa total (% de extracto etéreo) fue determinado por duplicado mediante
el método de extraccion por Soxhlet (AOAC 1999) modificado. Brevemente, se toman 3 g de queso
y se deshidratan en mortero con 6 g de sulfato de sodio anhidro. La mezcla resultante fue
seguidamente extraida utilizando un equipo “Soxtec System HT 1043 Extraction Unit” (Tecator,
Suecia) para la extraccion de grasa y una estufa (ORL, Hornos eléctricos, modelo NZ-1105,
Argentina). La extraccién fue realizada mediante reflujo con pentano (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
durante 90 minutos. Una vez extraida la grasa, se tomé de ella una alicuota de 25 mg y se la coloc6
en un tubo de vidrio al que se le adicionaron 4 mL de reactivo para metilesterificar (4% de HCI en
metanol). Se agitd enérgicamente y se llevo a bafio de agua a 72°C (Vicking, Modelo Dubnoff,
Argentina), agitando cada 5 minutos con vortex para completar la reaccion. Una vez concluida, se
agregaron 2 mL de agua destilada, 2 mL de hexano y se agité enérgicamente. Se centrifuga 5
minutos a 2000 rpm y se separ6 la fase superior de hexano conteniendo los metilésteres formados,
reservandose esta fase en un tubo de hemdlisis. Se realizd una nueva extraccion con hexano, se
agitd, se centrifugd y se separo la fase superior, la cual fue reunida con la anterior. Se inyectd 1 L
del extracto resultante en un cromatdgrafo gaseoso (Varian modelo CP 3800, USA) que cuenta con
un detector FID. Se utilizé una columna capilar (CP-Sil 88, 100m x 0,25 mm x 0,20 um, Varian
CP7489). El inyector se ajusté a 250°C y se utilizé Helio (1 mL/min) como gas carrier. La temperatura
del horno de la columna se fija inicialmente a 45°C durante 4 min, luego se la incrementa hasta 165°C

arazon de 13°C/min, manteniéndola luego constante durante 35 minutos. Finalmente, se incrementa
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la temperatura hasta 215°C a razén de 4°C/min y se la mantiene durante 30 minutos. El tiempo total

de la corrida cromatografica es de 90 minutos.

Los acidos grasos fueron identificados utilizando estandares externos de los acidos grasos
individuales (PUFA-2, Animal Source, Grain Fatty acid Methyl Ester Mix, Octadecanoic acid,
conjugated, methyl ester, trans-11-Vaccenic methyl ester, cis-11-Vaccenic Methyl Ester, trans-9-
Elaidic Methyl ester y 37-Component FAME mix; todos de Sigma-Aldrich, USA). Los resultados de
cada acido graso se expresan como porcentajes con respecto al total de acidos grasos (ISO 15885-
IDF; De la Fuente et al., 2015).

4.14. Analisis microbiolégico y ensayo de antibiéti cos

Al ser productos destinados al consumo humano, en cada escalado que incluye la presente
tesis (laboratorio, piloto e industrial), tanto la leche cruda utilizada como materia prima como los
guesos obtenidos, fueron sometidos a ensayos microbioldgicos para determinar el cumplimiento de
los estandares de calidad exigidos por el Cédigo Alimentario Argentino (Capitulo VIII: Alimentos
Lacteos; Articulos N° 556 tris y 605). Los mismos se enumeran a continuacion asi como el método
de analisis empleado para las determinaciones y el criterio de calidad respectivo al que se debe

ajustar:

1) Para leche cruda:

- Coliformes (UFC/mL): FIL 73A: 1985; FIL 100B: 1991 (< 10 UFC/mL).

- Mesdfilos (UFC/mL): 13366 — ISO 1:2008; APHA 1992 Cap. 24 (Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods, 1992) (< 200000 UFC/mL).

- Recuento de células somaticas (cel./mL): método 13366 — ISO 1:2008 (< 400000 cel/mL).

- Residuos de antibioticos: Kit eclispe 50 ISO 13969:2003 (ausencia).

1) Para queso:

- Coliformes 30°C (UFC/g): Recuento en placa FIL 73A, 1985 (< 100000 UFC/q).

- Coliformes 45°C (UFC/g): Recuento por NMP APHA 1992 Cap.24 (*) (= 5000 UFC/g).

- Bacterias anaerobias sulfito reductoras (UFC/g): 1ISO 15213:2003 (< 150 UFC/q).

- Estafilococo coagulasa positivo (UFC/g): Recuento en placa FIL 145, 1990 (< 1000 UFC/qg).

- Escherichia coli presuntiva (presencia/g): ISO 16654:2001 (ausencia).

- Listeria spp. (presencia/25 g): FIL 143, 1990 (presencia/ausencia).
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- Salmonella spp. (presencia/25 g): FIL 93A, 1985 (ausencia).

- Bacillus cereus (UFC/g): Recuento por NMP ISO 21871:2006 (< 100000 UFC/qg).

Para el caso particular del analisis descripto como “Residuos de Antibiéticos” el mismo es
aplicado a leche cruda. Se utilizé el Kit Eclispe 50 ® de la marca ZEULAB ® (Zaragoza, Espafia) el

cual se encuentra validado bajo la norma 1SO 13969:2003.

Cabe mencionar que los andlisis realizados a la leche cruda, incluyendo el de presencia de
antibioticos, fueron realizados en las plantas piloto o industrial (segun corresponda) antes de
comenzar las respectivas elaboraciones, ya que son andlisis que deben realizarse de rutina para
controlar la materia prima a emplear. En lo que respecta a los andlisis microbiolégicos realizados a
los quesos obtenidos a escala piloto, los mismos se realizaron en el Laboratorio de Calidad de Leche
de la EEA-Rafaela (Santa Fe), mientras que para los quesos obtenidos a escala industrial los andlisis
fueron realizados en el centro de referencia para la industria lactea FUNESIL (Fundacién Cultural de

Profesores y Amigos de la Escuela Superior Integral de Lecheria, Villa Maria, provincia de Cérdoba).

4.15. Microscopia confocal

Se utilizd un microscopio confocal laser de barrido Olympus FV300/BX61 (Tokio, Japon)
trabajando con excitacién dual de 488 nm/633 nm para Nile Red/Nile Blue como colorantes para la
identificacién simultanea de proteinas (rojo) y grasas (azul), respectivamente.

Se cort6é una delgada feta de queso por medio de un bisturi. Se la coloc6 extendida sobre
un portaobjetos de vidrio y se le agregaron 50 pL de la solucion de Nile Red (0,02 g/L) y Nile Blue
(0,1 g/L) en PEG200 y agua bidestilada (filtrada por membrana de 0,45 pm), dejandola actuar por 10
min. Seguidamente se colocé un cubreobjetos antes de proceder a la observacion en el microscopio.
Se obtuvieron las imagenes en “.TIFF” con el FluoView Application Software (Tokio, Japén).

Las imagenes fueron posteriormente analizadas por medio del software ImageJ 1.52a
(National Institute of Heatlh, USA). Brevemente, cada imagen se procesa en blanco y negro,
guedando en blanco la matriz proteica y en negro las gotas de grasa. A su vez, se trabaja con
herramientas del software para disminuir posibles defectos de la micrografia. Luego del procesado,
y con la ayuda de las herramientas provistas por el programa, se obtiene un “mapa” de la foto en
donde cada gota de grasa, para nuestro caso, se enumera. Al mismo tiempo, el programa arroja una

tabla con el nimero de la gota, el diametro y el area correspondiente.
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4.16. Andlisis estadistico

Se comprob6 el cumplimiento de los supuestos de aleatorizacién, normalidad vy
homogeneidad de varianzas. Para comparar entre tratamientos los resultados obtenidos de cada
andlisis, se realiz6 un ANOVA seguido del analisis de comparaciones multiple (test post hoc) de
Tuckey para la comparacién de medias entre todos los grupos estudiados, con un nivel de

significacion de p<0,05.

El analisis de componentes principales (PCA) fue realizado utilizando el software Statistix

(version 7.0 — 2008, USA).
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5. Resultados y discusion

5.1. Validacion de la técnica cromatografica para | a deteccién y cuantificacion de los

fitoesteroles

En la Figura 30 se muestra el cromatograma resultante del método analitico. Si bien, no
se pudo lograr la resolucion completa a la linea de base entre el campesterol (pico 1) y el
estigmaesterol (pico 2), las formas de ambas sefiales son consistentes. Para el caso del -

sitoesterol (pico 3), en cambio, se logré una buena resolucion.
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Figura 30. Cromatograma con deteccién ELSD, para un mix de estandares. El orden de elucion de los analitos

fue campesterol (1), estigmaesterol (2) y B-sitoesterol (3).

5.1.1. Linealidad, rango y limite de deteccién

Las ecuaciones de regresion de las curvas de calibracion de mejor ajuste y sus coeficientes
de correlacion (R?) se muestran en la Tabla 22. Si bien en busquedas bibliogréaficas (Slavin et al.,
2012) se observé que la respuesta del detector ajustaba mejor a una ecuacion logaritmica (y =
ax?), para el caso de la presente tesis si bien también se ajusté adecuadamente a una ecuacion
logaritmica (datos no mostrados), se eligid, para los tres fitoesteroles, ecuaciones lineales ya que
presentaban mejor ajuste (R?) como se muestra en la Tabla 22. En lo referido al limite de

cuantificacion, se toman los valores minimos y maximos de los rangos mostrados.
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Tabla 22. Rango de concentracion, ecuaciones de ajuste y coeficiente de regresion R? para las

curvas de calibracién en ELSD.

Rango de . B
concentraciéon  Detector Ecuacion de regresion R?
(Hg/mL) ajustada
B Sitoesterol 5-400 ELSD y = 1,26x108x - 3,04x10° 0,998
Estigmaesterol 5-200 ELSD y = 1,35x108x - 3,31x10° 0,997
Campesterol 5-200 ELSD y = 9,34x107x - 5,48x10° 0,999

5.1.2. Precision y repetibilidad

En la Tabla 23, se muestran los resultados de las pruebas de precision y repetibilidad. Las

inyecciones de la misma muestra se utilizaron para validar la precisiéon y la consistencia de la

metodologia HPLC desarrollada. Puede verse que la variacion intramuestra se mantuvo por debajo

del 5%. Con respecto a las variaciones intra e interdia, se puede observar que existe una

variabilidad mayor, lo que resulta esperable de acuerdo a variabilidad en lo que respecta a la

preparacion de la muestra. De todos modos y para todos los casos, la variabilidad se mantuvo por

debajo del 10%, resultados acordes con lo cotejado en la bibliografia (Slavin et al., 2012; Schmidt

et al., 2017; Al-Suod et al., 2018).

Tabla 23. Precision y repetibilidad del método analitico.

Intramuestra Intradia Interdia
(n=3) (n=3) (n=3)
g FEL/g FEE Advasterol ester ®
Campesterol* 0,110 +£0,011 0,120 + 0,039 0,106 + 0,031
Estigmaesterol? 0,155 + 0,017 0,148 + 0,059 0,150 + 0,052
B-Sitoesterol* 0,264 +£ 0,025 0,256 + 0,034 0,255 + 0,068

1 Se informa la media + desvio estandar (n=3).
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5.1.3. Recuperacion

Los valores de recuperacién se muestran en la Tabla 24. Como puede observarse, a pesar
de las severas condiciones de saponificacion (2 horas a 70°C en medio alcalino) los valores de
recuperacion en las tres matrices y para los tres analitos fue en todos los casos superior al 90%.
Ademas, como la recuperacion se ensayé a dos niveles de enriquecimiento, también pudo

demostrarse que la recuperacion fue adecuada para ambos niveles.

Tabla 24. Valores de recuperacion de fitoesteroles en leche, crema y queso.

Leche Crema Queso
Campesterol
Concentracion? de spike 10 10 10
(HO)
% Recuperacion! (n=3) 97,3+11,1 92,1+7,2 91,0+10,0
Concentracion? de spike 25 25 25
(Hg)
% Recuperacion?! (n=3) 98,449,8 94,5+14,2 93,8+12,4
Estigmaesterol
Concentracion? de spike 10 10 10
(HO)
% Recuperacion! (n=3) 98,3+10,1 90,9+7,0 91,5+14,2
Concentraciéon? de spike 25 25 25
(HO)
% Recuperacion?! (n=3) 95,2+10,8 92,9+10,7 90,5+11,1
B-Sitoesterol
Concentracion? de spike 10 10 10
(HO)
% Recuperacion! (n=3) 99,3+13,8 91,1+3,8 90,9+17,2
Concentracion? de spike 50 50 50
(Hg)
% Recuperacion?! (n=3) 97,2+19,1 94,5+18,2 93,8+16,8

1 Valores representados por la media + desvio estandar.
2La concentracion del spike para la leche se midié en (ug/mL), mientras que para la cremay el queso se midio

en (ug/mg).
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5.2. Linealidad, rango y limite de deteccién paral a deteccion y cuantificacion simultanea de

tocoferoles, B-caroteno y retinol

En la seccién 4.11.5 se describio la técnica cromatografica basada en Buttriss y Diplock
(1984). La Dra. Rossetti, investigadora del grupo de trabajo, desarrollé la técnica en nuestro
laboratorio para leche, crema y queso (Rosetti et al., 2015). Las ecuaciones de regresion que
presentaron el mejor ajuste y sus coeficientes de regresion (R2), correspondientes a las curvas
realizadas con los estandares, se presentan en la Tabla 25. Con respecto al limite de cuantificacion,
se toman los valores minimos y maximos de los rangos mostrados. Todas las curvas de calibracién
realizadas ajustan a ecuaciones lineales y presentan buenos coeficientes R? en el rango de

concentraciones estudiadas.

Tabla 25. Rango de concentracion, ecuaciones de ajuste y R? para las curvas de calibracién

realizadas en detectores UV/Vis y fluorescencia.

Rango de . .
concentracion Detector Ecuacién de regresion R2
(mg/mL) ajustada
Retinol 3,0x10-3,0x10-3 UV/Vist y = 8,91x108 x + 7,78x102 0,997
B-Caroteno 6,0x105-8,0x10-3 UV/Vis? y =1,32x10° x - 7,27x10* 0,998
a-Tocoferol 2,0x104-3,0x10? Fluorescencia® y = 3.28x108 x + 5.30x104 0,999
y-Tocoferol 6,5x105-8,5x102 Fluorescencia® y = 3,68x108 x - 9,24x103 0,999
1325 (nm)
2 445 (nm)

8296-330 (nm) (ex — em)

5.3. Etapas de madurez tecnolégica (TRL: Technology readiness levels )

A los fines de atravesar todos los pasos necesarios para llegar a la innovacion mediante la
generacion de conocimientos, la utilizacion de los TRLs es una ayuda importante para definir el
grado de madurez tecnoldgica en el cual se ha centrado este trabajo, el cual correspondié a un
proyecto de Innovacion con la industria a través del “Consorcio CIA-Productos Lacteos Villa Maria”,
tal como fuera arriba detallado.

Los ensayos realizados fueron ubicados en los diferentes niveles tecnoldgicos para

situarlos en el camino de la innovacién, segun las definiciones expuestas en la Tabla 26.
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5.3.1. Planteo de las diferentes etapas de investig acién y de madurez tecnolégica

Para planificar y plantear el desarrollo del producto funcional se utiliz6 el modelo
Technology Readiness Level (TRL). Se trata de un sistema de mediciéon que permite evaluar la
madurez alcanzada por una tecnologia particular y la comparacion consistente entre los niveles de
madurez alcanzados por diferentes tipos de tecnologia. EI TRL de una tecnologia se determina
mediante una Evaluacién de la Madurez Tecnoldgica (TRA) donde se examinan los conceptos del
programa, los requisitos tecnoldgicos y las capacidades tecnoldgicas demostradas. Los TRLs se
determinan utilizando una escala del 1 al 9, siendo 9 la tecnologia mas madura (Héder, 2017). El
precursor de este modelo fue la NASA (National Aeronautics and Space Administration, EEUU) en
1974. El Departamento de Defensa de los Estados Unidos ha utilizado la escala para adquisiciones
desde principios de la década del 2000. En 2008, la escala estaba también en uso en la Agencia
Espacial Europea (ESA), como lo demuestra su manual (Héder, 2017). Luego de su
implementacién, posterior éxito y divulgacion, fue asi que muchos organismos como la Agencia
Espacial Europea (ESA), el Departamento de Energia de los Estados Unidos (DoE), el
Departamento de Seguridad Nacional (DHS) y el Departamento de Defensa entre otros tomaron y
adaptaron este sistema segun sus necesidades especificas, pero siguiendo siempre un esquema
similar al original. En el 2010, la Comisién Europea aconsej6 a los proyectos de investigacion e
innovacion financiados por la Unidon Europea que adoptaran esta escala. Por ello, los TRLs se
utilizaron en 2014 en el programa Horizonte 2020 de este Ultimo organismo. En el 2013, la escala
TRL fue formalizada ain mas mediante el estandar ISO 16290:2013 (Héder, 2017).
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Nivel tecnolégico

Ejemplo

En casi todos los casos, este es el final de los Ultimos
aspectos de “correccién de errores” del verdadero

Producto: Con empresas

planteo de la hipétesis experimental.

TRLO desarrollo del sistema. Esta TRL no incluye la mejora Despliegue asociadas.
planificada del producto.
Este nivel se alcanza una vez demostrado que la Producto o servicio
TRL 8 tecnql9g|a funciona en su fprma final y en las comercializable. Nivel pre-comercial: Con
condiciones esperadas. En casi todos los casos, este | Certificaciones pruebas | empresas asociadas.
nivel es el fin del verdadero modelo. especificas
Este nivel requiere una demostracién del prototipo real ]
en un ambiente real. El prototipo debe ser o estar lo mas Prototipo: con empresas y
TRL 7 proximo a la escala del sistema real planificado y la vmculacpn _tecnologlca
demostracion se debe realizar en lugares lo mas reales | Prototipo/Demostrador (ggﬁtizopem;ﬁfg ti?(l:’)
posible. Desarrollo tecnologico | P - €9 i
TRL 6 (F?:]dl[j;(:rtg)ifao se probar4d en un entorno relevante Escala piloto Il
Los elementos tecnologicos basicos deben integrarse
con elementos de apoyo razonablemente realistas para
TRL S5 que todas las aplicaciones (nivel de componente, nivel Escala piloto |
de subsistema o nivel de sistema) puedan probarse en
un entorno "simulado” o o mas real posible.
Prototipo/Demostrador
Luego de validar el “prototipo”, se integra el elemento | Desarrollo tecnolégico
tecnolégico para lograr niveles de desempefio
TRL 4 adecuados. Esta . validacion debe' diseﬁgrse para Incubacion, escalado.
respaldar el prototipo que se formul6 anteriormente y
también debe ser coherente con los requisitos de las
aplicaciones potenciales del sistema.
En este paso del proceso de maduracion del proyecto,
se inicia la combinacién de la investigacion y el
desarrollo. Esto debe incluir tanto estudios analiticos . .
TRL 3 para establecer la tecnologia en un contexto apropiado ;I;rg?ajggicc():smcubadoras
como estudios de laboratorio para la validacién v, ‘
finalmente, constituir el “prototipo” de las aplicaciones y
conceptos formulados en el TRL 2.
La invenciébn comienza una vez observados los ]
principios basicos y las aplicaciones practicas. Si bien rrueb_a de 90nc§pto__ | | Tesis de Magister y
TRL 2 la aplicacion es especulativa y no hay ninguna prueba o nvestigacion industria Doctorado a escala
andlisis detallado para apoyar el supuesto, la aplicacion laboratorio.
practica esta identificada.
Revision bibliografica del
La investigacion cientifica comienza a visualizarse estado del arte, planteo de
TRL 1 como investigacion aplicada y desarrollo luego del

las hipotesis y revision de

publicaciones.

Como se observa en la Tabla 26, un producto que llega al mercado alcanza el nivel 9. El

presente trabajo de tesis se situé a partir del nivel 3 de investigacién bésica, estudiando la

factibilidad de la incorporacion de fitoesteroles en el producto queso light, el cual se encuentra

definido y protocolizado en la industria. De este modo, el trabajo comenz6 con un nivel de madurez

tecnoldgica avanzado, TRL 3, con respecto a un ensayo de novo de laboratorio, para pasar luego

a los niveles 4 a 7 que abordaron el desarrollo tecnolégico y, finalmente, la puesta en mercado

correspondiente a las etapas siguientes hasta alcanzar el TRL 9.
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5.3.1.1. Definicién de la matriz. Comparacion queso  Por Salut light vs queso Mozzarella light :

Datos de preferencia de los encuestados (TRL1y TR L 2)

Como primera medida, se debia elegir el tipo de queso sobre el cual trabajar. La empresa
CDS-Lacteos Capilla del Sefior normalmente produce dos quesos reducidos en calorias o light
(Resolucién Conjunta 40/2004, incorporada al Cédigo Alimentario Argentino, Articulo 235 quinto;
InfoLEG, 2004) de salida comercial con los cuales se podia plantear el trabajo de adiciéon de
fitoesteroles, esto es, el queso Por Salut y el queso Mozzarella. Las tecnologias de elaboracion de
ambos son diferentes ya que el primero, luego de la cuajada, se incuba directamente en la camara
de ajuste del pH, mientras que el segundo requiere de una doble coccidn, esto es, cuajada en la
tina quesera a 40°C y posterior coccion en bafio a 80°C, seguido del proceso de hilado. A partir de
alli los quesos se salan y se envasan a las 48 h, saliendo como un queso tipo fresco de pasta
blanda.

Para decidir con cual de los dos tipos de queso light trabajar se planted el ensayo de
preferencia con consumidores, el cual se realizé aprovechando la afluencia de publico a la
exposicion INTA Expone 2012, en la ciudad de Cerrillos, Salta, tal como fuera arriba explicado en
la seccion 4.1. Cabe aclarar que tanto los asistentes a la exposicion como los encuestados
provenian de distintos lugares de la republica Argentina.

Como se observa en la Figura 31A, de los 141 encuestados la mayoria (p<0,05) son
mujeres. En cuanto a la edad (Figura 31B ), se distribuyeron en forma pareja en todos los grupos
etarios (p<0,05), con estudios terciarios en su mayoria (p<0,05) (Fig. 31C). Ademas, en la Figura
32 se observa que la mayoria de los encuestados no solamente resultaron ser las personas
responsables en su hogar a la hora de realizar las compras, sino que ademas consumian quesos

habitualmente.
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Figura 31 . Distribucién de los encuestados de acuerdo al sexo (A), la edad (B) y al nivel de

formacion (C). Letras diferentes en una dada figura implica diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 32 . Evaluacion de realizacion de compra y consumo de queso. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0,001).
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Una vez realizadas las preguntas generales, a los participantes de la encuesta se los
invitaba a probar dos cubos de los quesos objeto del panel de preferencia de consumidores para
asi, de esa manera, definir cual iba a ser el queso sobre el cual llevar a cabo el desarrollo del
producto funcional. Las muestras se codificaron para que los entrevistados no se vieran
influenciados al momento de la evaluacion. Cuando se los interrogd acerca de los atributos de
sabor y textura, el preferido fue el queso Por Salut light en un 87,95% y 80,14 % acumulado para
me gusta y me gusta mucho (maximos valores de escala), respectivamente, mientras que los
mismos para la mozzarella light fueron de 63,13% y 66,67%, respectivamente (Fig. 33). Evaluando
los dos valores maximos de la escala para ambos tipos de queso, se obtuvo como resultado la

preferencia por el queso Por Salut sobre la Mozzarella.

66.67

Textura

80.14 a

63.13

Sabor

87.95

b
0 20 40 60 80 100

Distribucién de los encuestados (%)

Mozzarella Queso Por Salut

Figura 33 . Atributos textura y sabor (%) en queso Port Salut light y en queso mozzarella light.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0,001).
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Figura 34 . Percepcién general del producto: queso Por Salut light y queso Mozzarella light.
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A continuacion, se pregunté a cada uno de los encuestados si elegiria comprar este tipo
de quesos frente a otros disponibles en el mercado (Fig. 34), saliendo en ello favorecido el queso
Por Salut light como preferencia de compra (87,23%) frente a la mozzarella light (65,25%).

En cuanto a los atributos de textura y sabor evaluados, en ambos sali6 favorecido el queso
Port Salut light (Fig. 35A) frente al mozzarella light (Fig. 35B). En el primer caso, la textura y el
sabor fueron bien calificados con un total de algo méas del 80% para la textura y del 88% para el
sabor (Fig. 35A). Para el segundo tipo de queso, la textura fue favorecida en un 66,7%, mientras

que el sabor lo fue en algo méas de un 63% en total (Fig. 35B).

2411 C
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Textura 17.02 b
2.84 a
c
39.72
48.23 |d
Sabor 993 p

213 4
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Me gusta mucho Me gusta
Ni me gusta ni me disgusta Me disgusta A

m Me disgusta mucho

19.86 C
46.81 €
Textura 24.82 d
7.09 b
1.42 g
227 C
4043 €
Sabor 32.62 ¢
284 b
1.42
a
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Me disgusta mucho

Figura 35 . Atributos de textura y sabor (%) en queso “Port Salut” light (A) y en queso “mozzarella”
light (B).
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La preferencia por ambos tipos de queso aumentd cuando se incluyé el factor “funcional”
en la pregunta, es decir, si consumiria ese queso en el caso de que aportara algun beneficio para
la salud. Si evaluamos el consumo del queso Por Salut light (Fig. 36A) con respecto al de la
mozzarella light (Fig. 36B), podemos observar que el primero fue el preferido por el 92,2 % de los
consumidores (diferencias muy significativas p<0,001), superando al 89,36 % de los encuestados
gue compraria el queso Mozzarella light. Las respuestas negativas fueron mayores para la
mozzarella, de modo que los consumidores la eligieron “menos”, aun cuando esta podria traer un

beneficio.

NS/NC h2.84 a

No [l 496 b

C

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

A Distribucién de los encuestados (%)

NS/NC i2.84 a

No 78 b

C

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B Distribucion de los encuestados (%)

Figura 36 . Porciento de preferencia con respecto a la posibilidad de consumir un producto que
ademas sea “funcional”, es decir, que contribuya a la mejora de la salud: queso “Por Salut” light

(A) y queso “mozzarella” light (B).
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A partir de estos resultados, se decidié entonces continuar el desarrollo que involucra la
presente tesis con el queso Por Salut light para su transformacién en funcional por el agregado de

fitoesteroles.

5.3.1.2. Andlisis de etapas criticas para la adici6  n de fitoesteroles al queso Por Salut  light
Para la elaboracion del queso, la leche debié ser sometida a descremado y estandarizado
de la materia grasa, previos a la pasteurizacion (sin homogeneizar), tal como se explicé en las
secciones 4.4 y 4.8. Este punto es el primero en el cual se podia proponer la adicién de fitoesteroles
(etapa 1: llenado del tanque pulmoén) (Figs. 27 y 28), a fin de pasteurizar en conjunto los
fitoesteroles y la leche y evitar el riesgo de introducir una contaminacion en el sistema con

posterioridad al pasteurizado.

Por otro lado, en la industria lactea este proceso debia llevarse a cabo en batch, ya que
una adicion continua no seria factible por el tipo de equipos y procesos disponibles, los cuales
forman un sistema cerrado entre el pasteurizador y la tina quesera (Fig. 27). Sin embargo, el
procesamiento térmico de los fitoesteroles podia, probablemente, provocar su degradacién. Por
eso, de no ser posible la adicidon en esta etapa, se podia proponer la adicion directa en la tina,
durante la formacién de la cuajada (etapa 6) (Fig. 27), con el consiguiente riesgo de introducir una
contaminacion.

De no resultar las anteriores propuestas, la Ultima posibilidad de incorporacion de los
fitoesteroles podia ser la inmersioén, para alcanzar la difusion hacia el interior de la matriz, con los
inconvenientes de los volimenes industriales utilizados, la dilucién de los compuestos bioactivos y

la falta de homogeneidad de la mezcla por el gradiente de concentracion dentro de la matriz.

5.4. Ensayos a nivel laboratorio. Etapas TRL 3y 4
5.4.1. Caracterizacion analitica de los fitoesterol  es a utilizar

La caracterizacion quimica se realizé en las preparaciones de fitoesteroles comerciales a
fin de conocer las proporciones de los diferentes isdmeros y la composicion de los acidos grasos
aportada por las preparaciones esterificadas, la cual podria generar un sistema vulnerable a la
oxidacién a la hora de plantear un producto final estable. Para tal fin, se utiliz6 la metodologia
cromatografica descrita en las secciones 4.10 y 4.12, resultando una recuperacién del 90% para el

caso particular de todos los esteroles vegetales.

Las preparaciones comerciales de fitoesteroles utilizadas fueron descriptas en las
secciones 4.3 y 4.6. Como alli fuera mencionado, se trata de Advasterol 90® (FEL), Advasterol
Ester® (FEE) y Emulfit 3675 AE® (FEEM).

Como se observa en la Tabla 27, el Advasterol 90® (FEL) mostré la mayor concentraciéon
de fitoesteroles por gramo de producto con respecto a las preparaciones esterificada (Advasterol
Ester®) y emulsificada (Emulfit 3675 AE®). Este resultado es logico ya que el Advasterol 90 es per

se una preparacion de fitoesteroles libres.
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Tabla 27. Concentracion de fitoesteroles en las tres materias primas, que fuera determinada en el

presente trabajo por HPLC.

Fitoesteroles libres (g FEL/Q)

Beta sitoesterol Campesterol Estigmaesterol FEL totales?
Emulfit AE 3675® 0,218 + 0,0006 0,106 + 0,0003 0,132 + 0,0003 0,4552 + 0,0012
Advasterol ester® 0,253 + 0,0001 0,106 = 0,0000 0,158 0,0001 0,517° + 0,0002
Advasterol 90® 0,387 + 0,0008 0,150 + 0,0003 0,273 + 0,0006 0,810¢ + 0,0017

+

I+

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05)
IFitoesteroles libres (FEL) totales expresados como la suma de fitoesteroles (FE) individuales.

Este dato es importante para los calculos de rendimiento tedrico en el queso. La premisa
de elaboracion es cargar en el queso la dosis de fitoesteroles recomendada por la European Food
Safety Authority (EFSA, 2010), esto es, de 2 a 3 g de fitoesteroles libres (FEL) diarios requeridos
para mostrar efecto hipocolesterolémico. Al mismo tiempo, tampoco agregar un exceso, lo cual no
resultaria adecuado en el balance econémico del producto. Este resultado de FEL (Tabla 27) debe
tenerse en cuenta en el balance de masa con los FEE (Advasterol Ester®) ya que, en éstos, el 40%
de su masa corresponde a los acidos grasos (AG) esterificados.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion en los productos comerciales (Tabla 27) se
compararon con los valores reportados por los fabricantes (Tabla 28). Se puede observar en la
Tabla 27 que las concentraciones de FEL totales fueron 0,455; 0,517 y 0,810 g por gramo de
producto Emulfit AE 3675®, Advasterol Ester® y Advasterol 90®, respectivamente. Las
proporciones de los mismos son del orden de las expresadas en las especificaciones técnicas de
los productos (Tabla 28).
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Tabla 28. Valores tipicos informados por cada fabricante,! expresados en por ciento con respecto

al peso total del producto.

Beta

sitoesterol Campesterol Estigmaesterol Esteroles
(%) (%) (%) totales (%)
Emulfit AE
N 22-35 11-17 13-22 69
3675®(Saporiti S.A.)
Advasterol ester ®
37-53 17-31 21-35 98
(AOM S.A)
Advasterol 90 ®
34-50 17-30 22-30 92
(AOM S.A)

1Las especificaciones técnicas de los productos comerciales se encuentran en el capitulo anexo.

La determinacion por cromatografia liquida HPLC tiene la ventaja de que no hace falta
derivatizar el producto y tiene mayor versatilidad de polaridades entre la fase moévil y la fase
estacionaria, permitiendo asi desarrollar un método Unico para la deteccion de fitoesteroles en
queso, pero ademas en leche y en crema. Los datos presentados demuestran que tanto la
metodologia de extraccion como la metodologia HPLC-ELSD son precisas y exactas para evaluar
estos compuestos, no solamente en las matrices lacteas antes descriptas sino ademas en las tres
presentaciones comerciales de fitoesteroles que se evaluaran en la presente tesis. Si bien en
bibliografia se reporta que los detectores ELSD introducen ciertas variaciones que hacen que no
sea un método de los mas sensibles (Slavin & Yu, 2012; Schmidt et al., 2017; Al-Suod et al., 2018),
los valores de desviacién estandar inferiores al 5% observados para los rangos de concentraciones
estudiados son muy aceptables (Tabla 27). En cuanto a los porcentajes de recuperacion del
método extractivo, pudo verificarse que en matrices de naturaleza mas sélida o grasa existe una
tendencia a la disminucion de la recuperacion. De todos modos, para los dos enriquecimientos
ensayados, y para las tres matrices, la recuperaciéon siempre se mantuvo por encima del 90 %.

La técnica analitica permitié el control de las elaboraciones con un rango de mayor
exactitud que el reportado por los fabricantes, ya que los errores de concentracion de los aditivos
a escala industrial son altamente costosos si no se estiman correctamente las concentraciones de
partida y las del producto final.

En cuanto a la técnica de extraccién, deteccién y cuantificacién simultdnea de los isbmeros
a- y y-tocoferol, B-caroteno y retinol, esta técnica es de rutina y se encuentra puesta a punto en
nuestro laboratorio para las matrices mencionadas (leche, crema y queso). De todos modos, a
modo de control, se realizaron curvas de calibracion para todos los compuestos mencionados
anteriormente, demostrando la consistencia del método extractivo y del cromatografico, ya que se

compararon con trabajos realizados por el grupo de investigacion (Rossetti, 2015; Gies et al., 2019).
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5.4.2. Grasa total y perfil de acidos grasos (AG) d e los fitoesteroles esterificados (FEE)

Como los fitoesteroles se encuentran esterificados con AGs en el producto comercial
Advasterol ester®, fue necesario conocer el perfil y concentracién de los AGs (Tabla 29A) vy el
contenido de grasa total (Tabla 29B). Ademas, al provenir de una oleaginosa, es de esperar que

contenga tocoferoles, con lo cual también fue necesario realizar su cuantificacion (Tabla 29C).

Tabla 29A. Composicion de los acidos grasos en la fraccion correspondiente a la muestra de

fitoesteroles esterificados, FEE (Advasterol ester®).

Acidos grasos Contenido (%) ? p
16:0 4,76 *
18:0 1,15 *
18:1t 0,16 NS
18:1n9c 25,19 o
18:1 n-7 0,14 NS
18:2 n-6 (AL) 67,42 >
18:3 n-3 (ALA) 0,75 *
20:1 n-9 0,14 NS
20:4 n-6 0,30 NS

IPorcentaje con respecto al contenido total de acidos grasos en el producto comercial.
NS: no significativo;  * p<0,05; ** p<0,001.

Tabla 29B. Contenido de grasa total de los fitoesteroles esterificados, FEE (Advasterol ester®).

Muestra Grasa (%) !

Advasterol ester ® 40,54 +0,1

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5)

Tabla 29C. Contenido de tocoferoles (mg/g) de los fitoesteroles esterificados, FEE (Advasterol
ester®).

y-tocoferol (mg/g)?* a-tocoferol (mg/g)? TF total (mg/g)*?

Advasterol ester ® 0,342 =+ 0,061 0,068 =+ 0,010 0,408 =+ 0,172

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5)
2Tocoferoles (TF) totales expresados como la suma de tocoferoles (a- y y-) individuales.
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En la Tabla 29A puede verse que el AG mayoritario en la composicion de los FEE fue el
acido linoleico (AL; C18:2 n-6), seguido por el acido oleico (18:1 n-9 ¢). Las concentraciones de AG
poliinsaturados (AGPI), esto es, con tres 0 mas insaturaciones, resultaron muy bajas en
comparacion a las de los AG monoinsaturados y diénicos. En base a estos perfiles se pudo estimar
un valor de indice AGPI o indice de peroxidacion de 0,68 (ecuacién 1). Segun la metodologia
expresada por Mocking et al. (2012), se puede estimar este indice como la relacién ponderada
entre los distintos acidos grasos con tres 0 mas insaturaciones con respecto a la concentracién

total de acidos grasos [Craa)]:

Indice AGPI = (0,025'AGpono)+(1'AGp)+(2:AGTri)+ (4 AGTetra) )

CTeac)

donde AGwono, AGpi, AGTii Y AGTetra SON las concentraciones respectivas de acidos grasos (AG)
con una, dos, tres y cuatro insaturaciones.

El indice AGPI o de peroxidacion resulta de utilidad para predecir la estabilidad oxidativa
de los aceites vegetales y, por lo tanto, estimar la vida util de los productos que contienen AGPI.
Por eso es importante tener en cuenta que, al agregar los FEE (Advasterol ester®) al queso como
producto final, se aporta una importante cantidad de sustancias vulnerables a la oxidacién, esto es,
los AGPI (Tabla 29A), los cuales podrian comprometer la estabilidad oxidativa del producto final.
Al mismo tiempo, esta presencia de AGPI enriqueceria al queso en su calidad “funcional” ya que,
el enriquecimiento en AGPI es beneficioso para la salud (McClements & Decker, 2000; Corzo et
al., 2020; Dominguez-Diaz et al., 2020), por lo cual es necesario estabilizarlos en el producto
obtenido.

Ningtyas et al. (2019) observaron que el agregado de fitoesteroles en su forma esterificada
para obtener quesos “crema” funcionales aumentaba muy significativamente el contenido de AG
del producto desarrollado. A su vez, determinaron que la produccién de hexanal y heptanal, flavors
esenciales del queso tipo crema fermentado, generalmente producidos por una ligera oxidacion de
los AG no saturados, alcanzaban mayor concentracion cuando los fitoesteroles eran agregados
como FEE al queso crema funcional desarrollado. Tal como ocurre con los FEL, los FEE reducen
también la absorcion del colesterol en el intestino, resultando en la disminucion del nivel de LDL
transportadoras del colesterol (Tan et al., 2020).

En la Tabla 29B, puede observarse que el contenido de grasa total obtenido a partir de la
muestra de FEE es de aproximadamente un 40%. Ademas de los AGs que componen esa grasa,
es importante este resultado ya que debemos considerar que, al realizar el ensayo con esta
preparacion comercial, ademas de aportar un porcentaje considerable de grasa a la preparacion,
este valor debe contemplarse a la hora de realizar los calculos de masa a agregar de FEE. Como
es una preparacion comercial, no hay en bibliografia datos de referencia. Sin embargo, en algunas
publicaciones, diversos autores elaboran productos analogos de queso o bien productos
funcionales con agregado de fitoesteroles esterificados y emulsificados. En ellos se documentan
cantidades agregadas mayores a las que finalmente tienen los productos finales obtenidos (Guinee
et al., 2016; Gies et al., 2019).

98



5. RESULTADOS Y DISCUSION
RIZZO, SERGIO A.

En la Tabla 29C, puede observarse que la concentracion de TF totales es de
aproximadamente 0,40 mg, de los cuales el aporte mayoritario esta dado por el y- (0,342 mg)
seguido por el a- (0,068 mg). Ambos datos, se encuentran dentro de los rangos encontrados en
bibliografia (Ergonil & Kdseoglu, 2014; Grilo, 2014). De todos modos, los autores de los trabajos
citados concluyen que una cantidad significativa de tocoferol presente en los aceites crudos se
pierde durante los procesos de refinado, especialmente cuando el proceso es fisico, en
contraposicion al refinado quimico. Parametros como la presién y la temperatura también
contribuyen a la retencion de este tipo de compuestos. Por ejemplo, un proceso de refinado a baja
temperatura y alta presién puede contribuir a retener los TF (Ergonil & Késeoglu, 2014). Ademas,
cabe recordar que los FEE son una preparacion comercial constituida por FEL provenientes del
deodestilado del aceite de soja, los que se encuentran esterificados con acidos grasos de colza,
con lo que la comparacion y la revisién de datos en bibliografia se realizaron en base a aceites

crudos por no encontrar productos similares.

5.4.3. Ensayo de desempefio de los fitoesteroles (FE ). Fitoesteroles en crema y leche

emulando la adicion al tanque pulmon (etapa 1)

Como se mencion6é previamente, en las diferentes formulaciones comerciales los
fitoesteroles pueden estar libres o asociados con diferentes compuestos que favorecen su
incorporacion a las diferentes matrices alimenticias. Es por esta razén que surgio la necesidad de

realizar pruebas de desempefio con las tres alternativas (seccion 4.3):
i) los fitoesteroles esterificados (FEE) Advasterol éster®.
ii) los fitoesteroles libres (FEL) Advasterol 90®.
iii) los fitoesteroles emulsificados (FEEM) Emulfit AE 3675®.

El primer punto critico consisti6 en probar la adicion de cada una de estas tres
formulaciones en cada una de las dos matrices propuestas. La primera matriz fue leche fluida
estandarizada al 1,9% p/v de grasa (cruda, sin homogeneizar ni pasteurizar, tal como se la utiliza
corrientemente en la industria para la elaboracién del queso “Por Salut” light) y crema de leche
(48% p/p de grasa) proveniente de los mismos lotes de leche cruda. La alternativa de adicion a
crema de leche tiene que ver con la afinidad de los fitoesteroles por la fase lipidica de los alimentos
y con la posibilidad de concentrarlos para luego agregarlos en un paso previo a la cuajada (Fig.
20).

Como se mencioné anteriormente, tanto los FEE como los FEEM, a diferencia de los FEL
tienen en su composicidn compuestos que aportan peso pero que no son fitoesteroles. Tomando
como punto de partida los FEL y suponiendo que los mismos queden retenidos en su totalidad en
la matriz, se agregaron concentraciones de 2,20 g en 100 mL de crema o leche. Pero ademas se
probaron formulaciones agregando 2,75 g (25% mas) y 3,30 g (50% mas) en 100 mL de crema o
de leche. El mismo criterio se siguid para realizar las formulaciones con los FEE y los FEEM, pero
partiendo de la base de que los primeros aportan un 40% de grasa (Tabla 29B), mientras que los

segundos un 50% de emulsificantes (seccidn 4.3).
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Se reportan las distintas concentraciones ensayadas y los tiempos de mezclado necesarios
para lograr una mezcla homogénea tanto en la leche 1,9% grasa (Tabla 30) como en la crema
(Tabla 31).

Tabla 30. Concentraciones! de fitoesteroles ensayadas en la leche (1,9% de grasa).

FEEZ? (g/100 mL de leche) 0 3,67 4,60 5,50
Tiempo de mezclado (min.) 0 2 2 2
FEEMS (g/100 mL de leche) 0 4,40 5,50 6,60
Tiempo de mezclado (min.) 0 4 8 13
FEL* (9/100 mL de leche) 0 2,20 2,75 3,30
Tiempo de mezclado (min.) 0 4 10 15

ILas concentraciones de fitoesteroles corresponden a su rendimiento teérico en fitoesteroles libres
en el producto, considerando que los FEE contienen 40% de AG y los FEEM 50% de emulsificante.
2Fitoesteroles esterificados Advasterol éster®.

SFitoesteroles emulsificados Emulfit AE 3675®.

4Fitoesteroles libres Advasterol 90®.

Tabla 31. Concentraciones? de fitoesteroles ensayadas en la crema de leche (48% de grasa).

FEEZ? (g/100 mL de leche) 0 3,67 4,60 5,50
Tiempo de mezclado (min.) 0 2 2 2
FEEM? (g/100 mL de leche) 0 4,40 5,50 6,60
Tiempo de mezclado (min.) 0 4 8 13
FEL“ (g/100 mL de leche) 0 2,20 2,75 3,30
Tiempo de mezclado (min.) 0 4 10 Desest.

ILas concentraciones de fitoesteroles corresponden a su rendimiento teérico en fitoesteroles libres
en el producto, considerando que los FEE contienen 40% de AG y los FEEM 50% de emulsificante.
2Fitoesteroles esterificados Advasterol éster®.

SFitoesteroles emulsificados Emulfit AE 3675®.

“Fitoesteroles libres Advasterol 90®.

Desest.: Desestabilizacion. Corte de la emulsion.

En las mezclas realizadas con FEE (Advasterol éster®) se pudo observar la formacién de
pequefas gotas oleosas, bien distribuidas, tanto en la leche como en la crema (Fig. 37), mostrando
un aspecto homogéneo, ligeramente coloreado de amarillo, presentando un mejor desempefio
cualitativo que los mostrados por FEEM (Emulfit AE 3675®) y FEL (Advasterol 90®). Por el
contrario, tanto los FEL (Fig. 38) como los FEEM (Fig. 39) no se disolvieron, sino que
permanecieron suspendidos o dispersos en ambas matrices, llegando a la formacion de grumos y
de precipitado a todas las concentraciones ensayadas, presentando dificultades al momento del

mezclado (Fig. 38).

La desestabilizacién de la matriz se observo tanto en la leche como en la crema. Sin

embargo, en la leche no alter6 su viscosidad mientras que en la crema se observé una
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desestabilizacién de la grasa, sobre todo en las concentraciones mas elevadas, alcanzando
inclusive el punto de “corte” de la crema (Tabla 31). Este problema se observo tanto en la crema
no pasteurizada de la empresa CDS (Fig. 38) como en una preparacion con crema comercial (Fig.
37). Este fendbmeno podria deberse a la desestabilizacion de los glébulos de grasa por la
incorporacion “forzada” de una cantidad excesiva de lipidos a la matriz lactea (Granger et al., 2003;
Guinee, 2011).

Los ensayos precedentes permitieron seleccionar la preparacion comercial de fitoesteroles
mas adecuada para continuar las pruebas de incorporacion de los FE en la matriz. De este modo
se utilizaron los FEE (Advasterol éster®) como punto de partida para pasar a las pruebas de la

etapa laboratorio y piloto.

Nagarajappa et al. (2018) fortificaron leche fluida (3% grasa) con fitoesteroles,
incorporando para ello una preparacion comercial (42,38% de p-sitosterol, 24,81% de
estigmasterol, 26,73% de campesterol, 1,84% de brassicasterol) a la manteca fundida, usando
DATEM (diacetil ésteres mono vy diglicéridos del &cido tartarico) como emulsificante (6,5% de la
emulsién), formandose asi una emulsion aceite en agua. El sistema resultante (10% de
fitoesteroles) fue agitado en bafio a 120°C para que se incorporaran los fitoesteroles. Esta emulsion
fue luego agregada a la leche (3% de grasa, 8,5% de sélidos no grasa), homogeinizando a 60°C,
calentando luego a 75°C por 15 s y finalmente enfriando y almacenando a 4°C. De acuerdo a los
autores, la leche fortificada con fitoesteroles fue no significativamente diferente a la leche control
sin fitoesteroles desde el punto de vista sensorial. Ademas fue fisica y sensorialmente estable por

7 dias de almacenamiento en refrigeracion.

Figura 37 . Aspecto de las mezclas con crema de leche comercial de distintas concentraciones de
Advasterol éster® (FEE, fitoesteroles esterificados): 0% (A); 3,67% (B); 4,60% (C); 5,50% (D).
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Figura 38 . Aspecto de las mezclas con crema de leche CDS S.A. de distintas concentraciones de
Advasterol 90® (fitoesteroles libres; FEL): 0% (A); 2,20% (B); 2,75% (C); 3,30% (D, E).

Figura 39 . Aspecto de las mezclas con leche de los fitoesteroles esterificados (FEE, Advasterol
éster ®) (A) y de los fitoesteroles emulsificados (FEEM, Emulfit AE 3675®) (B).

5.5. Elaboracion de queso “Por Salut”  light con fitoesteroles a escala laboratorio
5.5.1. Composicion quimica de las leches crudas y e standarizadas al 1,9 %y 1 %

Para elaborar quesos “Por Salut” light segun el protocolo utilizado en la empresa lactea fue
necesario en primer lugar estandarizar, a escala laboratorio, el valor de grasa de la leche en 1,9%
(seccion 4.7). De este modo, el queso descremado llega a una concentracion final de grasa
aproximada de entre el 17 y el 18%. En la Tabla 32 se muestran los contenidos de grasa, proteinas
y sélidos totales de la leche utilizada para las elaboraciones a escala laboratorio. La leche (grasa:

1,9% pl/v) se utilizé tal cual para ser adicionada con los FEE mientras que, para la adicién en la
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crema de leche, la matriz fue descremada hasta alcanzar el 1% en grasa a fin de agregar luego la

crema, completando el 0,9 % p/v restante.

Tabla 32. Contenidos de grasa, proteina y sélidos totales (g/100mL) en las leches.

Leche cruda Leche Leche
estandarizada estandarizada
1,9% 1%
Grasa 3,69¢ 1,89 1,032
Proteina 3,352 3,51 3,520
Sélidos totales 12,08 11,75¢2b 11,202

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

No se observaron diferencias significativas en los contenidos de proteinas ni de sélidos
totales al finalizar el proceso de descremado, pero si se observaron las diferencias significativas

esperables en el contenido de grasa.

5.5.2. Elaboracién de los quesos a escala laborator o

Para la elaboracion de los quesos a escala laboratorio se utilizé leche proveniente del
tambo de la misma estacion experimental, fresca, de buena calidad higiénico-sanitaria tal cual lo
especifica el Cédigo Alimentario Argentino (Articulo VIII) (pH: 6,6 — 6,7; acidez: 14-16 °D; recuento
de bacterias totales <10% UFC/mL; recuento de células somaticas: 400.000 células/mL). Esta leche
fue estandarizada segun Tabla 32. En tanto, los fermentos y el cloruro de calcio (seccién 4.3) fueron
exactamente los mismos a los utilizados habitualmente en la elaboracién de quesos blandos a
escala industrial, en las dosis ajustadas al volumen de fabricacion. Con respecto al cuajo, se utilizé
el preparado enzimético liquido a base de la proteasa quimosina (100%) mencionado en la seccién
4.3.

La caseina, proteina cargada negativamente en su superficie debido a la k-caseina cuando
el pH es naturalmente superior a su punto isoeléctrico (pH 4,6) tal como se da en la leche, resulta
ser coagulada debido a la accion de la quimosina (coagulante o cuajo; seccion 4.3) agregada y
debido ademas a la ayuda simultanea de la acidez generada por el starter o fermento (Lactococcus
lactis subsp. cremoris; seccidon 4.3) agregado. La quimosina (EC 3.4.23.4) es una peptidasa con
una amplia especificidad de sustrato. Es especificamente conocida por su capacidad para coagular
la leche al escindir el enlace Fenl%-Met1% de la k-caseina, liberando el glicomacropéptido. La
eliminacién de esta cadena hidrofilica desde la superficie de la k-caseina, permite que las micelas
de caseina (diametro medio 0,04 a 0,2 micrones) se asocien, en presencia de iones calcio,
principalmente por interacciones hidrofébicas, formando una red o network tridimensional continuo
y estable que retiene a los glébulos de grasa (diametro medio 2 a 10 micrones) y al resto de los
componentes (Jensen et al., 2013). La quimosina es esencial en la produccion de quesos firmes.
Por otro lado, la acidez generada por el starter o fermento contribuye a la agregacion de las micelas
de caseina debido a la neutralizacion de las cargas negativas superficiales. Los iones calcio, aqui

agregados como cloruro de calcio (seccidn 4.3), ademas, contribuyen a la adhesion entre las
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micelas (Horne & Banks, 2004). La adiciéon de calcio reduce el tiempo de coagulacion del cuajo de
la leche debido a que los iones neutralizan las cargas negativas superficiales de la caseina, lo que
favorece la agregacion de las micelas. La adicién de bajas concentraciones de calcio también

aumenta la firmeza del gel (Lucey & Fox, 1993; Choi et. al., 2007).

Una vez estandarizada la materia prima (Tabla 32), se procedi6 a la elaboracién de quesos
de 100 g, segln el protocolo para produccién del queso blando.

Para producir quesos a escala laboratorio se realizaron las adiciones de los FEE en leche
(FEEL) o en crema (FEEC) a las tres concentraciones evaluadas, esto es, 3,67 %, 4,60 % y 5,50

%, para asi determinar el comportamiento (Tablas 30 y 31).

Durante la elaboracion se realizé el monitoreo de parametros tales como el tiempo y la
temperatura de coagulacion y el peso de los quesos luego de la inmersién en salmuera,
reportdndose los resultados en la Tabla 33. Los mismos mostraron que la adicién de FEE a la
crema (FEEC) o a la leche (FEEL) no modificé los tiempos de coagulacién (tc) ni la temperatura de

coagulacion (TC) y los valores se mantuvieron dentro de los esperados.

Tabla 33. Parametros?! obtenidos de los quesos Por Salut light producidos a escala laboratorio y
con las concentraciones de fitoesteroles esterificados (FEE) indicadas, tanto en leche (FEEL) como
en la crema (FEEC): tiempo de coagulacion (tc) de la cuajada, temperatura de coagulacién de la

cuajada (TC) y peso de los quesos luego de la inmersién en salmuera.

Concentracién tc (min) TC (°C) Peso (g)

Control (0%) C 10,08 + 0,02 3720 +* 0,14 94,79 + 0,20
3,67% 3,67 FEEL 11,02 + 0,20 37,11 = 0,14 101,01 + 0,11
3,67% 3,67 FEEC 920 + 0,20 3726 + 0,15 104,90 = 0,11
4,60% 4,60 FEEL 996 + 0,10 37,36 * 0,11 97,41 + 0,20
4,60% 4,60 FEEC 898 + 0,02 37,12 + 0,111 97,40 + 0,14
5,50% 5,50 FEEL 8§61 + 020 37,09 = 0,15 99,52 =+ 0,11
5,50% 5,50 FEEC 971 + 005 37,12 = 0,14 101,59 + 0,10

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3).
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En la Figura 40A se presentan las curvas de disminucion del pH regitradas durante la

acidificacion de las cuajadas en la produccion del queso a escala laboratorio.
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Figura 40. Curvas de descenso del pH (37°C % 1°) registradas en el queso de cada lote
experimental (valor promedio de réplicas) (A). Registro de temperatura de la masa durante el

proceso (B). Las barras indican el desvio estandar (n = 3).
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Estas mediciones se realizaron a 37 + 1°C una vez por hora durante un lapso de tres horas
(Fig. 40). La leche tiene normalmente un pH entre 6,5y 6,8 a 25°C debido a la presencia de los
acidos lactico y citrico (Negri, 2005). En el momento en que la masa de los quesos es descargada
a la mesa de moldeo y por propia gravedad es bajada a los moldes, se toma el primer valor de pH
(tiempo 0) (Fig. 40A). En condiciones ideales, desde que se toma ese valor de pH (tiempo 0) hasta
que se logran valores de pH de alrededor de 5,3-5,2 no deben transcurrir mas de 3-3,5 horas.
Todos los lotes, presentaron curvas de descenso de pH normales, salvo el punto a los 120 minutos
de la elaboracion para 5,50 FEEL, en el cual hubo un descenso mayor del pH, solamente a ese
tiempo (Fig. 40A). A escala de laboratorio hubo pequefas diferencias entre los lotes analizados,
aunque éstas no fueron determinantes del resultado final. En todos los sistemas que se presentan
en la Figura 40A , la velocidad de descenso del pH fue de 0,384 (+0,012) unidades de pH/h. El
descenso del pH se debe a la actividad de las bacterias lacticas aportadas por el fermento o starter
(seccion 4.3), las cuales son fermentadoras de la lactosa, aumentando en consecuencia la
concentraciéon de acido lactico (Negri, 2005). Debido a ello, la disminucién del pH es otro factor
tecnoldgico que prueba que la enzima coagulante permanecio activa en el fermento (Jacob et al.,
2010).

La quimosina, enzima coagulante usada en el presente trabajo (seccion 4.3), es mas
estable a valores de pH entre 5,3y 6,3 (Jensen et al., 2013), rango que se observa en la curva de
descenso del pH reportado en la Figura 40A . En condiciones &cidas (pH 3-4), la enzima pierde su
actividad rapidamente, probablemente causada por autodegradacion. La quimosina sufriria una

rapida pérdida de la actividad cuando la temperatura aumenta de 45 a 55°C (Jensen et al., 2013).

Como se menciond anteriormente, la temperatura de incubacion debe ser mantenida
dentro de los 37 £ 1 °C para que las bacterias lacticas (starters) acidifiquen a velocidades correctas
la masa del queso. Si la temperatura no es controlada adecuadamente dentro de los valores
optimos de trabajo de los starters, las velocidades de acidificacion se veran afectadas,
repercutiendo en las caracteristicas fisico-quimicas, estructurales y organolépticas del producto
final (Johnson, 2017). En la Figura 40B , se muestra la evolucion de las temperaturas registradas
simultaneamente al pH. Para el caso de la elaboracién control (C), la temperatura descendio por
debajo de los 37°C (36,5 °C) a los 60 minutos, lo cual frené la fermentacion, mientras que para la
elaboracién 5,50 FEEC, a los 120 minutos se produjo un incremento de la temperatura por encima
de los 37°C (38,3 °C), acelerando la acidificacién (Fig. 40B). No obstante, el seguimiento del
proceso logré ajustar la temperatura en los puntos siguientes, haciendo que el fermentado
continuara dentro de los parametros normales. Cabe recordar que la masa de queso a obtener en
estas elaboraciones es de aproximadamente 100 g. Una vez obtenida la cuajada y realizado el
desuerado, debido al pequefio volumen de cuajada resultante result6é dificil para estos casos

realizar los ajustes necesarios para controlar la temperatura con minimas desviaciones.
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En la Figura 41 se presentan los niveles de FEL recuperados en los quesos. Los resultados
de este ensayo mostraron que su recuperacion de la matriz no presento un incremento sustancial
o significativo al incluir mayores cantidades de FEE. Por el contrario, pareceria que el sistema
tiende a saturarse cuando los FEE se adicionan en concentraciones superiores al 3,66 %. Tampoco
se alcanzo la concentracion objetivo de FEL en el producto final de 2,20 g/60 g de queso, segin lo
establecido por EFSA (2010) (Fig. 41). Este resultado fue determinante para la continuacion de los

ensayos a escala piloto e industrial.
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Figura 41. Contenido de FEL en quesos producidos a escala laboratorio (g / 60 g de queso). Se
muestra la concentracion objetivo en rojo. Las barras de error indican el desvio estandar (n = 3).

En definitiva, no se logré una mayor incorporacion de FEE al queso al agregar mas cantidad
(p>0,05). De este modo se fijo otro de los parametros del sistema a ser considerado en las
elaboraciones a escala piloto e industrial.

En la Figura 42, se muestran los niveles de tocoferoles propios del sistema (TF totales,

suma de los isdmeros a y y) en cada concentracion y condicion de agregado de los FEE.
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Figura 42. Niveles de tocoferoles (isbmeros a y y) totales recuperados en los quesos producidos a
escala laboratorio por las metodologias FEEL y FEEC (fitoesteroles esterificados agregados en la
leche o en la crema, respectivamente). Las barras indican el desvio estandar (n = 3).

Los TF (Fig. 42) mostraron un comportamiento similar al de los fitoesteroles (Fig. 41). El
sistema pareceria saturarse con TF a la menor concentracion de FEE ensayada. Este resultado es
esperable porque los TF son también parte del excipiente de la formulacion de FEE comercial

(Advasterol éster®), siendo ambos liposolubles.

Ambas formas de adicién (en leche directamente, FEEL, o en crema, FEEC, y posterior
dilucion) sirvieron para lograr la incorporacion y posterior recuperacion de los fitoesteroles en el
queso finalmente obtenido. En cuanto a la adicién en leche, la 4,60 FEEL (Tabla 14) seria la 6ptima

para obtener el queso mas enriquecido en TF.

Es evidente que a escala laboratorio y en las condiciones ensayadas (pasteurizacion en
tina, mezcla manual y procedimientos realizados en vasos de precipitado) (seccion 4.8), no se pudo

lograr la incorporacion de una cantidad mayor de FEE que sea recuperada en el queso.

Aparentemente, los FEE mostraron un mejor desempefio cuando fueron agregados a la
leche que a la crema (Fig. 42). Esto podria explicarse porque los tocoferoles son relativamente
polaresy, por ello, se ubican en la interface aceite-agua de las membranas de los glébulos de grasa
(McClements & Decker, 2000; Ramiro-Cortijo, 2020). Al aumentar el nivel de FEE adicionado, la
recuperacién tanto de los fitoesteroles como de los tocoferoles no aumenté significativamente. Es
mas, de los resultados obtenidos parece que tanto la crema como la leche se saturan. De todos
modos, seria necesario realizar estudios sucesivos para determinar si existe una verdadera
saturacion o si bien, por las dimensiones y volimenes empleados, se dificulta la correcta adicion.
En base a esto, se decidié continuar los ensayos con la minima dosis (3,67 gr FEE/100 mL de leche

0 crema) que permitia la maxima recuperacion. De este modo aumenta la sostenibilidad del sistema
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ya que si se agrega un exceso de FEE del 25 o0 50%, esto se traduce en un costo significativo para
la industria.

Si bien las cantidades de FEL recuperadas no fueron las deseadas (objetivo; Fig. 41), con
este ensayo se pudo comprobar que el FEE adicionado fue transferido y recuperado luego de todo

el proceso de fabricacion del queso.

5.5.3. Determinacion de la oxidacion de quesos elab orados a escala laboratorio: Valor

peroxido

Una gran cantidad de productos primarios, peréxidos e hidroperdxidos, se forman en los
aceites por autooxidacion (Fig. 10; Fig. 11). El valor peréxido (VP) se puede utilizar como indice
oxidativo para las primeras etapas de la oxidacion de lipidos, habiéndose determinado que una
mayor estabilidad oxidativa suele ir acompafiada de un aumento mas lento del valor peréxido
(Saeed & Naz, 2019; Cong et al., 2020).

En la Figura 43 se muestra el VP a tiempo inicial de los quesos producidos a escala
laboratorio, en donde no se observaron diferencias significativas (p<0,05) por el agregado de
fitoesteroles, como asi tampoco diferencias entre las distintas concentraciones y formas de adicion
(FEEL y FEEC). Cabe sefialar que algunos datos poseen mucha variabilidad (poco repetitivas) y
tuvieron que ser descartados. A pesar de ello, se pudo comprobar que la adicion de los compuestos
no indujo oxidacién de lipidos (p>0.05) (Fig. 43). Cabe destacar que este ensayo se realizé sélo a
tiempo inicial, por lo cual dichos quesos no presentaron un grado de oxidacion apreciable debido a

la formacion de hidroperéxidos.

Tanto los quesos con fitoesteroles como los quesos control (sin agregado de FEE) tuvieron
valores de peroxidacibn menores a 1 mEq de O2/kg de queso, independientemente de la
concentraciéon de FEE adicionada, lo cual concuerda con valores reportados en literatura para
guesos de reciente elaboracion (Karoui et al., 2007; Bergamaschi, 2018). De este modo, las
diferencias en la composicion quimica de los quesos no influyeron en la formacion de

hidroperoxidos en el producto fresco.
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Figura 43. Valor peroxido determinado a tiempo inicial en quesos producidos a escala laboratorio:
queso control (m) o sin fitoesteroles; quesos conteniendo fitoesteroles esterificados (FEE) que

fueron inicialmente agregados en la leche (BFEEL) o en la crema (mFEEC). Las barras indican el
desvio estandar (n = 3).

5.5.4. Determinacién de la oxidacién de quesos elab  orados a escala laboratorio;: TBARS

Tal como fuera previamente mencionado, esta es otra técnica indicadora de oxidacién
lipidica. La hidroperoxidacion lipidica genera, entre otros compuestos, MDA como molécula de
“terminacion” de la cadena de autoxidacion (Schaich, 2016). EI MDA es un producto secundario
relativamente estable de la oxidacion de los AGPIs (Amaral et al., 2018).

En este caso, y como se observa en la Figura 44, los resultados mostraron la misma
tendencia que la formacion de hidroperdxidos mencionada en el punto anterior (Fig. 43). La adicion
de fitoesteroles por las dos formas ensayadas, leche (FEEL) o crema (FEEC), y a las distintas
concentraciones, no produjo un aumento en la oxidacion lipidica de los productos frescos. Los

valores observados en el queso fueron bajos para todos los casos (Fig. 44).
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Figura 44. Niveles de oxidacion por TBARS (mEq. MDA/kg queso) determinados a tiempo inicial

en quesos producidos a escala laboratorio: queso control (M) o sin fitoesteroles; quesos
conteniendo fitoesteroles esterificados (FEE) que fueron inicialmente agregados en la leche

(MFEEL) o en la crema (MFEEC). Las barras indican el desvio estandar (n = 3).

5.5.5. Discusién y conclusiones de las etapas TRL3  y 4

Se desarrollaron las técnicas analiticas por HPLC para la determinacién de los FEL
componentes del producto comercial (Emulfit AE 3675 ®, Advasterol ester ®, Advasterol 90®) en
las diversas matrices (leche, crema y queso). Las técnicas resultaron ser satisfactorias, habiendo
mostrado limites de deteccion de 5 a 200 pg/mL para los fitoesteroles campesterol y estigmaesterol,
y de 5 a 400 pg/mL para el B-sitoesterol. En estos rangos, la respuesta del equipo fue lineal.
Ademas, las técnicas de extraccidbn demostraron tener una excelente recuperacion (>90%) en las

diferentes matrices y en los productos comerciales proveedores de los FE.

Para el caso de los tocoferoles a y y, del B-caroteno y del retinol, las técnicas
cromatograficas ya estaban desarrolladas y puestas a punto en nuestro laboratorio para las
matrices leche, crema y queso (Rosetti et al., 2015). La respuesta del equipo demostrada a través

de las curvas de calibracion fue adecuada en los rangos estudiados.

Los resultados expuestos mostraron la factibilidad de la deteccion y de la cuantificacion de
los fitoesteroles, de los tocoferoles a y y, del B-caroteno y del retinol, asi como de los productos de

oxidacién en las tres matrices lacteas ensayadas, leche, crema y queso.

El evento “INTA Expone” del afio 2012 sirvié para definir, mediante el empleo de una
encuesta de consumidores, sobre cual producto de los dos posibles reducidos en calorias

producidos por la empresa, queso Por Salut y queso mozzarella, se iban a llevar adelante los
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trabajos de adicion de los fitoesteroles, para asi obtener un producto funcional. El queso Por Salut
light fue el que result6 preferido por los consumidores.

Una vez realizado este primer testeo de preferencia, se comenzaron con los trabajos de
desempefio de los FE en sus distintas presentaciones comerciales, esto es, FEL (Advasterol 90®),
FEEM (Emulfit AE 3675®), dispersables facilmente en matrices acuosas, y FEE (Advasterol éster
®), dispersables faciimente en matrices lipidicas. De las tres presentaciones que se mencionaron,
las dos primeras estan constituidas por un polvo fino, mientras que la tercera opcion (FEE) es una
pasta viscosa blanco amarillenta, solida a temperatura ambiente. A los tres productos se les
cuantificd la concentracién de fitoesteroles, mientras que a los FEE también se les determiné el
perfil de &cidos grasos (Tabla 29A), resultando muy importante el aporte de AGPI (67,42% de acido
linoleico) y de un AG monoinsaturado (25,19% de acido oleico). Si bien los AGs esterificantes de
los FE colaboran para que estos compuestos sean afines a una matriz lipidica, aportan un peso
significativo, el cual debe ser considerado a la hora de realizar la adicién de los fitoesteroles en si.
Para el caso de los FEEM, el aporte de compuestos que no son esteroles resultd ser de,
aproximadamente, un 50 %, mientras que, para el caso de los FEE, el contenido de AGs resulto
ser del 40 %. Seguido a esto, con vistas al escalado del producto, se plantearon dos formas de
adicion de los FE, pudiendo ser en la crema o bien en la leche estandarizada al 1,9% p/v de grasa.
Ademas, se evaluaron 3 niveles de adicion: a) la concentracién calculada para recuperar 2,2 g de
FEL en el producto final (o0 sea, asumiendo que no se pierde nada durante la elaboracién), b) la
calculada con un 25 % y c) la calculada con un 50% por encima de la primera mencionada (a). Las
presentaciones en polvo (FEL y FEEM) no se disolvieron, permaneciendo en suspension en los
medios ensayados. Ademas, produjeron la desestabilizacion de la crema en las concentraciones
necesarias para su agregado y posterior reformulacion. Los FEE (Advasterol éster®) en cambio,

se incorporaron en la matriz de forma mas homogénea, tanto en la crema como en la leche.

En los quesos Por Salut a continuacion producidos a escala laboratorio (1 litro de leche) se
logré la extraccion y recuperacion de FE y TF por las técnicas analiticas optimizadas en el presente
trabajo, asi como la determinacidn del perfil de acidos grasos y también el andlisis de compuestos
de degradacion oxidativa por medio de los ensayos de VP y de TBARS. Estos ensayos, sirvieron
para observar el desempefio de cada una de las técnicas, mostrando que la recuperacién de los
FE y TF fue superior al 90% y que el agregado de los FEE impacto en el perfil de acidos grasos de

las mezclas realizadas.

Si bien las condiciones experimentales de elaboracidn del queso a escala laboratorio (1
litro de leche), con adicién a niveles crecientes (Tabla 14) de FEE en crema o en leche, resultaron
variables entre las elaboraciones a baja escala, se demostr6 que no fue necesario agregar
fitoesteroles en exceso para recuperarlos mejor en el producto y, por otro lado, que si bien los FEE
aportaron una mayor concentracion de AGPI, ésta no se tradujo en un aumento inicial de la

peroxidacién lipidica del producto, esto es, como consecuencia del proceso.
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5.6. Etapas TRL 5 y 6. Elaboracion de queso “Por Sa Iut” light con fitoesteroles a escala

piloto

Para la elaboracion de los quesos a escala piloto (180 litros) se utilizé el protocolo de
elaboracién de queso blando, bajo en grasa, desarrollado por el Laboratorio de Calidad de Leche
y Agroindustria de la Estacion Experimental del INTA-Rafaela (Rafaela, provincia de Santa Fe).
Este protocolo se adapté de acuerdo al utilizado en la planta CDS S.A., para ajustarlo lo méas posible
a las condiciones industriales. La materia prima utilizada fue leche proveniente del tambo de la
misma estacion experimental, fresca, de buena calidad higiénico-sanitaria, de acuerdo al Codigo
Alimentario Argentino (Articulo VIII) (pH: 6,6 — 6,7; acidez: 14-16 °D; recuento de bacterias totales
<108 UFC/mL; recuento de células somaticas: 400.000 células/mL). Los fermentos y el cloruro de
calcio (seccidn 4.3) fueron exactamente los mismos a los utilizados habitualmente en la elaboracion
de quesos blandos a escala industrial, en las dosis ajustadas, mientras que el cuajo utilizado fue el
mismo al empleado a escala laboratorio (seccion 4.3), esto es, el preparado enzimatico liquido de
qguimosina (100% pura). La formulacion utilizada es la que se reporta en la Tabla 15, previamente

presentada.

Al no haberse alcanzado la dosis objetivo en la etapa anterior (Fig. 41), se decidi6 continuar
con la estrategia de adicién de FEE a la crema (FEEC) para luego ser diluida en el producto final o

directamente en la leche estandarizada al 1,9% (p/v) de grasa (FEEL).
Se realizaron dos (2) elaboraciones a escala piloto, compuestas de la siguiente manera:
- C: Queso control o sin agregado de FEE.
- FEEC: Queso funcional con agregado de los FEE (Advasterol éster®) en la crema.
- FEEL: Queso funcional con agregado de los FEE (Advasterol éster®) en la leche.

Vale la pena aclarar que las elaboraciones se realizaron en afos diferentes y de cada

elaboracién se obtuvieron seis hormas de queso de aproximadamente 4 kg cada una.

5.6.1. Elaboracion a escala piloto

Durante los ensayos a escala laboratorio, las concentraciones méaximas de fitoesteroles
alcanzaron valores de alrededor de 1,5 g FEL/60 g de queso, los cuales estuvieron por debajo del
objetivo buscado de 2,2 g FEL/60 g de queso (Fig. 41), acorde con lo establecido por la EFSA

(2010) para ejercer un efecto hipocolesterolémico.

En el caso de la escala piloto, el ajuste metodoldgico consistioé en el aumento del volumen
de leche y en la utilizacion de un pasteurizador de placas marca REDA® de 300 L/h de capacidad.
Estas condiciones mejoraron la repetitividad del ensayo, debido ello a las condiciones mas
controladas de la mezcla y de la pasteurizacién y a los mayores volimenes de quesos obtenidos.
Los FEE fueron adicionados alternativamente a la leche (1,9 % p/v en grasa) o a la crema (48%
p/p de grasa), para luego ser mezclados en el tanque auxiliar, previo a la pasteurizacion y al

posterior llenado de la tina, con los fitoesteroles incorporados y pasteurizados.

113



5. RESULTADOS Y DISCUSION
RIZZO, SERGIO A.

Luego se continud con el proceso de fabricacion de los quesos Por Salut tal como se

explica en el protocolo correspondiente.

5.6.1.1. Balance de masa

Para lograr la estandarizacion del producto y cumplir con las especificaciones del Cédigo
Alimentario Argentino, se calculé el balance de masa teniendo en cuenta la relacion materia
grasa/proteina establecida para el queso Por Salut light por la empresa, relacién que permite
elaborar quesos con un 25% menos de materia grasa que la del queso Por Salut regular (no light).
Sin embargo, se debié tener en cuenta el ingreso al elemento de volumen de una nueva corriente,
los FEE, quienes poseen un 40% de materia grasa (Tabla 29B), la cual se va a sumar a la grasa
propia de la leche, pasando a formar parte del producto final, acarreando ello un aumento

significativo en la proporcion de materia grasa de la corriente de entrada al proceso.

A continuacion se detalla el esquema del balance de masa del proceso de elaboracion del
queso Por Salut light funcional (Fig. 45), esto es, conteniendo los FEE, con sus respectivas
ecuaciones presentadas en la Tabla 34. Si bien en el balance de masa se puede observar la
corriente de tocoferoles, cabe destacar que para las elaboraciones a escala piloto no se los
adiciond, mientras que, a escala industrial, la cantidad agregada (30 g) no aporta cantidades

significativas de materia grasa, con lo cual, esta corriente se desprecia.

l Pasteurizacién/estandarizacion - Tinas queseras

. Queso por salut
Leche (L) A~ % materia grasa
% materia grasa .
% proteina

% proteina

Relacién grasa/proteina % Fitoesteroles

% Tocoferoles

Leche

% materia grasa
Fitoesteroles (F) % proteina iu::gu(:ii grasa
% materia grasa Relacién grasa/proteina % proteina

 —

Tocoferoles (T) Crema (C)
% materia grasa

Figura 45 . Esquema representativo del balance de masa del proceso de produccion del queso

Port Salut light funcional a escala piloto.
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Tabla 34. Ecuaciones del balance de masa del proceso de elaboracion del queso Por Salut light

funcional a escala piloto.

Balance L+F=Q+S+C (2
general
Balance de L*Xygr +F* Xygr = Q*Xygo + S * Xygs + C * Xygc

materia grasa
3)

L= flujo de leche (kg); F= flujo de fitoesteroles (kg); Q= flujo de queso (kg); S= flujo de suero
(kg); C= flujo de crema (kg).
X es la fraccién masica (kg) de materia grasa (Mg) en la leche (MgL), en los fitoesteroles (MgF),
en el queso (MgQ), en el suero (MgS) y en la crema (MgC).

A su vez se realizé el balance de masa en el pasteurizador con el objetivo de determinar la
cantidad de crema a extraer para cumplir con la normativa del Cédigo Alimentario Argentino para

productos light (Fig. 46), utilizando las ecuaciones de la Tabla 35.

l Pasteurizacion/estandarizacion

Leche (Li) 1 No) Leche estandarizada (Le)

% materia grasa - : \ % materia grasa

% proteina I - | 7 % proteina

Relacion grasa/proteina ' L0 1{}() Relacion grasa/proteina
Fitoesteroles (F) Crema (C)

% materia grasa % materia grasa

i—

Tocoferoles (T)

Figura 46 . Balance de masa en el pasteurizador para el proceso de produccion del queso Port
Salut light funcional a escala piloto.

Tabla 35. Ecuaciones del balance de masa en el pasteurizador para el proceso de elaboracion
del queso Por Salut light funcional a escala piloto.

Balance L,+F=L,+C > L,=L;,+F—-C (4)
general en el

pasteurizador

Balance de Li * Xpgri + F * Xpygr = Le * Xygre + C * Xygc

materia grasa
)

Li= flujo de leche inicial (kg); F= flujo de fitoesteroles (kg); Le= flujo de leche estandarizada (kg); C= cantidad
de crema a extraer (kg). X es la fraccién masica (kg) de materia grasa (Mg) en la leche inicial (MgLi), en los
fitoesteroles (MgF), en la leche estandarizada (MgLe) y en la crema (MgC), expresada en gramos.
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Del balance general del pasteurizador (ecuacién 4) se despejo la corriente de leche
estandarizada (Le) y se la introdujo en la ecuacidn del balance de materia grasa (5) obteniendo asi
una unica ecuacién con una sola incognita de la cual se calcul6 la cantidad de crema a extraer (C),

como se detalla en la ecuacién (6).

_ LexXe—LexXLi—Fx1i—FxF
XLi—Xc

C (©)

Con el valor de materia grasa (Mg) de la leche y la relacion materia grasa/proteina
(Mg/P_eche) deseada para obtener el queso Por Salut light, cuyo valor es 0,65 (protocolo CDS S.A. )
se calculé, mediante la ecuacion 7, la Mg “a estandarizar”, esto es, la materia grasa buscada en la

leche luego de la estandarizacion:

M, (a estandarizar) = Ppecpe *

My | -

Preched g qicanzar

Con los valores de todas las variables se determind, con la ecuacion 6, la cantidad de crema (C) a

extraer.

En la Tabla 36 se detalla el valor de cada una de las corrientes con los datos de la
elaboracién a escala piloto del queso Por Salut light funcional, esto es, con agregado de

fitoesteroles y ya adicionado con a-tocoferol como aditivo antioxidante.

Tabla 36. Valores de cada corriente para las elaboraciones a escala piloto.

Detalle Valor Detalle Valor
Materia grasa crema 76% Materia grasa leche 3,64%
Kg leche en tina 186,5 Proteinas leche 3,42%
Kg fitoesteroles 1,3 Relacion materia grasa/proteinas buscada 0,52
Materia grasa 40,0% Materia grasa a Estandarizar (ecuacion 7)  1,9%

fitoesteroles

CREMA A EXTRAER 4,6 kg /5,35 Litros
(ecuacion 6)
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5.6.1.2. Composicion, pH y acidez de las leches cru  das

A modo de rutina de trabajo, se realizé en las leches el estudio de la composiciéon quimica
y microbiolégica. En la Tabla 37 se muestran los resultados obtenidos en estas determinaciones

para las leches crudas utilizadas en las elaboraciones.

Tabla 37. Composicion! y propiedades quimicas? de las leches utilizadas para las elaboraciones

control (C) y con fitoesteroles esterificados (FEE) agregados en crema (FEEC) o en leche (FEEL).

C FEEC FEEL p
Grasa% 387 + 02 363 + 01 364 * 03 NS
Proteina% 340 * 01 344 + 01 343 + 0,2 NS
Sélidos Totales 1290 + 0,1 1269 =+ 0,3 1267 =+ 0,3 NS
pH 6,74 =+ 01 6,75 £ 01 6,74 = 0,2 NS
Acidez 18 = 0,7 18 = 0,7 18 £+ 0,9 NS

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 2). NS: no significativo (p<0,05).

El andlisis estadistico aplicado a los resultados muestra que no hubo diferencias
significativas (p<0,05) entre la composicion de los lotes de leche destinados a la elaboracion de las
diferentes variantes tecnoldgicas (control, FEEC y FEEL). Este resultado es esperable ya que, de
haber existido diferencias en la materia prima, no se podrian haber comparado los resultados

determinados en los quesos obtenidos.

Del mismo modo, se realiz6 el control de aptitud microbioldgica de la leche de silo destinada
a las elaboraciones a escala piloto. En la Tabla 38 se muestran los resultados del analisis
microbiolégico, del recuento de células somaticas y del ensayo de antibiéticos en las leches crudas.
Los parametros analizados mostraron que las leches se ajustaron a los valores recomendados en

el Codigo Alimentario Argentino (Articulo VIII) para la elaboracion de productos lacteos.

117



Tabla 38. Analisis microbiolégico: recuento de células somaticas y ensayo de antibidticos en las

leches crudas destinadas a la elaboracién del queso sin agregado de fitoesteroles (control, C) y
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con fitoesteroles esterificados agregados en la crema (FEEC) o en la leche (FEEL).

Coliformes (UFC/mL)

Mesofilos (UFC/mL)

Recuento de células
somaticas (cel./mL)
Antibibticos
(Kit Eclipse 50)

C FEEC FEEL p
190 150 140 NS
26.000 26.000 18.000 NS
310.000 273.000 308.000 NS
negativo negativo negativo

NS: no significativo.

En un siguiente paso, las leches fueron ajustadas a un contenido de grasa total del 1,9%
p/v para la elaboracion de los quesos descremados control (C) y del funcional con fitoesteroles

adicionados através de la leche (FEEL). La leche destinada a los quesos en los cuales el agregado

de FEE se realizé en la crema (FEEC), se la estandariz6 al 1% p/v de grasa (Tabla 39).

Tabla 39. Parametros? de las leches luego de la estandarizacion y prueba de coagulacion del

producto en la tina quesera: sin fitoesteroles o control (C) y con fitoesteroles esterificados (FEE)

agregados en crema (FEEC) o en leche (FEEL).

C FEEC FEEL p

Leche cruda

Grasa% 194 + 02 100 + 01 199 + 01 NS
Proteinas% 343 £ 01 339 = 01 339 £ 0,1 NS
Soélidos Totales 11,29 + 03 11,25 * 0,3 11,24 + 05 NS
Relacion G/P 0,57 0,29 0,59 NS
Leche en tina 2

tc (min) 830 + 03 79 % 0,2 870 + 0,2 NS
Tc (°C) 378 + 13 375 + 17 378 + 1,1 NS
pH coagulacién 669 + 02 668 + 0,2 669 = 03 NS

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3). NS: no significativo (p<0,05).
G/P: relacion grasa-proteina
tc: tiempo de coagulacion.

Tc: temperatura de coagulacion.
2Luego de la adicion de cuajo y fermentos.

Los resultados que se presentan en la Tabla 39 muestran que tanto la leche control como

la leche destinada a la adicion de fitoesteroles (FEEL) se mantuvieron dentro de los parametros
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esperados para leches destinadas a la elaboracién de quesos descremados. Las diferencias entre
los tratamientos se deben a las diferentes condiciones de descremado necesarias para la adicién
de FEE en leche o en crema.

El tiempo de coagulacion (tc), la temperatura de coagulacion (Tc) y el pH de coagulacion
(Tabla 39) se mantuvieron dentro de los parametros normales, siendo de alrededor de 8 min, 37,7

°C y de 6,7, respectivamente.
5.6.1.3. Aspecto de los quesos obtenidos a escalap iloto

Durante la elaboracion de queso a partir de FEEC (FEE adicionados a través de la crema)
se observé que, una vez que la cuajada se vertia en los moldes y comenzaba el desuerado, el
suero quedaba con un exceso de grasa en la parte superior (Fig. 47). El efecto se evidencié por

las gotas de grasa blancas que no se incorporaron a la masa que forma la cuajada.

Figura 47. Corte de cuajada en la elaboracion FEEC (fitoesteroles esterificados adicionados a la
crema). Se observan las pequefias gotas de grasa blancuzcas que forman un puntillado
superficial en el suero amarillo.

La incorporacion no resulté homogénea. Este fenémeno podria ser atribuido a la falta de
homogeneidad en la reestructuracion de la matriz leche-crema. Al mezclar la crema con
fitoesteroles al volumen de leche descremada necesaria para elaborar el queso se producia la
desestabilizacién de la emulsién, de lo cual resultaba un queso poco homogéneo, que se manifesté
al formarse la horma en el proceso de desuerado en los moldes (Fig. 48). Aparentemente, la parte

més lipofilica (crema) migraria hacia el centro de la horma durante el proceso de desuerado,
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dejando en el centro una mayor concentracion de materia grasa que contiene los FEE (centro de

aspecto amarillento).

Figura 48 . Aspecto cualitativo del queso formado a partir de leche reestructurada con
fitoesteroles adicionados a la crema (FEEC).

Por otra parte, cuando los fitoesteroles fueron adicionados directamente a la leche
descremada (FEEL), no se observaron las gotas de grasa en la superficie de la cuajada (Fig. 49).
A su vez, los quesos obtenidos a partir de esta cuajada mostraron una horma de mayor
homogeneidad (Fig. 50) que cuando los fitoesteroles fueron agregados a la crema (Fig. 48).

Figura 49 . Corte de cuajada de elaboracion del queso a escala planta piloto a partir de la leche
con fitoesteroles adicionados (FEEL).
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Figura 50 . Queso obtenido a escala piloto a partir del agregado de los fitoesteroles a la
leche descremada (FEEL).

5.6.1.4. Evolucion del pH de los quesos de todas la s elaboraciones

En la Figura 51 se presentan las curvas de descenso del pH de los quesos provenientes
de los tres tratamientos. Como se menciond anteriormente, de cada elaboracion se obtuvieron seis
hormas de queso de aproximadamente 4 kg cada una, y cada medicién es el promedio de tres

determinaciones de pH en sitios distintos de la horma.

7.0
6.8
6.6
6.4
6.2
5 6.0
5.8
5.6
5.4

5.2

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Tiempo (min.)

Figura 51 . Curvas de descenso del pH para los tres tratamientos (37,7°C) en la produccion a escala
planta piloto: sin agregado de fitoesteroles o control (C), con fitoesteroles esterificados agregados
a la leche (FEEL) o a la crema (FEEC). Las barras indican el desvio estandar (n = 3).
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Como se observa en la Figura 51, las curvas de acidificacion fueron similares entre los
tratamientos y se ajustaron al tipo de curvas esperadas para el queso Por Salut light. Estos
resultados coincidieron con las curvas de descenso del pH de los quesos obtenidos a escala
laboratorio (Fig. 40A), aunque a escala piloto (Fig. 51) se observa la uniformidad de los resultados.
Ademas, mostraron nuevamente que la adicion de los FEE tanto sea en leche como en crema no

influy6 en el proceso de acidificacion.

Para los sistemas que se presentan en la Figura 51, la velocidad de descenso del pH a
escala de elaboracion planta piloto fue en promedio de 0,39 (+0,01) unidades de pH/h, si es que se
fuerza un ajuste lineal de los resultados. Esta velocidad es igual a la calculada en los sistemas de
la Fig. 40A para la elaboraciéon a escala laboratorio, donde si se observé un ajuste lineal muy
significativo (p<0,001), lo cual en este caso (Fig. 51) ya no ocurre. En la Fig. 51 ya se ve un
descenso ligeramente curvo del pH, lo que implica que, en la elaboracién a escala piloto se ralentiza

este proceso.

En la leche y el queso, el buffer prevalente es el fosfato, encontrandolo como fosfato de
calcio (Johnson, 2002). Esta sal tiene un papel importante en la coagulacion de la leche por el cuajo
y en la estructura del queso (Lucey & Fox, 1993; Choi et al., 2007). En la leche, los buffers acttan
relativamente rapido capturando los iones HzO*. Solamente cuando la concentracion de HsO*
liberados excede la habilidad del buffer para retenerlos, el pH global del sistema disminuye. El
efecto amortiguador o buffer puede tomar unos dias en ocurrir y detectarse en el caso del queso,
en el cual la evolucion del pH dependeria de cdmo el queso fue elaborado. En este producto, la
caida del pH es una carrera entre la cantidad de Hs:O* producidos y la cantidad de HsO*
amortiguados por el buffer (Johnson, 2002). Asi, en el queso mozzarella, esta carrera es ganada
por la rapida tasa de produccion de acido. En consecuencia, el pH puede disminuir rapidamente
s6lo para aumentar mas tarde cuando el efecto amortiguador del fosfato de calcio finalmente se
activa y captura los iones HzO*. Luego se observa un aumento del pH. Sin embargo, en el queso
Cheddar, donde hay una cantidad considerable de acido formado durante el prensado e inclusive
durante el almacenamiento, la cantidad de HsO* liberados excede la cantidad que puede ser
captada por el fosfato de calcio. Asi, en realidad, el pH puede disminuir. No aumenta hasta mucho
mas tarde durante la maduracion, pero entonces lo hace como producto de otras reacciones

quimicas (Johnson, 2002).

La cantidad de fosfato de calcio en el queso esta directamente relacionada con el pH al
que se coagula la leche y el pH en el drenaje. Cuanto mas bajo es el pH en estos puntos, menos
fosfato de calcio permanece en la cuajada, lo que lleva a menos tamponamiento en el queso. De
hecho, un método probado y verdadero para hacer un queso acido implica aumentar la
concentracién de lactosa o drenar a un pH bajo. Como consecuencia de la protedlisis, se forma
amonio (NH4*) y el pH, entonces, aumenta. Esto ultimo también ocurre cuando el &cido lactico (pKa

= 3,86 a 20°C) formado es metabolizado en acidos mucho mas débiles (Johnson, 2002).
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5.6.1.5. Composicién y propiedades de los quesos

En la Tabla 40 se muestra la composicion y caracteristicas fisicoquimicas de los quesos
obtenidos a escala piloto. Estas determinaciones, también se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Calidad de Leche y Agroindustria de la EEA-INTA Rafaela (prov. de Santa Fe). Los quesos
obtenidos se caracterizaron por una humedad del 51-52 %, un contenido de grasa que aumenté
del 16,58 al 19,03 % con el agregado de los FEE a la crema (FEEC) y a la leche (FEEL), mientras
gue el contenido de proteina fue de = 24%. El pH del producto estuvo en torno a 5,4. De acuerdo
al contenido de humedad (Tabla 40), el queso Por Salut es del tipo de alta humedad (46-54%;
Secretaria de Agroindustria, 2015) y por el contenido de grasa (Tabla 40) se trata de un tipo de

gueso magro (10 a 24,9%) (Secretaria de Agroindustria, 2015).

Tabla 40. Composicién! y propiedades quimicas! de los quesos obtenidos a escala planta piloto:
sin fitoesteroles o control (C) y con fitoesteroles esterificados agregados ya sea en la crema (FEEC)
o en la leche (FEEL).

C FEEC FEEL
Humedad? 52,428 + 12 51,342 + 1,1 52,022 + 1,1
Grasa? 16,582 + 1,4 18,80> + 1,4 19,03¢ + 1,2
Proteina? 25212 + 1,3 23,262 * 1,2 24,27% + 14
pH 5413 + 0,2 5,363 + 0,2 5413 + 0,3
NaCl? 1,062 + 0,1 152> + 0,2 1,68 + 0,2
Rendimiento* 9,692 10,820 11,320

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3). Letras diferentes
en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

2 9/100g queso.

3 mg/100g queso.

4 kg de queso/100 L de leche.

El contenido de NaCl aumenté del 1,06 % (424 mg de sodio/100 g) en el queso control al
1,52 (608 mg de sodio/100 g) y 1,68% (672 mg de sodio/100 g) en los quesos donde los FEE fueron
adicionados a la cremay alaleche, respectivamente, ain con sélo 1 hora de inmersién en salmuera
(seccion 4.4., punto 9: Salado). De esta manera, se observd una tendencia a obtener una mayor
concentracién de sal en los quesos adicionados con FEE (p<0,05). Habria ocurrido entonces una
facilitacion de la difusion durante la inmersion en salmuera. Esta etapa no sélo agrega sabor al
gueso por el salado, sino que también ayuda a deshidratar la cuajada durante el escurrimiento al
controlar la expulsion del suero y hacer que la cuajada se retraiga. Sin embargo, la razén principal
para salar el queso es inhibir a los cultivos de bacterias que contintan transformando la lactosa en
acido lactico (Guinee, 2004).

Para ser etiquetado como "bajo en sodio", un queso no debe contener mas de 140 mg de
sodio por cantidad de referencia y por 50 g (FDA, 2008). Por ejemplo, un queso procesado bajo en
sodio debe tener menos de 280 mg de sodio/100 g de queso. Los quesos con mayor contenido de

sodio (980 a 1375 mg de sodio/100 g de queso) incluyen el azul, el romano, el parmesano, el
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roquefort y el feta. Los quesos con bajo contenido de sodio (350 a 475 mg/100 g de queso) incluyen
la mozzarella suiza y fresca (Agarwal et al., 2011).

Como se reporta en la Tabla 40, después del agregado de FEE también se observé un
incremento significativo (p<0,05) de los valores de grasa de las muestras analizadas. Como se
menciond anteriormente, los fitoesteroles se encuentran esterificados con acidos grasos (Tablas
29 Ay B) y es por ello esperable que produzca el incremento del valor de la grasa del queso (Tabla
40). De todos modos, y a pesar de las diferencias con respecto al queso control, el producto
obtenido tiene un contenido de grasa que se encuentra en el rango considerado para su rotulado
como queso light (quesos magros: cuando contengan entre 10,0 y 24,9% de grasa; CAA, Articulo
1376; Resolucién Conjunta SPyRS N° 13/05, y SAGPyA N° 85/05)

Como puede verse en la Tabla 40, el rendimiento obtenido fue de 9,7-11,3 % (o kg de
queso por cada 100 kg de leche utilizada). Pecora et al. (2013) informaron un rendimiento quesero

a escala piloto de 9,3 kg/100 kg de leche 0 9,3% en la produccién de queso en barra Tybo.

5.6.1.6. Compuestos bioactivos en quesos

En las Tablas 41 y 42 se presentan los resultados de los analisis correspondientes a los
compuestos bioactivos en los quesos elaborados a escala piloto. El contenido de retinol varié entre
18 y 26 ug/60 g de queso, mientras que el de B-caroteno lo hizo entre 2 y 14 ug/60 g de queso
(Tabla 41).

Tabla 41. Contenidos! (mg/60g de queso) de retinol, B-caroteno, y- y a-tocoferol (TF) y de
tocoferoles (TF) totales en los quesos “Por Salut” light sin fitoesteroles o control (C) y con

fitoesteroles esterificados (FEE) agregados ya sea en la crema (FEEC) o en la leche (FEEL).

Cc FEEC FEEL
Retinol 0,0182 + 0,005 0,035¢ + 0,005 0,0262® + 0,003
B-Caroteno 0,011*¢ + 0,002 0,014% + 0,002 0,0092 =+ 0,002
y-tocoferol  0,0142 + 0,006 0,290> + 0,022 0,354¢@ + 0,027
o-tocoferol  0,068% + 0,015 0,098> + 0,021 0,136 + 0,021
TF total 0,0822 + 0,020 0,377 + 0,041 0,485 + 0,046

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3). Letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas (p<0,05).

Los isémeros a y y del TF son compuestos de origen vegetal que tienen capacidad
antioxidante en las matrices lipidicas y en las interfaces lipofilicas-hidrofilicas. En quesos
elaborados a partir de leche de origen pastoril, se obtuvieron concentraciones de TFs totales de
aproximadamente 0,25 mg/60 g de producto (Rossetti, 2015). Los quesos con fitoesteroles del
presente trabajo tuvieron niveles un poco mas elevados de TFs que los esperables debido a que

éstos forman parte ademdas de la formulacion comercial de FEE utilizada y, por lo tanto,
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contribuirian a la actividad antioxidante para la preservacion de los quesos durante la maduracién
(Tabla 41).

Tabla 42. Contenido! de fitoesteroles libres (FEL) en los quesos “Por Salut” light producidos a
escala piloto y obtenidos sin fitoesteroles o control (C) y con fitoesteroles esterificados (FEE)

agregados ya sea en la crema (FEEC) o en la leche (FEEL).

C FEEC FEEL

Fitoesteroles libres (FEL)

b
(g/60 g queso) ND 1,382 + 0,31 2,75> + 0,38

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3). Letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas (p<0,05).
ND: no detectable.

Los resultados de la Tabla 42 mostraron que la adicion de FEE a la leche (FEEL) resulté
ser la via mas efectiva para alcanzar la incorporacion final en el queso. Se logr6 asi la concentracion
objetivo buscada como funcional (2-3 g/60 g de queso) (Fig. 41), en concordancia con lo
establecido por la EFSA (2010) para tener efecto hipocolesterolémico. No ocurrié lo mismo para la
adicion en la crema y posterior reincorporacion (FEEC), en la cual la dosis obtenida en el queso
producido (Tabla 42) fue similar a aquella alcanzada a escala laboratorio (Fig. 41), y
significativamente menor a la de los quesos FEEL (1,38 g versus 2,75 g/ 60 g; p<0,05) (Tabla 42).
Este resultado coincide con la observacién empirica de la pérdida de materia grasa en el proceso
de cuajada que se observé durante la elaboracion de los quesos FEEC (Fig. 47). Si bien por la
metodologia de medicién de grasa total no se evidencié la pérdida de grasa (Tabla 41), esta pérdida
de FEE de casi 50% (Tabla 42) no es deseable para la industria, ya que aumentaria

significativamente los costos de produccion industrial.

5.6.1.7. Determinacioén de la oxidacién de quesos el  aborados a escala piloto: Valor Peroxido
Como se explico en la Introduccion, los peréxidos son el primer producto estable indicador
de oxidacion y estan relacionados con los productos secundarios medidos como TBARS
(sustancias reactivas al acido tiobarbitirico). Sin embargo, en presencia de antioxidantes de ruptura
de la cadena de oxidacién, podrian generarse hidroperdxidos sin la presencia de productos de
oxidacién secundarios. Por eso, las metodologias de andlisis son complementarias y deberian

mostrar una correlacion positiva (Shahidi & Zhong, 2015; Dominguez et al., 2019).

En la Tabla 43 se presentan los resultados del VP obtenidos a partir de los quesos Por
Salut producidos a escala planta piloto. Este analisis se llevo a cabo a los 7 y 21 dias de

elaboracion.
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Tabla 43. Valor perdxido?, expresado en mEq de Oz/kg de queso Por Salut light, determinados a
los 7 y 21 dias de su elaboracién a escala planta piloto. Quesos obtenidos sin fitoesteroles o control
(C) y con fitoesteroles esterificados (FEE) agregados ya sea en la crema (FEEC) o en la leche
(FEEL).

C FEEC FEEL
Dia 7 0,232 + 0,001 0,34> + 0,006 0,42¢ * 0,004
Dia 21 0,432 + 0,003 0,53* + 0,004 0,48¢ * 0,004

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3). Letras diferentes en la misma
fila indican diferencias significativas (p<0,05).

Se puede ver que, del analisis estadistico, los controles presentaron valores mas bajos de
oxidacion (p<0,05) frente a las elaboraciones con FEE. Se observé un leve aumento de la oxidacion
lipidica en todos los quesos, pero éste fue méas evidente en los quesos funcionales a los 21 dias
de maduracion. Esto puede ser debido al mayor contenido de AGPI en el queso funcional,
aportados ellos por los FEE agregados (Tabla 29A). Este resultado estaria indicando que los
antioxidantes endogenos del queso, propios de la leche, y también aquellos acarreados por los

FEE agregados (Tabla 41), no alcanzarian para impedir la reaccion de inicio de la oxidacion lipidica.

Sin embargo, los valores obtenidos son menores a los reportados como indicadores del
deterioro. En general los productos frescos suelen tener un valor peréxido menor a 1 meq O2/kg
(Gunstone, 2010), de modo que la calidad de los quesos no se veria comprometida en estos

tiempos de madurado (Tabla 43).

5.6.1.8. Determinacion de la oxidacion de quesos el  aborados a escala piloto: TBARS

Como se discutié en la seccién anterior, la inclusion de FEE en cantidades significativas
podria disminuir la estabilidad oxidativa de los quesos funcionales obtenidos debido a la mayor
concentracién de compuestos susceptibles a la oxidacion lipidica (Tabla 29A). En la Tabla 44 se
presentan los resultados de TBARS obtenidos en los diferentes quesos a los 7 y 21 dias posteriores
a la elaboracion a escala planta piloto. Se observoé igual tendencia que la mostrada por los valores
peréxido (Tabla 43), esto es, una mayor concentracion de TBARS en los quesos conteniendo

fitoesteroles esterificados (FEE).

Tabla 44. Valores de TBARS?! de los quesos “Por Salut” light, determinados a los 7 y 21 dias de su
elaboracién a escala planta piloto. Quesos obtenidos sin fitoesteroles o control (C) y con

fitoesteroles esterificados (FEE) agregados ya sea en la crema (FEEC) o en la leche (FEEL).

Cc FEEC FEEL p
Dia 7 0,063 + 0,013 0,091® + 0,028 0,136 + 0,052 *
Dia 21 0,0802 + 0,044 0,142>® + 0,026 0,102°¢ =+ 0,025 *

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3). Letras diferentes en la misma fila
indican diferencias significativas (p<0,05 *).
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Como se observd en los quesos a escala laboratorio (Fig. 44), hubo diferencias
significativas (p<0,05) en los valores iniciales de TBARS entre el control (C) y los quesos
elaborados con FEE (Tabla 44). Estas diferencias se mantuvieron a los 21 dias de madurado de
los quesos, mostrando que la adicién de FEE efectivamente influyd sobre la estabilidad oxidativa
del producto. Sin embargo, los valores finales de TBARS obtenidos son inferiores a los reportados

para otros quesos similares (Kristensen et al., 2001; Mahmoodani et al., 2018).

5.6.2. Discusién y conclusiones de las elaboracione s a escala piloto: Etapas TRL5y 6

El objetivo principal de la elaboracion a escala piloto fue el de producir quesos Por Salut
light funcionales, verificar la factibilidad de la elaboracién ya sea con los fitoesteroles esterificados
(FEE) adicionados en crema (FEEC) o en leche (FEEL) y, una vez producidos, evaluar la
concentraciéon alcanzada de los fitoesteroles (FE), estudiando, ademas, la estabilidad oxidativa
mediante las determinaciones del valor peréxido y del MDA (ensayo de TBARS). Ademas, evaluar

el nivel de tocoferoles por su importancia como preservador natural antioxidante.

Se elaboraron quesos Por Salut light con agregado de FEE en hormas de
aproximadamente 4 kg. El agregado de FEE no modifico los tiempos de coagulacion (ic), las
temperaturas de coagulacion (TC) (Tabla 39) ni las velocidades de acidificacion (Fig. 51), con lo
cual, ademas, puede inferirse que los microorganismos utilizados habitualmente para la
elaboracién de este tipo de queso (seccion 4.3) no fueron afectados. A escala piloto, se cont6 con
equipamiento semi-industrial que permitié realizar los agregados de FEE ya sea en crema (FEEC)

o en leche (FEEL) antes de la pasteurizacion.

Al comparar las dos formas de adicion de FEE, esto es en crema (FEEC) o en leche (FEEL),
se obtuvo una mejor recuperacién de FE y, ademas, de TF antioxidantes cuando los FEE fueron
agregados en la leche (FEEL). Cuando los FEE fueron agregados a la crema, ésta se desestabilizo,
provocando que parte de la mezcla precipitara, formandose una capa de grasa en la parte superior
de los granulos de queso en la tina. Este efecto de desestabilizacion fue méas evidente al momento
del corte de la cuajada, tal como se observa en la Figura 47 , originando un producto heterogéneo
que, cOMo consecuencia, no garantizaba la existencia de la misma concentracién de FEE en las

distintas zonas de la misma horma de queso (Fig. 48).

En el caso de la adicion directa a leche descremada (FEEL), los quesos obtenidos
mostraron un aspecto macroscopico uniforme, con una matriz homogénea, lograndose quesos Por
Salut light con el grado de incorporacion deseado (Fig. 50), en este caso, de 2,75 g de fitoesteroles

libres cada 60 g queso (Tabla 42).

Probablemente, el equipo pasteurizador de placas REDA®, su configuracion y sus bombas
sanitarias industriales, imparten turbulencias y velocidades al liquido bombeado que resultaron
beneficiosas para la incorporacién de la mezcla FEEL y no tanto en la crema (FEEC), perdiéndose

en esta Ultima aproximadamente un 50% de los fitoesteroles (Tabla 42).
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La recuperacion de antioxidantes endégenos del queso (a y y-tocoferol) también fue
significativamente (p<0,05) mayor en el caso de FEEL que en quesos obtenidos de FEEC (Tabla
41).

El efecto del agregado de los FEE también se vio reflejado en los micronutrientes
analizados. Para ambas elaboraciones piloto se observo un incremento en ambos isémeros del
tocoferol (a y y). En tanto, compuestos como el retinol y el 3-caroteno se mantuvieron practicamente
sin variacion (Tabla 41). Estos micronutrientes son importantes desde el punto de vista de la
conservacion del producto y de la salud. Ambos fueron encontrados también en los quesos control

(Tabla 41) ya que provienen de la alimentacion del ganado lechero (Rossetti, 2015).

En cuanto a la estabilidad oxidativa de los quesos ensayados (VP y TBARS), las
elaboraciones con fitoesteroles serian algo mas susceptibles a la oxidacion que los quesos control
(Tablas 43 y 44), debido ello a las insaturaciones de los &cidos grasos utilizados para la
esterificacién de los fitoesteroles (FEE) (Tabla 29A). Sin embargo, a los 21 dias de madurado estos
valores fueron relativamente bajos para todos los tratamientos y no representaria un defecto
tecnoldgico (Tablas 43 y 44).

De este modo, se determind la factibilidad de la elaboracion de quesos funcionales a partir
de la adicién de FEE directamente a la leche descremada, ya que los resultados de recuperacién
de los compuestos bioactivos fueron éptimos (2,75 g/60 g queso; Tabla 42) y representa menor
costo de proceso que si se realiza la mezcla previamente en la crema para luego reestructurar el

producto.

5.7. Etapas TRL 6 a 8. Elaboracion de queso “Por Sa Iut” light con fitoesteroles a escala
industrial

Se realizaron cinco elaboraciones a escala industrial de quesos Por Salut light con agregado
de FEE (noviembre 2013, marzo 2014, agosto 2014, abril 2015 y octubre 2016) en la planta
industrial CDS-Lacteos Capilla del Sefior. La formulacion utilizada es la que se reporta en la Tabla
16, previamente presentada. Corresponde decir que el diagrama de las elaboraciones y la serie de
andlisis realizados a los quesos obtenidos siempre fue el mismo. De esta manera se acordo realizar
siempre una elaboracion de queso Por Salut light sin la adicion de FEE (Control) y luego una
elaboracién de queso Por Salut light con la adicion de FEE (Funcional) en la leche (FEEL). Ademas,

a fin de estudiar y cuidar cada detalle, estas dos elaboraciones fueron las Ultimas del dia.
5.7.1. Balance de masa

Luego de realizar el balance de masa del proceso a escala industrial de acuerdo a las
ecuaciones reportadas en las Tablas 34 y 35, con los valores de todas las variables se determin6
la cantidad de crema (C) a extraer utilizando para ello la ecuacion (6), tal como fuera explicado. En
la Tabla 45 se detalla el valor de cada una de las corrientes con los datos de la elaboracion a escala
industrial del queso Por Salut light funcional, esto es, con agregado de fitoesteroles y adicionado

con alfa-tocoferol como aditivo antioxidante.
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Tabla 45. Valores de cada corriente para las elaboraciones a escala industrial.

Detalle Valor Detalle Valor

Materia grasa crema 76% Materia grasa leche 3,59%

Kg leche en tina 3204,2 Proteinas leche 3,12%

Kg fitoesteroles 18 Relacién materia grasa/proteinas 0,65
buscada

Materia grasa 40,0% Materia grasa a Estandarizar 2,03%

fitoesteroles (ecuacion 7)

CREMA A EXTRAER 80,0 kg /92,0 Litros
(ecuacion 6)

5.7.2. Composicion, pH y acidez de las leches cruda s

Al igual que para los casos anteriores, fue imprescindible conocer la composicion y
propiedades fisico-quimicas de las leches crudas utilizadas para las elaboraciones a escala
industrial. En la Tabla 46 se observa que no hubo diferencias significativas entre la composicion

quimica, pH y acidez de las leches utilizadas en las cinco elaboraciones.

Tabla 46. Composicion® y propiedades! fisico-quimicas de las leches utilizadas para las
elaboraciones a escala industrial del queso Por Salut light ya sea sin agregado de fitoesteroles
(control) y con agregado de fitoesteroles esterificados (funcional).

Control Funcional p
Grasa% 3,73 £ 0,2 3,70 £ 0,3 NS
Proteina% 3,15 =+ 0,1 3,15 + 0,2 NS
Solidos Totales 12,80 + 0,3 12,67 + 0,3 NS
pH 6,40 + 0,2 6,70 = 0,1 NS
Acidez 16,00 + 0,2 16,00 + 0,3 NS

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5).
NS: no significativo (p<0,05%).

Ademas, se realiz6 el ensayo de aptitud microbiolégica, mostrandose los resultados en la
Tabla 47. Alli podemos ver que el recuento de células somaticas y el ensayo de antibioticos en las
leches crudas utilizadas en cada una de las elaboraciones estan dentro de lo establecido en el
Cdédigo Alimentario Argentino, resultando asi ser leches aptas para elaborar productos lacteos que

se ajustan a la normativa vigente.
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Tabla 47. Composicion microbioldgica, recuento de células somaticas y test de antibiéticos de las

leches crudas utilizadas en las elaboraciones a escala industrial del queso Por Salut light sin

agregado de fitoesteroles (control) y con agregado de fitoesteroles esterificados (funcional).

Control Funcional p
Coliformes (UFC/ml) 150 150 NS
Mesoéfilos (UFC/mI) 20.000 18.000 NS
RCS (cel./ml) 305.000 308.000 NS
Antibiéticos . .

negativo negativo

(Kit Eclipse 50)

NS: no significativo (p<0,05 *).

Una vez establecida la calidad de la materia prima se realizd, segun el protocolo de

fabricacion, la estandarizacion de la leche. En la Tabla 48 se muestran los parametros analizados

en las leches luego de su estandarizacion, para ambos lotes, control y funcional. Se presentan los

resultados de la grasa estandarizada, proteinas y sdlidos totales de las leches utilizadas para las

elaboraciones. Los valores no presentan variaciones significativas (p<0,05) siendo ellas aptas y

acordes en su composicion para la elaboracion de este tipo de queso. Ademas, se presentan los

resultados de tiempo de coagulacion (tc), temperatura de coagulacién (Tc) y de pH de coagulacion.

Estos valores se encuentran dentro de lo normal (Protocolo de la empresa CDS S.A.). Estos datos

fueron obtenidos promediando los resultados de las elaboraciones realizadas a escala industrial

durante 5 afios, lo cual llevé a que se obtuvieran tiempos de coagulacién iguales (tc=4 min) a pesar

de haberse obtenido diferentes pH de coagulacién (Tabla 48).

Tabla 48. Parametros de las leches luego de la estandarizacion y prueba de coagulacion.

Control Funcional p
Grasa % 193 + 0.2 1,92 + 01 NS
Proteinas % 313 + 0,1 329 + 0,2 NS
Sélidos Totales 11,39 = 0,3 11,35 = 0,3 NS
Relacion G/P 0,62 0,59
tc (min) 400 = 0,3 400 = 0,2 NS
Tc (°C) 379 = 07 38,1 + 0,2 NS
pH coagulacion 6,32 = 0,2 6,58 + 0,2 NS

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5).
NS: no significativo (p<0,05 *).

G/P: relacion grasa/proteina.

tc: tiempo de coagulacion.

Tc: temperatura de coagulacion
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Haciendo especial mencion al parametro tc, si bien entre las elaboraciones industriales no
hubo variaciones significativas (p<0,001) (Tabla 48), comparando con la escala piloto (Tabla 39)
se observo la disminucién a la mitad (p>0,001) del tiempo de coagulacién (tc) en las elaboraciones
efectuadas a escala industrial. Esta diferencia podria atribuirse al uso de cuajo de diferentes
proveedores comerciales. Tal como se explica en la seccion 4.3, para las elaboraciones en las
distintas escalas se usé como cuajo quimosina 100%, pero en aquél usado para las de escala
laboratorio y piloto se declara una fuerza de cuajada de 700 IMCU (International Milk-Clotting Units)
por mL, mientras que para aquel usado a escala industrial se alega una fuerza de cuajada = 600
IMCU/mL.

Como se mencioné anteriormente, el presente desarrollo, se realizé en varios afios, con lo
cual, si bien se trat6 de mantener los mismos ingredientes, para el caso del cuajo no se puedo
conseguir el mismo que se habia utilizado para los ensayos de laboratorio y piloto. Ademas, la
coagulacion de la leche es influenciada por factores tales como las variaciones estacionales que
afectan la calidad de la leche, la adicién de soluciones de cloruro de calcio, las variaciones de pH
o de acidez, la presencia de agentes inhibidores en la leche (ejemplo: cloro), la composicion de la

leche, la temperatura, entre otros factores (Moschopoulou et al., 2011; Manuelian et al., 2020).

Evidentemente, el uso de diferentes marcas tuvo consecuencias importantes a la hora de
la elaboracién. Si este tiempo de proceso se minimiza, es una ventaja para la produccion. Para el
caso de la elaboracién de quesos con FEE, el agregado de grasa exdgena contribuye a la
inestabilidad del sistema, tal como ocurrié en la elaboracion a escala piloto (ver seccion 5.6.1.3.).
La principal limitacion de las emulsiones de este tipo (O/W) es su alta inestabilidad debida a la

separacion de fases por la floculacién de las gotas o fase dispersa (Paximada et al., 2021).

Al agregar el cuajo a la leche se forma un gel del cual se expulsa liquido (suero), porque el
gel (cuajada) se contrae. En condiciones de reposo, un gel de este tipo puede perder hasta el 90
% de su volumen en determinadas condiciones (Fagan et al., 2017). El gel puede ser considerado
como dos espacios continuos interpenetrantes, uno de los cuales consiste en la matriz de
paracaseina y la otra de suero. Una vez que el preparado enzimatico (cuajo) es agregado a la
leche, es facil detectar el comienzo de la protedlisis ya que la presencia de floculos se observa a
simple vista. A partir de este punto se toma el tiempo de coagulacién del cuajo (rennet coagulation
time o RCT) (Horne et al., 2017). Para la mayoria de los quesos, este tiempo debe transcurrir en
reposo, y determina las caracteristicas fisicoquimicas propias del queso que se va a elaborar
(Horne etal., 2017; Fagan et al., 2017). Durante este tiempo ocurre la desestabilizacién de la matriz,
en donde las moléculas se reacomodan hacia otra forma mas estable. El calcio afiadido, presente
entre la fase acuosa y coloidal, induce un aumento de la concentracién de i6n calcio, disminuyendo
el contenido de fosfato inorganico. A su vez, el fosfato de calcio coloidal permanece casi en
equilibrio con el suero de la leche, mientras el pH del sistema disminuye, dando lugar al aumento
de la velocidad de agregacion de las caseinas (Klandar et al., 2007; Fagan et al., 2017). Es por

estarazoén que la reduccién del tiempo de cuajada favoreceria la retencion de los FEE en la fraccién
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grasa, ya que un mayor tiempo de reposo de la leche durante la formacién de la cuajada podria

facilitar la precipitacion de los FEE.

Esta dispersién se observo en las elaboraciones a escala piloto y se comprob6 que es
inestable, y se minimiza con el menor tiempo de reposo leche-cuajo. Disminuir este tiempo implica
que, justamente, el periodo de reposo e inestabilidad también disminuya, evitando problemas de

desestabilizacion de la dispersion.

5.7.3. Evolucion del pH de los quesos de todas las  elaboraciones

En la Figura 52 se presentan las curvas de descenso del pH de los quesos elaborados a
escala industrial. Este proceso ocurre dentro de los moldes plasticos (hormas de aprox. 4 kg)
ubicados en estanterias dentro de la camara de 6reo a 37°C. Si bien las materias primas utilizadas
para todas las elaboraciones tienen un pH promedio de 6,4 y 6,7 para las leches control y funcional,
respectivamente, para la realizacién de este grafico se utilizaron los valores correspondientes al
promedio de los valores del pH de coagulacion obtenidos en las elaboraciones realizadas a lo largo
de 5 afos (Tabla 48).
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Figura 52. Curvas de descenso del pH (37,7 °C) obtenidas a escala industrial en la cuajada control
(sin fitoesteroles) y en la funcional (con fitoesteroles esterificados, FEE, agregados). Se indica la
media y las barras corresponden al desvio estandar (n = 5). Cada punto es el promedio de
mediciones de pH realizadas en sitios distintos de la horma de todas las elaboraciones.

En la primera parte, las curvas inician separadamente pero alrededor de los 120 minutos
los valores de ambas fermentaciones se emparejan y descienden mas rapidamente, con mayor
pendiente, alcanzando los mismos valores en los mismos lapsos (Fig. 52). De todos modos, esos
valores iniciales no poseen diferencias significativas (p>0,05), presentando ambos productos
finales las mismas caracteristicas. El descenso del pH en todas las elaboraciones a escala

industrial mostré entonces dos etapas. La primera ocurre entre los 0 y 120 minutos, con una cinética
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que, si se la fuerza a un ajuste lineal, muestra que la velocidad de descenso del pH es de 0,056
unidades de pH/h para los quesos control y de 0,14 unidades/h para los funcionales, conteniendo
FEE. Por otro lado, en la segunda etapa, la cual se dio a partir de los 120 minutos (Fig. 52), forzando
un ajuste lineal, se determind una pendiente promedio de 0,50 unidades/h para ambos quesos,
control y funcional, la cual es algo mayor a la obtenida a partir del descenso del pH en la elaboracion
a escala piloto (Fig. 51), con el queso control y el queso funcional. Esto podria indicar un
acondicionamiento de los quesos en las primeras dos horas de oreo, hasta llegar a las condiciones
Optimas de accién de los fermentos para producir el descenso de pH hasta lograr el valor final
deseado (Fig. 52). En los 120 min iniciales puede estar ocurriendo la hidratacion de los fermentos
ya que los mismos son agregados en forma de polvo liofilizado. En la primera etapa, el descenso
del pH va incrementando en velocidad punto a punto hasta los 120 min. Posterior a este instante,
punto a punto, la velocidad de descenso del pH va disminuyendo hasta los 240 min registrados.
Tal como fuera arriba reportado, la disminucion del pH prueba que el fermento permanecié activo
pero se podria decir que su actividad se manifiesta con una cinética diferente que la observada a

las escalas laboratorio (Fig. 40A) y planta piloto (Fig. 51).

5.7.4. Composicion y propiedades de los quesos

En la Tabla 49 se muestran los resultados de la composicion y propiedades quimicas de
los quesos obtenidos a escala industrial. A diferencia de la elaboracién a escala piloto, en donde
los andlisis de composicién y microbiolégicos se realizaron en el Laboratorio de Calidad de Leche
de la EEA-Rafaela (Santa Fe), las determinaciones para la escala industrial fueron efectuadas en
el FUNESIL (Fundacién Cultural de Profesores y Amigos de la Escuela Superior Integral de
Lecheria, Villa Maria, provincia de Cérdoba). Este es un centro de referencia en lecheria que utiliza
la metodologia oficial y se encuentra certificado para realizar estos tipos de analisis en matrices

lacteas.

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas en los parametros
medidos, salvo en el contenido de grasa (Tabla 49). Este resultado ya se habia observado en la
elaboracién efectuada a escala piloto (Tabla 40). El incremento en la grasa es esperable, ya que
los fitoesteroles esterificados (FEE) aportan un porcentaje significativo (p<0,05) al producto final
(3,4% en peso) (Tabla 29B). Sin embargo, a pesar del incremento, el producto cuenta con el

requisito para ser clasificado como light o “reducido en grasa”.

El rendimiento quesero obtenido es de alrededor del 10,7% o kg de queso por cada 100 kg
de leche utilizada (Tabla 49). A modo de ejemplo, Baccifava et al. (2016) produjeron a nivel

industrial queso fresco con un rendimiento de 14,21 kg de queso/100 kg de leche.
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Tabla 49. Composicion! y propiedades quimicas! de los quesos obtenidos a escala industrial sin

fitoesteroles o control (C) y con fitoesteroles esterificados agregados (funcional).

Control Funcional p
Humedad % 5242 = 11 5156 = 14 NS
Grasa % 1668 + 1,1 1932 + 11 *
Proteina % 2446 = 13 25,17 + 15 NS
Rendimiento % 10,69 10,8 NS

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 3).

NS: no significativa (p<0,05)

(*) Significativamente diferente (p<0,05).

En la Tabla 50, en tanto, se muestran los resultados del andlisis microbiolégico de los

quesos obtenidos en las elaboraciones realizadas a escala industrial. Los resultados mostraron la

aptitud microbiolégica de los quesos, ajustdndose a la normativa especificada en el Codigo

Alimentario Argentino (Capitulo VIII, Articulo 605) para este tipo de productos.

Tabla 50. Composicién microbioldgica de los quesos Por Salut light obtenidos a escala industrial

sin fitoesteroles (control) y con fitoesteroles esterificados agregados (funcional)

Descripcion ool funcional P
Coliformes 30°C (UFC/g) <1000 <1000 NS
Coliformes 45°C (UFC/q) <30 <30 NS
Bacterias aerobias sulfito reductoras (UFC/g) <10 <10 NS
Estafilococo coagulasa positivo (UFC/g) <100 <100 NS
Escherichia coli presuntiva (presencia/g) nd nd
Hongos y levaduras (UFC/qg) <100 <100 NS
Listeria spp. (presencia/25 q) nd nd
Salmonella spp. (presencia/25 g) nd nd
Bacillus cereus (UFC/g) <100 <100 NS

5.7.5. Humedad y compuestos bioactivos en los queso s

El ensayo en condiciones de almacenamiento fue realizado a lo largo de 90 dias a 4°C y

80% de humedad relativa (seccién 4.10.1), envasados en film impermeable al vapor de agua.

La Figura 53 muestra la evolucion del contenido de humedad en los quesos control y

funcional. Los valores de humedad determinados en este periodo variaron entre el 49,86 y 53,80 g
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de agua por cada 100 g de producto fresco, los cuales corresponden a un tipo de queso de alta
humedad (Secretaria de Agroindustria, 2015). La fluctuacion entre estos dos valores se observé a
lo largo de los diferentes tiempos de almacenamiento. Sin embargo esta variacién no representd

un problema tecnolégico en los quesos obtenidos a escala industrial.

La Figura 53 muestra que la humedad inicial del queso control y del funcional fue de
alrededor de 52,25%, manteniéndose relativamente constante hasta los 60 y 76 dias de

almacenamiento, mostrando valores significativamente (p<0,05) mayores en estos tiempos.

Las superposiciones de datos y sus diferencias podrian explicarse por la dispersion
(coeficientes de variacién) de los valores en ambos tipos de queso, entre si, siendo esta dispersion
un poco menor para los 60 dias (barras de error; Fig. 53). Por ejemplo, a los 90 dias, la diferencia
en los valores extremos de los quesos funcionales llega a variar entre 49,7% y 51,3 % de humedad
minima y maxima respectivamente, las cuales se ubican por encima y debajo del promedio del
tiempo 0 (7dias) (Fig. 53).

De este modo, la Figura 53 observada en su totalidad nos permite concluir que las
diferencias detectadas son esperables en condiciones industriales de elaboracion, ya que en todos
los casos los quesos se encontraron dentro de los rangos establecidos para este tipo de producto.
Cabe sefialar que los resultados obtenidos a los 90 dias corresponden a un tiempo que se
considera extremo y fuera de la vida Util comercial del queso. Este muestreo se realiz6 para conocer

el comportamiento de los parametros en condiciones extremas o de vida util extendida.
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Figura 53. Humedad de los quesos Por Salut control y funcional (con fitoesteroles) producidos a
escala industrial, determinada durante el almacenamiento a 4°C y 80% de humedad relativa. Se
indica la media y las barras de desvio estandar (n = 5). Letras iguales para un mismo tipo de queso implica
gue no hay diferencias significativas (p<0,05).
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En las Tablas 51 y 52 se presentan los resultados de los andlisis correspondientes a los
compuestos bioactivos y y a tocoferoles, respectivamente, en los quesos elaborados a escala
industrial. A diferencia de las elaboraciones realizadas hasta aqui, estos compuestos fueron
analizados y cuantificados a lo largo de toda la vida util extendida estudiada (0 a 90 dias) bajo
condiciones de almacenamiento a 4°C y 80% de humedad relativa de los quesos envasados en

film impermeable al vapor de agua.

Tabla 51. Contenido! de y-tocoferol en los quesos Por Salut light (mg/60 g de queso) obtenidos a
escala industrial sin fitoesteroles o control y con fitoesteroles esterificados agregados (funcional).
Evolucion durante su tiempo de vida util (4°C; 80% de humedad relativa) envasados en film

impermeable al vapor de agua.

Tiempo vida util (dias) Control Funcional
7 0,01* + 0,005 529¢d + 0,536
21 0,022 + 0,005 4,73 + 0,189
28 0,022 + 0,002 4,61° + 0,080
47 0,022 + 0,002 5,33¢¢ + 0,301
60 0,022 + 0,006 498" + 0,060
76 0,022 + 0,006 498> + 0,335
90 0,032 + 0,005 5,40 + 0,261

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5).
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

Se observé una diferencia significativa en los contenidos de y-tocoferol entre el queso
funcional y el control (Tabla 51). Esta diferencia se dio debido a que, como se mencioné
anteriormente, los FEE ya contienen tocoferol como aditivo antioxidante para su conservacion. Por
ello, este tocoferol se incorpora simultdneamente al queso y serviria para conferir estabilidad
oxidativa al producto que contiene un exceso de acidos grasos insaturados (Tabla 29A) en relacion

a los quesos Por Salut light convencionales.
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Tiempo vida til (dias) Control Funcional
7 0,122 + 0,02 3,98° + 0,03
21 0,144 + 0,01 3,74 + 0,07
28 0,082 + 0,01 3,19 + 0,02
47 0,142 + 0,04 4,08 + 0,55
60 0,082 + 0,00 4,23¢ + 0,02
76 0,122 + 0,04 3,91¢ + 0,29
90 0,162 + 0,02 455¢ + 0,29

Los promedios que se observan en las Tablas 51 y 52 son el resultado de cinco
elaboraciones de quesos controles y funcionales a lo largo de tres afios diferentes. Nuevamente,

como en el caso de la humedad, los resultados obtenidos en las diferentes elaboraciones

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5).
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

industriales mostraron una alta dispersion, tal como se muestra en la Figura 54 .
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Figura 54. Fluctuacion de los valores de (A) y-tocoferol y de (B) a-tocoferol determinados durante
el almacenamiento en quesos Por Salut light producidos a escala industrial control (sin fitoesteroles;
eje derecho) y funcional (con fitoesteroles agregados; eje izquierdo). Para A: se indica la media y
el desvio estandar (n = 5); letras iguales en un dado tratamiento implica diferencias no significativas
(p<0.05). Para B: alto en a-tocoferol (a-tocoferol agregado) y bajo en a-tocoferol (nivel de o-
tocoferol aportado por la leche).

La presencia natural de tocoferoles en las leches tiene su origen en la alimentacion de las
vacas lecheras. De este modo, una alimentacion pastoril (particularmente en los meses de
primavera-verano) favorece la incorporacién de a-tocoferol, mientras que el y-tocoferol esta
asociado a las dietas con contenido de concentrados de granos y oleaginosas (Descalzo et al.,
2012; Rossetti, 2015). Este resultado se reflejo al observar la diferencia entre los valores de ambos

isémeros en los quesos control de las Tablas 51 y 52.

El contenido de a-tocoferol en los quesos control mostré un promedio de 0,14 mg/60 g
queso, el cual se tomé como el valor basal. La presencia de esta vitamina en quesos y en lacteos
en general se debe a su incorporacion en tejidos animales a través de la proteina de transporte del
tocoferol (TTP), en forma preferencial a los otros isomeros del tocoferol (Kono & Arai, 2015). Esta
proteina se encuentra presente en los tejidos de los mamiferos y con mayor expresion en el higado,
e incorpora preferentemente las formas RRR y RRS a-tocoferol entre todos los posible ismeros
(Hayes et al. 2001; Stocker, 2004; Baré Rodriguez et al., 2010). Estas son también las dos formas
biolégicas mas importantes de la vitamina E en humanos (Kono & Arai 2015) y, por lo tanto, el
queso funcional sirve como fuente de este compuesto. Durante la vida Gtil no se afectd la estabilidad

del isémero alfa (Tabla 52), al igual que en el caso del isémero gama (Tabla 51).

Como era de esperar, el a-tocoferol mostro diferencias entre los quesos control y funcional,
sobre todo en las elaboraciones que tuvieron la adicion ex profeso de este compuesto (funcional

"alto alfa"; Fig. 54B). El promedio en los controles fue de 0,14 mg/60 g de queso, el cual se tomo
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como el valor basal, mientras que los adicionados con a-tocoferol (quesos "alto alfa"), tuvieron
valores promedio de 4 mg/60 g de queso, correspondiendo aproximadamente al 30% de la dosis
diaria recomendada de ingesta de vitamina E. Dicha adicion se realizé para evitar el deterioro
oxidativo de los quesos funcionales (con FE agregados) durante su almacenamiento refrigerado,
cumpliendo en simultaneo con el propdsito biolégico de actuar como fuente de vitamina E, ya que
ensayos recientes demostraron que esta vitamina se incorpora en forma mas eficiente cuando se

asocia a una matriz lipidica, en este caso el queso (Traber et al., 2019).

Como los tocoferoles son liposolubles, se concentran en el queso. Su deterioro quimico va
a depender de las caracteristicas de la elaboracién y conservacién que pueden modular la
oxidacién en la matriz del alimento. Se evidencié una alta dispersion de los valores de tocoferoles
entre los diferentes ensayos, lo cual explicaria coeficientes de variacién entre las medias que van
desde 15% al 67% (Fig. 54). Todos los valores de estos compuestos bioactivos fueron expresados
por cada 60 g de queso, ya que esta es la porcién que tiene caracter funcional en cuanto a que

provee la dosis de fitoesteroles requerida segin la EFSA (2010).

Si bien se observo una fluctuacion de la humedad durante el almacenamiento, no se
expresaron los resultados en base seca porque de este modo: i) no representaria la cantidad de
compuestos bioactivos recomendada,; ii) los fenédmenos de oxidacién se expresan y explican en la
matriz himeda, ya que dependen de la presencia de agua en la misma; iii) los coeficientes de
variacion de los parametros medidos son altos por las razones explicadas anteriormente y
expresarlos en base seca no aportaria a la discusion, ya que la prueba de ANOVA realizada para
los resultados del contenido de y-tocoferol en los quesos controles mostré la misma tendencia, esto
es, valores de F>>F critico, de 24,4 y 2,15 para los datos expresados en base seca y de 24,9 y

2,15 para los mismos expresados en base hiumeda o del producto total.

Es por ello que, a la luz de los resultados globales observados, se puede concluir que no
hubo una degradacion de los tocoferoles durante el almacenamiento refrigerado de los quesos, y
que las fluctuaciones tienen origen en: i) la materia prima y su estacionalidad, ii) la variabilidad de
los lotes de FEE, iii) la escala de elaboracion industrial (tinas de 2500 litros) y iv) las condiciones
de produccion en planta (rotacion de personal, diferentes periodos de optimizacién y de elaboracion

del producto).

En la Tabla 53 se presentan los resultados de los andlisis correspondientes al retinol en
los quesos elaborados a escala industrial. No se observaron diferencias significativas en lo que
respecta al contenido de retinol dentro de los tratamientos ni entre tratamientos funcionales, no
observandose ademas ninguna disminucion en la concentracién del mismo durante el

almacenamiento de los quesos.
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Tabla 53. Contenido de retinol en los quesos Por Salut light (mg/60 g de queso) obtenidos a escala
industrial sin fitoesteroles o control y con fitoesteroles esterificados agregados (funcional).
Evolucion durante su tiempo de vida util (4°C; 80% de humedad relativa) envasados en film

impermeable al vapor de agua.

Tiempo vida (til (dias) Control Funcional
7 0,03% + 0,006 0,022 + 0,008
21 0,05 + 0,008 0,022 + 0,005
o8 0,049 + 0,006 0,05 + 0,004
47 0,05¢ + 0,007 0,04¢ + 0,006
60 0,03 + 0,007 0,022 + 0,004
76 0,04% + 0,008 0,03 + 0,008
9 0,05 + 0,007 0,04 + 0,004

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5). Letras diferentes
en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

El retinol es la forma activa de la vitamina A. Pertenece a un grupo de compuestos
liposolubles (ésteres de retinilo). Entre los alimentos de origen animal, los productos lacteos y el
higado son fuentes ricas en esta vitamina. Los animales convierten parcialmente el 3-caroteno, el
cual originalmente proviene de los vegetales, en retinol durante o después de la absorcién (Ullah
et al., 2017). La vitamina A no se adiciona en la industria para este tipo de quesos, por lo tanto, su
concentracion en ellos es el resultado de la vitamina A natural, metabolizada por las vacas lecheras.
Su concentracion en los quesos es muy baja como para ellos ser considerados una fuente

significativa de esta vitamina (Ullah et al., 2017).

En la Tabla 54 se presentan los resultados de los analisis correspondientes al 3-caroteno
en los quesos elaborados a escala industrial. Como arriba se menciond, el 3-caroteno es de origen
vegetal. Aparece en la leche naturalmente a través de la dieta del ganado vacuno. También se lo
conoce como provitamina A porque el organismo humano lo convierte facilmente en retinol
(vitamina A) (Ullah et al., 2017). Las dietas pastoriles en general confieren mayor concentracion de
-caroteno que las dietas a base de grano vy, por lo tanto, su presencia en la leche es estacional
(Marino et al., 2012; Rossetti, 2015). Para el contenido de B-caroteno, se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre los tratamientos (Tabla 54). Los quesos funcionales mostraron un
orden menor de concentracién de B-caroteno que los quesos controles. Este resultado no puede
explicarse por un efecto del metabolismo de los animales, ya que la leche utilizada es la misma
para todos los tipos de quesos. Este fenédmeno de “expulsion” del B-caroteno podria deberse a una
competencia con los FEE por mantenerse en la matriz, dentro de los glébulos de grasa. Esto fue
descripto para la B-criptoxantina, otro carotenoide provitaminico (Hernandez-Alvarez, 2016). Sin
embargo, la literatura que relaciona la incorporacion conjunta de carotenoides y fitoesteroles a las

fases micelares mixtas es escasa y requiere de un estudio con mayor profundidad.
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Tabla 54. Contenido de 3-caroteno en los quesos Por Salut light (ug/60 g de queso) obtenidos a
escala industrial sin fitoesteroles o control y con fitoesteroles esterificados agregados (funcional).
Evolucion durante su tiempo de vida util (4°C; 80% de humedad relativa) envasados en film

impermeable al vapor de agua.

Tiempo vida til (dias) Control Funcional
7 11,92° + 0,32 4172 + 0,04
21 18,40% + 0,28 3542 + 0,06
28 1353 + 0,22 2,692 + 0,05
47 19,74¢ + 057 3,462 + 0,05
60 12,850 + 0,15 3290 + 0,04
76 16,08 + 0,36 3500 + 0,05
90 18,58% + 0,29 3,232+ 0,04

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5). Letras diferentes en la
misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

En cuanto a la concentracion de fitoesteroles (Tabla 55), ésta no se vio afectada por el
tiempo de vida (Gtil (p>0,05). Como se observa para el queso funcional, la concentracion total de
fitoesteroles es de 2,18-2,51 g/60 g de queso. De este modo, a escala industrial se alcanzé la dosis
objetivo de 2,2 g de FEL/60 g de queso (Fig. 41), en acuerdo por lo exigido por la EFSA (2010),
manteniendo esa concentracién 6ptima durante toda la vida Gtil de los quesos. Este es un logro

sustancial ya que cumple con el objetivo que motivo el presente desarrollo.
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Tabla 55. Contenido? de fitoesteroles libres (FEL) en los quesos Por Salut light funcional (mg/60 g
de queso) obtenidos a escala industrial con fitoesteroles esterificados agregados. Evolucion
durante su tiempo de vida util (4°C; 80% de humedad relativa), envasados en film impermeable al

vapor de agua.

Funcional
(g de FEL/60 g de queso)

Tiempo Control Campesterol  Estigmasterol Beta sitoesterol FEL total?
7 ND 063 + 002 088 + 001 092 + 0,03 244 + 0,03
21 ND 044 + 001 076 + 001 108 + 0,01 228 + 0,03
28 ND 050 + 0,01 070 + 003 131 + 0,01 251 + 0,03
47 ND 058 + 0,02 068 + 001 1,11 + 0,02 2,38 + 0,03
60 ND 051 + 003 068 + 005 099 + 0,02 218 =+ 0,05
76 ND 049 + 001 079 £+ 001 105 + 0,01 233 + 0,03
90 ND 049 + 0,03 090 + 0,02 107 + 0,03 246 =+ 0,05

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5). Letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas (p<0,05).

2Expresado como la suma de campesterol, estigmasterol y beta sitoesterol.

ND: no detectable.

5.7.6. Perfil de &cidos grasos

El queso se encuentra apto para su consumo a partir del dia 21 después de su elaboracion,

ya que hasta este dia se encuentra el queso almacenado en camara a 4°C para su maduracion.

El perfil de acidos grasos se determind en los quesos control y funcional durante los
tiempos de vida util estudiados (26, 40, 60 y 80 dias) (Tabla 56). Se esperaba una diferencia
significativa en lo que respecta a la concentracion y composicion quimica en acidos grasos entre
ambos tipos de queso, atribuibles a los acidos grasos que esterifican los FEE adicionados a los
quesos funcionales. Efectivamente, se observaron en general diferencias significativas (p<0,05)
para la mayoria de los acidos grasos entre los quesos control y funcional (Tabla 56). Cabe destacar
que estas diferencias se encuentran dentro de los valores normales que informaron varios autores

en quesos similares (Prandini et al., 2012; Gagliostro et al., 2020).

El principal acido graso presente en la leche y productos lacteos derivados es el acido
palmitico (C16:0). En el presente trabajo la concentracion resulté mayor (p<0,0001) en los quesos
control respecto a los funcionales (27,44 vs 25,26 %), el mismo comportamiento se observé para
los acidos miristico (C14:0) y estearico (C18:0), los cuales presentaron mayores concentraciones
(p<0,0001) en los quesos control (9,96 vs 9,36 y 13,5 vs 10,13 %) respectivamente. De manera
similar, el acido laurico (C12:0) presentd mayor concentracion (p<0,05) en los quesos control
respecto a los funcionales (2,90 vs 2,76 %). La ingesta de acidos grasos saturados C12:0, C14.0y

C16:0, presentes en cantidades importantes en la grasa lactea, siempre fue considerada poco
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saludable por ser hipercolesterolémicos. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que los
componentes de la matriz lactea modificarian la respuesta de los lipidos en sangre a la ingesta de
acidos grasos saturados. Como consecuencia, estos acidos grasos podrian no tener impacto sobre

los parametros de salud cardiovascular (Gémez-Cortés, et al., 2018).

Por otro lado, los acidos grasos esenciales linoleico (C18:2 AL) y linolénico (C18:3 ALA)
precursores de las series n-6 y n-3, respectivamente, son los que mostraron diferencias
destacables entre los quesos control y funcional. El contenido de AL fue significativamente
(p<0,0001) mayor (=2 veces) en los quesos funcionales respecto a los controles (5,69 vs 2,95 %),
mientras que el contenido de ALA tuvo un comportamiento similar (=2,5 veces mayor), con valores
de 1,09 vs 0,44 % para funcional y control, respectivamente (p<0,0001). Como consecuencia de
estos incrementos, y a pesar de que ambos acidos grasos aumentaron en los quesos funcionales,
proporcionalmente el aumento de ALA fue mayor lo cual se reflejé en una relacion AL/ALA menor
(p<0,05) en los quesos funcionales. Finalmente, considerando el tenor de grasa total de los quesos
control y funcional (Tabla 32), el aporte de ALA por porcién (60 gramos de queso) es de 40 mg
para el queso control y de 130 mg para el queso funcional. Este hecho resulta de particular interés
dado que los quesos funcionales, desde el punto de vista de la nutricibn humana, estarian
aportando cantidades significativas de este acido graso esencial, que es precursor de la serie n-3
(Kuhnt et al., 2012; Fan et al., 2020).

El acido oleico (cis-9 C18:1) es el segundo &cido graso mas abundante en la leche y
productos lacteos derivados. En el presente trabajo, su concentracién fue mayor (p<0,0001) en los
guesos funcionales respecto a los controles (28,7 vs 25,2 %). Este acido graso es de importancia
nutricional, reconocido como agente antiaterogénico que promueve efectos positivos sobre la salud
humana (Lépez-Huertas, 2010). De esta manera, los quesos funcionales no sélo tienen un impacto
positivo sobre la salud en personas hipercolesterolémicas, sino que podrian tener un beneficio

“adicional” por su composicion en acidos grasos beneficiosos.

El efecto del tiempo de maduracion so6lo fue evidente para la proporcion de acido
eicosapentaenoico (EPA: 20:5, n-3), el cual sufrié una disminucion (Tabla 56), pudiendo evidenciar
de este modo el efecto de la destruccion de los acidos grasos mas labiles y la aparicion de
productos de oxidacion primarios como hidroperéxidos lipidicos, los cuales podrian descomponerse
luego a productos de oxidacién secundarios como aldehidos (Halvorsen & Blomhoff, 2011). Martino
etal. (2019) y Kilcawley et al. (2018) también observaron y reportaron el incremento de la oxidacién
después de la maduracion debido al incremento del contenido de AG no saturados, a pesar de los
antioxidantes naturales presentes (tocoferoles, vitaminas, lactoferrina, enzimas, carotenoides y

urato) propios de la leche.

Como consecuencia de las diferencias expresadas, también los indices correspondientes
se vieron afectados por el tratamiento. Los quesos control presentaron mayor sumatoria de acidos
grasos saturados (AGS) y de monoinsaturados (AGMI), mientras que los funcionales fueron
mayores en contenido de AGPI (p<0,05), manteniéndose constante la relacién n-6/n-3 para cada
queso (Tabla 56).
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) Control Funcional Efecto
Acidos grasos
(% FAME) 26 40 60 80 26 40 60 80 _

Tratam. tiempo Intera.
10:0 2,03(0,27)  2,23(0,32) 2,24 (0,12) 2,29 (0,17) 2,35 (0,08) 2,07 (0,03) 2,01 (0,23) 2,20 (0,17) 0,669 0,847 0,178
10:1 +11:0 0,25 (0,03) 0,26 (0,04) 0,26 (0,01) 0,26 (0,02) 0,29 (0,01) 0,26 (0,01) 0,26 (0,02) 0,28 (0,02) 0,248 0,763 0,389
12:0 2,79 (0,13)° 2,92 (0,15)" 2,94 (0,02)° 2,94 (0,02)° 3,01 (0,17)2 2,66 (0,10)2 2,71 (0,01)2 2,64 (0,03)2 0,026 0,400 0,012
c912:1 0,07 (0,00) 0,06 (0,00) 0,06 (0,00) 0,07 (0,00) 0,07 (0,00) 0,06 (0,00) 0,06 (0,01) 0,06 (0,00) 0,293 0,215 0,872
cl112:1 0,10 (0,05) 0,13 (0,04) 0,11 (0,07) 0,16 (0,00) 0,14 (0,05) 0,09 (0,00) 0,12 (0,05) 0,15 (0,00) 0,981 0,445 0,643
i 14:0 0,11 (0,01)> 0,09 (0,00)> 0,10 (0,00)? 0,09 (0,00)2 0,11 (0,00)° 0,10 (0,00)® 0,10 (0,00)? 0,09 (0,00)? 0,827 0,006 0,631
14:0 10,04 (0,13)° 9,88 (0,00)° 9,97 (0,10)> 9,93 (0,16)> 9,91 (0,52)2 9,00 (0,26)2 9,30 (0,02) 8,96 (0,23)? 0,000 0,034 0,118
i 15:0 0,22 (0,02)> 0,20 (0,00)° 0,20 (0,00)° 0,20 (0,00)° 0,18 (0,02)? 0,16 (0,00)2 0,17 (0,00)? 0,17 (0,01)? 0,000 0,100 0,985
ai 15:0 0,45 (0,04)> 0,43 (0,01)° 0,43 (0,02)° 0,42 (0,01)° 0,41 (0,01)2 0,39 (0,01)2 0,39 (0,01)? 0,38 (0,01)? 0,006 0,205 0,996
c9 14:1 0,96 (0,07 0,85(0,03)* 0,86 (0,04)® 0,84 (0,02)® 0,86 (0,02)* 0,84 (0,04)® 0,85 (0,04)%® 0,80 (0,01)? 0,111 0,042 0,384
15:0 0,97 (0,03)° 0,90 (0,00)° 0,90 (0,01)® 0,92 (0,02)° 0,88 (0,04)> 0,82 (0,00 0,84 (0,01) 0,82 (0,01)? 0,000 0,006 0,639
i 16:0 0,27 (0,03)> 0,24 (0,01)° 0,23 (0,02)° 0,22 (0,01)° 0,22 (0,01)2 0,21 (0,00)2 0,20 (0,03)? 0,19 (0,00)? 0,002 0,028 0,601
16:0 28,05 (0,81)° 27,13 (0,26)> 27,19 (0,31)> 27,10 (0,46)> 26,80 (1,74)2 24,52 (0,16)2 24,77 (0,16)? 24,17 (0,38)2 0,000 0,031 0,476
t9 16:1 0,41 (0,06)° 0,34 (0,01)° 0,34 (0,000 0,37 (0,03 0,27 (0,02)> 0,26 (0,01)> 0,26 (0,03) 0,29 (0,00)? 0,000 0,188 0,449
c7 16:1 0,26 (0,01)> 0,21 (0,04)° 0,20 (0,05)° 0,20 (0,00)° 0,18 (0,03)? 0,21 (0,00)2 0,16 (0,00)? 0,17 (0,00)? 0,013 0,109 0,216
c9 16:1 1,54 (0,25)° 1,50 (0,26)° 1,50 (0,25)> 1,62 (0,07)°  1,31(0,10)2 1,21 (0,03)2 1,35 (0,16)2 1,50 (0,03)2 0,038 0,459 0,893
17:0 0,58 (0,01 0,57 (0,01)° 0,56 (0,000 0,60 (0,03)° 0,48 (0,10)> 0,47 (0,02)2 0,48 (0,04) 0,48 (0,00)? 0,000 0,520 0,719
cl017:1 0,23 (0,01) 0,21 (0,0,1) 0,18 (0,05) 0,21 (0,01) 0,20 (0,02) 0,20 (0,00) 0,19 (0,15) 0,19 (0,00) 0,197 0,299 0,565
18:0 12,80 (1,13)° 13,97 (0,11)> 13,87 (0,10)> 13,86 (0,27)> 9,69 (0,60)2 10,50 (0,33)2 10,31 (0,15)? 10,25 (0,07)> 0,000 0,080 0,896
t6/7/8 18:1 0,41 (0,03)° 0,36 (0,07)° 0,37 (0,05° 0,32 (0,00° 0,27 (0,09 0,34 (0,01)> 0,31 (0,06) 0,28 (0,01)? 0,017 0,558 0,418
t9 18:1 0,28 (0,04) 0,29 (0,02) 0,27 (0,01) 0,29 (0,01) 0,22 (0,05) 0,32 (0,04) 0,30 (0,02) 0,29 (0,03) 0,277 0,920 0,326
t10 18:1 0,92 (0,09)> 0,93 (0,05)° 0,91 (0,11)° 0,78 (0,06)° 0,45 (0,20)2 0,62 (0,00)2 0,74 (0,25)? 0,57 (0,14)? 0,000 0,031 0,383
t11 18:1 1,83 (0,34)° 1,55 (0,15)° 1,53 (0,13)> 1,56 (0,13)°  1,08(0,24)* 1,34 (0,052 1,39 (0,02)2 1,38 (0,11)2 0,008 0,998 0,111
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c9 18:1 24,91 (0,55)% 25,48 (0,57)> 25,37 (0,14)* 2502 (0,28)° 27,68 (1,76)° 29,20 (0,62)° 29,24 (0,59)° 29,22 (0,23)° 0,000 0,255 0,621
cl118:1 0,78 (0,31)> 0,44 (0,20)*  0,65(0,02*  1,00(0,10)*2 0,93 (0,02)> 0,97 (0,050 0,96 (0,02)° 1,62 (0,09) 0,000 0,001 0,161
c1218:1 0,31 (0,032 0,29(0,0,1)2 0,31(0,05% 0,22(0,10) 0,36 (0,05)° 0,34 (0,01)° 0,31 (0,06) 0,40 (0,00) 0,011 0,763 0,099
18:2 n-6 (AL) 2,74 (0,35)* 3,08(0,01)*  3,06(0,07)2  3,03(0,15)0* 554 (0,12)>  575(0,11)° 5,68 (0,24)° 5,85 (0,04)° 0,000 0,109 0,855
20:0 0,18 (0,03 0,18 (0,03)* 0,17 (0,03)* 0,16 (0,02)*  0,25(0,08)>  0,35(0,01)° 0,25 (0,14) 0,13 (0,00)° 0,039 0,135 0,227
18:3n-3 (ALA) 0,48 (0,07)* 0,42 (0,032 0,42 (0,03} 0,44 (0,000  1,28(0,35)° 0,91 (0,03)° 0,98 (0,09) 1,09 (0,01)° 0,000 0,223 0,477
c9,t11 (CLA) 1,00 (0,06)° 0,72 (0,02*  0,71(0,03)* 0,67 (0,00 0,63 (0,07)* 0,68 (0,01)2 0,65 (0,07) 0,65 (0,012 0,000 0,002 0,000
20:4 n-6 0,13 (0,03)> 0,16 (0,00)° 0,16 (0,01)> 0,16 (0,01)° 0,13 (0,01)> 0,14 (0,000 0,14 (0,00)* 0,13 (0,01)2 0,028 0,111 0,561
205 n-3 0,02 (0,00)® 0,02 (0,00)® 0,02 (0,00  0,02(0,000® 0,03(0,00°  0,03(0,000% 0,02 (0,00) 0,02 (0,00 0,129 0,017 0,052
24:0 0,03 (0,00)° 0,02 (0,00)® 0,03 (0,00 0,03 (0,000 0,06 (0,00)°  0,05(0,000 0,05 (0,00) 0,02 (0,002 0,000 0,000 0,000
22:4n-6 0,03 (0,00) 0,03 (0,00) 0,03 (0,00) 0,05(0,00) 0,02 (0,00) 0,03 (0,00) 0,02 (0,00) 0,03 (0,00) 0,706 0,667 0,242
22:5n-3 0,06 (0,00)® 0,06 (0,00)® 0,05 (0,00 0,05 (0,000 0,06 (0,00)> 0,06 (0,00® 0,06 (0,00)2 0,05 (0,00)2 0,915 0,038 0.801
AGS* 57,93 (0,43)° 58,19 (0,16)° 58,27 (0,49)° 58,16 (0,77)° 53,87 (1,87)° 50,83 (0,17)® 51,11 (0,20)* 50,01 (0.56)2 0,000 0,053 0,024
AGMI 33,04 (0,43)* 32,64 (0,652 32,82 (0,69)2 32,66 (0,00)* 34,22 (2,14)° 35095 (0,49)> 36,08 (0,53)° 36,91 (0,25)° 0,000 0,396 0,181
AGPI 4,47 (0,26)° 4,49 (0,02)° 4,44 (0,08 4,42 (0,152 7,69 (0,17)° 7,59 (0,14)° 7,55 (0,23)° 7,82 (0,07)° 0,000 0,743 0,594
n-6 2,90 (0,38)2 3,27 (0,02) 3,24 (0,08}  3,24(0,16)* 5,69 (0,14)° 592 (011)° 5,84 (0,24)° 6,01 (0,04) 0,000 0,098 0,888
n-3 0,56 (0,08) 0,50(0,02)2 0,50 (0,02  0,51(0,000* 1,37(0,35° 0,99 (0,03° 1,05 (0,08) 1,16 (0,01)° 0,000 0,187 0,476
n-6/n-3 529 (1,53) 6,52 (0,36) 6,62 (0,49) 6,36 (0,33) 4,37 (1,36) 5,97 (0,06) 5,57 (0,67) 5,16 (0,01) 0,068 0,146 0,968
18:2/18:3

(AUALA) 5,90 (1,65)° 7,31 (0,54)° 7,36 (0,64)°  6,92(0,34)° 4,60 (153)*  6,35(0,07)® 5,83 (0,76) 5,35 (0,01) 0,026 0,158 0,976

*Sumatorias: AGS: acidos grasos saturados; AGMI: acidos grasos monoinsaturados; AGPI acidos grasos

poliinsaturados; n-6: acidos grasos n-6; n-3: acidos grasos n-3.

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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5.7.7. Determinacion de la oxidacion de quesos elab  orados a escala industrial: TBARS

Como se discuti6 en la seccion anterior, los AGPI que esterifican los fitoesteroles en la matriz
del queso son vulnerables a la oxidacién (McClements & Decker, 2000; Jacobsen, 2016). De acuerdo
a los resultados que se muestran en la Tabla 57, la oxidacion basal de los quesos control y funcional
fue similar, con una tendencia no significativa a aumentar el nivel de TBARS en los quesos funcionales
entre los 21 y 44 dias de almacenamiento, para luego disminuir con un nivel de oxidacion
significativamente menor a los 47, 60 y 90 dias en los quesos funcionales. Recordamos que esto en
realidad no implica una disminucion de la oxidacion sino la complejacion del MDA formado durante la
lipoperoxidacion, lo cual provoca que no pueda ser detectado por esta técnica al no estar disponible
para reaccionar con el TBA (Caprioli et al., 2011; Schaich 2016; Zhang et al., 2018).

Tabla 57. Valores de TBARS (mEq MDA por kg de muestra) determinados en los quesos Por Salut light
control y funcional obtenidos a escala industrial con fitoesteroles esterificados agregados. Evolucion
durante su tiempo de vida util (4°C; 80% de humedad relativa), envasados en film impermeable al vapor

de agua.

Tiempo vida util (dias) Control Funcional
7 0,102 + 0,05 0,142 + 0,07
21 0,219% + 0,07 0,25bcd  + 0,04
28 0,18btcde  + 0,06 0,19%%¢  + 0,07
44 0,20%%¢  + 0,04 0,22¢ + 0,06
47 0,20%¢¢  + 0,02 0,16t + 0,03
60 0,22¢ + 0,05 0,16t + 0,04
76 0,20%¢¢  + 0,03 0,18tcde  + 0,02
90 0,22¢ + 0,06 0,15 + 0,04

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre todos los resultados.

En la Figura 55 se muestra la evolucion de la concentracién de MDA con respecto al tiempo
de almacenamiento de los quesos Por Salut light control y funcional. En vista de los perfiles observados,
se propuso explicarlos mediante una cinética de reacciones consecutivas de orden 1, donde los perfiles

de la Figura 55 serian para el reactivo intermedio, el MDA en este caso (8):

a AGin => b MDA=—>c P ®
k1 ko

Suponemos que los coeficientes estequiométricos a, by c valen 1. Con la letra “P” se simbolizan
los productos siguientes de la oxidacion. Las reacciones mencionadas parten del AG insaturado (AGin),
gue se oxida (8). Como el MDA se determina analiticamente por el ensayo de TBARS, siendo un

producto de oxidacion secundario, se observé que su concentracion decayo en el tiempo de acuerdo a
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la cinética mencionada. Las lineas discontinuas en la Figura 55 corresponden al modelo cinético
ajustado. Se observa un maximo en el nivel de MDA al principio del almacenamiento, el cual se prolongé
en el tiempo en el caso especifico del queso funcional (Fig. 55). Se ve claramente la tendencia a una
mayor acumulacion de MDA en el queso funcional, para finalmente tender a igualarse los niveles en

ambos quesos, después de los 60 dias de almacenamiento.
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@ I k= ) !
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Figura 55 . Incremento de los valores de malondialdehido (MDA) con el tiempo de vida Util a 4°C de los
quesos Por Salut light control y funcional obtenidos a escala industrial sin y con agregado de
fitoesteroles esterificados, respectivamente. Las lineas discontinuas corresponden al modelo cinético
ajustado (ecuacion 9) para queso Por Salut light control (eeeee) y el funcional ( ). Se muestran
los valores de las constantes cinéticas ki1 y k2 determinadas.

La ecuacion cinética para las reacciones consecutivas planteadas (8) es la mostrada a
continuacion para el compuesto intermediario MDA (ecuacién 9), donde r es la velocidad de reaccion a

volumen (V) constante:

1d 1 1d[MDA]
r :Z%EZZT: ki[AGin] — k;[MDA] (9

Ademas, al coeficiente estequiométrico b se lo supone 1, Nuwpa es el nimero de moles de MDA,
t es el tiempo, [AGin] y [MDA] son las concentraciones molares de AGin (AG insaturados) y de MDA,
respectivamente, resultantes del cociente del nimero de moles correspondiente sobre el volumen de
reaccion constante, n/V. Del ajuste de los resultados de la medicion de la concentracion de MDA segln
la cinética mencionada (ecuacion 9), resulté que la constante cinética ki fue en ambos casos (queso
control y queso funcional) cien veces menor, en cuanto a orden de magnitud, que la constante cinética
k2. Ello significaria que la reaccion global que lleva a la formacion de MDA es mucho mas lenta que la

de desaparicién del mismo (ecuacion 8).
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Cabe destacar que, si bien se observd un incremento en la oxidacion de ambos productos
(queso control y funcional) y que pareceria adelantarse su aparicién en los funcionales, los valores
alcanzados se encuentran dentro de los rangos normales (0,1 y 1,5 mEq MDA por kg de muestra)

reportados en la bibliografia (Kristensen et al., 2001; Mahmoodani et al., 2018).

5.7.8. Determinacion de la oxidacion de quesos elab  orados a escala industrial: Valor peréxido

Los resultados que se presentan en la Tabla 58 muestran que el queso funcional presento
valores mas elevados de peroxidacion lipidica desde el inicio, al igual que lo ocurrido en la elaboracion
a escala piloto, y con un incremento sostenido hasta el final de la vida util dentro de cada tipo de queso.
Al comparar entre los dos tipos de queso, control y funcional, este Gltimo s6lo mostré mayor oxidacion
(p<0,05) a los 7, 21 y 90 dias de maduracion, mientras que el control la presenté a los 47 y 60 dias
(Tabla 58). Para el resto de los tiempos ensayados, no hubo diferencias significativas en el VP entre

los quesos control y funcional.

Tabla 58. Valores peroxido (mEq O2/kg de grasa) determinados en los quesos Por Salut light control y
funcional obtenidos a escala industrial con fitoesteroles esterificados agregados. Evolucion durante su

tiempo de vida util (4°C; 80% de humedad relativa), envasados en film impermeable al vapor de agua.

Tiempo vida util (dias) Control Funcional
7 0,14> + 0,022 0,25¢¢  + 0,016
21 0,18% + 0,073 0,28%" + 0,025
28 0,23vcd  + 0,072 0,21a¢ + 0,058
44 0,279 + 0,053 0,29%f + 0,017
47 0,34f + 0,072 0,23bcd  + 0,057
60 0,33¢f + 0,073 0,24bcd  + 0,039
76 0,27bcd  + 0,022 0,27¢%¢  + 0,050
90 0,26%¢ + 0,021 0,33¢f + 0,071

1Se indica la media aritmética y el desvio estandar (n = 5). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre todos los resultados.

Tal como se viera para el MDA (Fig. 55), el VP para el queso control también evoluciono en el
tiempo (Fig. 56) con un perfil que puede ser explicado también por la cinética mencionada (ec. 8), pero
para los peroxidos primarios formados en vez de para el MDA. En este caso se ve en la Figura 56 un
maximo en el nivel del valor peréxido al principio del almacenamiento, el cual se prolongé en el tiempo
evaluado. La linea discontinua corresponde al modelo cinético ajustado (ecuacion 9). Del ajuste de los
resultados de la medicién del valor peréxido seguln la cinética mencionada (ecuacion 9), result6é que la
constante cinética ki fue, en el queso control, cien veces menor, en cuanto a orden de magnitud, que

la constante cinética k2 (Fig. 56), tal como se viera para ambos quesos con el MDA (Fig. 55). Ello
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significaria que la reaccion global que lleva a la formacion de peréxidos, en este caso, es mucho mas

lenta que la de desaparicidn del mismo.

Por el contrario, en el caso del queso funcional, el VP aument6 con el tiempo, pudiendo ser
estadisticamente ajustado segin una cinética lineal (Fig. 56), lo cual se explicaria por un pseudo orden

cero (ecuacion 10):

1dnp, 1 1 d[Px]
= - - == =k (10)
a dt V a dt

donde a es el coeficiente estequiométrico de la reaccién de formacién de peréxidos (Px), nex y [PXx] son,
respectivamente, el nimero de moles y la concentracion molar de peroxidos. Del ajuste de los
resultados segun la cinética mencionada (ecuacion 10), resulté que la constante cinética k para el queso
funcional es 2,9x10-2 d? (Fig. 56). Ello significaria que la reaccion global que lleva a la formacion de
peréxidos primarios por oxidacién de los AG insaturados en el queso funcional es mas rapida que la de

formacion de los peréxidos en el queso control (k1 =1,581x10 d1).

De todos modos, y tal como se describié en los quesos elaborados a escala piloto, los valores
obtenidos para cualquiera de los dos productos se encuentran dentro de lo esperable (< 1 mEqg/kg

grasa) para este tipo de producto lacteo (Kristensen et al., 2001; Garcia-Martinez et al., 2018).
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Figura 56 . Incremento de los valores perédxido con el tiempo de vida util a 4°C de los quesos Por Salut
light control y funcional obtenido a escala industrial con fitoesteroles esterificados. Se muestran los
valores de las constantes cinéticas (ki y kz: queso control; k: queso funcional) para las cinéticas
respectivamente ajustadas (lineas discontinuas).
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5.7.9. Vida util de los quesos funcionales producid  0s a escala industrial
5.7.9.1. Medida de la oxidacion lipidica durante el  almacenamiento de quesos comerciales con
bajo contenido de tocoferoles totales

Para hablar de este punto, se debe aclarar que se trabaj6 con una Unica elaboracién industrial
en donde se adiciond la mitad (15 g) de tocoferoles (seccién 4.3), dando como resultado una
concentracion final de tocoferoles totales de 0,73 mg/60g de queso, esto es de 0,2 mg/60g de a-
tocoferol y 0,63 mg/60g de y-tocoferol en los quesos funcionales, mientras que en los quesos controles,
el nivel de a-tocoferol fue de 0,09 y 0,02 mg/60g de queso y el de y-tocoferol fue de 0,63 mg/60g de

queso.

Como se comentd anteriormente, una vez elaborados, fraccionados y envasados en bolsas
de polietileno termo contraible (seccion 4.9), los quesos, ya estan disponibles para la venta luego de
21 dias de maduracion bajo almacenamiento refrigerado (4°C). Durante este periodo se da lugar a
procesos de naturaleza quimica, bioquimica, microbiolégica y fisica, constituyéndose el queso maduro.
Estos cambios afectan la lactosa, la proteina y la grasa, tal como fuera explicado en la “Introduccién”
de esta tesis, y constituyen un ciclo de maduracion que varia ampliamente entre los quesos duros,
medio-blandos y blandos. Se producen diferencias considerables inclusive dentro de estos grupos.
Estos procesos de maduracion dan lugar a efectos deseables como el desarrollo del aroma, flavor,
textura, pero ademas pueden desencadenarse procesos de oxidacién (Karoui et al., 2007; Khattab et
al. 2019; Ritota & Manzi, 2020).
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Figura 57 . Cinética de oxidacion o incremento de los valores de malondialdehido (MDA) con el tiempo
de vida atil a 4°C de los quesos Por Salut light control y funcional obtenido a escala industrial con

fitoesteroles esterificados y baja concentracién de tocoferoles totales (0,73 mg/60 g queso). Las lineas
continuas corresponden al modelo cinético ajustado para el queso Por Salut light control (azul) y el funcional
(naranja ). Se muestran los valores de las constantes cinéticas ki y k2 determinadas.
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Tal como fuera mostrado en la Figura 56 , nuevamente los resultados reportados ahora en la
Figura 57 muestran que la concentracion de MDA también evolucion6 en el tiempo con un perfil que
puede ser explicado por la cinética mencionada de reacciones consecutivas de primer orden (8). En
este caso se ve en la Figura 57 un maximo de nivel de MDA al principio del almacenamiento para el
gueso funcional, el cual luego disminuyé con el tiempo, mientras que para el queso control, el maximo
aparece posteriormente al del queso funcional. Las lineas continuas corresponden al modelo cinético
ajustado (ecuacion 9). Del ajuste de los resultados de la medicién de la concentracién de MDA segln
la cinética mencionada (ecuacién 9), resulté que la constante cinética ki fue, en ambos quesos, cien
veces menor, en cuanto a orden de magnitud, que la constante cinética k2 (Fig. 56), tal como se
reportara previamente en la Figura 55 . Ello significaria que la reaccién global que lleva a la formacion
de MDA, en este caso, es mucho mas lenta que la de desaparicién del mismo. Las cinéticas de
oxidacién confirmaron un aumento de la oxidacién lipidica durante el transcurso del madurado de los
guesos control y funcional, para luego decaer hacia los 50 dias, aun considerando la pérdida de

humedad ocurrida durante el almacenamiento (Fig. 57).

Si bien, como se menciono al principio de este punto, los contenidos iniciales de 0,2 mg/60g
de a-tocoferol y 0,63 mg/60g de y-tocoferol en los quesos funcionales fueron el doble y el triple de los
determinados en los quesos controles, 0,09 y 0,02 mg/60g respectivamente, estos no fueron suficientes

para contrarrestar el desarrollo de la oxidacion.

5.7.9.2. Efecto de la adicién de tocoferoles en los  quesos producidos a escala industrial

Como consecuencia de lo observado en cuanto al nivel de oxidacién del queso Por Salut light
funcional en relacién al control sin fitoesteroles (Figs. 55, 56, 57), se decidié agregar a-tocoferol como
aditivo antioxidante natural a los quesos obtenidos industrialmente. Para ello se eligié una preparacion
comercial de tocoferoles (VITAMINA E NATURAL SF 900 UI®) (seccién 4.3). El queso funcional asi
producido con el objetivo de proveer fitoesteroles nutricionales actuara simultaneamente como fuente
parcial de tocoferoles (vitamina E), ya que el nivel propuesto de a-tocoferol (3,2 mg/60g de queso) en

el queso funcional corresponde al 25% de la dosis diaria recomendada (DDR) de vitamina E.

Como se mencion6 previamente, el a-tocoferol es también un mensajero secundario que a su
vez podria potenciar el efecto antiaterogénico de los fitoesteroles a través del efecto hipolipemiante de
estos ultimos (Katan et al. 2003; Plat et al., 2005; Heggen et al., 2010).

Durante el transcurso de la primera elaboracion a escala industrial se observé un aumento de
la oxidacion en los quesos funcionales. Esto se debe a la presencia de los AGPI de cadena larga con
dos o mas dobles enlaces (= 18:2) (Tabla 56). Estos acidos son vulnerables a la oxidacion, tal como se

comento en las secciones precedentes.

Los resultados presentados en la Figura 58 muestran que el agregado de a-tocoferol fue
efectivo para prevenir la oxidacion a los 20 dias de maduracion del queso, que es el momento 6ptimo
de salida del producto para la venta (Coédigo Alimentario Argentino, Art. 625), tal como arriba fuera

mencionado. En este caso se realizaron comparaciones entre dos elaboraciones de queso a escala
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industrial con diferentes concentraciones de a-tocoferol agregadas para demostrar la eficacia de la
adicion del antioxidante a escala industrial. Este resultado es de importancia ya que hay pocos trabajos
que demuestran que el agregado de a-tocoferol mejora la estabilidad a la oxidacion de productos
comerciales con fitoesteroles agregados (Botelho et al. 2014; O’Callaghan et al., 2014; Rudziniska et
al., 2014), y que los tocoferoles que acompafian la preparacién con FEE (Fig. 42) no alcanzaria para
prevenir la oxidacién de los productos lacteos (Figs. 55, 56, 57), la cual ocurre como consecuencia del
aumento de casi el 100% de los acidos grasos altamente peroxidables (Tabla 56) de los que los FEE

son portadores (Tabla 29A).

0.800 —
- mg TF / 60 g queso
0.700 + g 99 meq O, /
5 60 g queso
0.600
0.500 +
- meq MDA /
0.400 + 60 g queso
0.300 +
0.200 +
0.100 +
0.000 -+
a-Tocoferol y-Tocoferol TBARS Valor peréxido
(20 dias) (20 dias) (20 dias) (20 dias)
m Control ® Funcional con adicion de alfa TF
= Control ® Funcional sin adicién de alfa TF

Figura 58 . Concentracion de a y y Tocoferoles (TF) y valores de indicadores de oxidacion (TBARS y
valor perdxido) en las distintas elaboraciones a escala industrial de los quesos Por Salut light control y
funcional, este ultimo con fitoesteroles esterificados, a los 20 dias de almacenamiento a 4°C.
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El indice AGPI o de peroxidacién (ecuacién 1) resultd ser significativamente (p<0,05) mayor
para los quesos funcionales (Fig. 59), lo que explicaria por qué estos Ultimos resultaron ser mas
vulnerables a la oxidacion que los quesos control, sin fitoesteroles, de lo cual surgié la necesidad de
incorporar antioxidantes naturales para contrarrestar este fenémeno.
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5.0 f
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3.0 f
2.0 1
1.0 A

00 1 T 1
Control Funcional alto alfa TF

Indice AGPI

Figura 59 . indice AGPI (ecuacién 1) calculado para los quesos elaborados a escala industrial Por Salut
light control y funcional, este Ultimo con fitoesteroles esterificados agregados y con alfa-tocoferol
agregado como aditivo antioxidante.

5.7.10. Microestructura de los quesos producidos a escala industrial

Con el objeto de determinar la homogeneidad de la distribucién de los globulos de grasa en la
matriz proteica del queso funcional, se realizé un estudio de la microestructura de los mismos y de los
quesos control por microscopia 6ptica confocal. Para ello, se realiz6 la tincion selectiva de la grasa y
de las proteinas de las muestras con los colorantes Nile blue y Nile red, respectivamente, lo cual
permitio visualizar la fase grasa de color azul y la fase proteica de color rojo. Asi, en la Figura 60, las
imagenes Ay B, correspondientes al queso control, muestran una matriz proteica continua de color rojo
en la cual se ven distribuidas de manera homogénea gotas de color azul, por lo tanto, de grasa, con
diametros <1-10 um. En general, estos globulos de grasa lactea tienen una morfologia similar y
uniforme, observandose ademas que la mayoria de estas gotas son mas bien de pequefio didmetro y
sélo algunas poseen forma irregular o agrandada, lo cual podria deberse a fendmenos de coalescencia
(flechas; Fig. 60A).

Por otro lado, las micrografias C y D (Fig. 60) muestran la matriz de los quesos funcionales.
En concordancia con lo reportado por Auty et al. (2001), del analisis de imagenes surgen varios
aspectos que vale la pena sefialar. En primer lugar, el tamafio de las gotas de grasa es mayor a la
observada en el queso control (Fig. 60 A-B), variando el diametro de las mismas entre 3 y 25 um.
Ademas, se observa un mayor niimero de gotas grandes (flechas amarillas) sugiriendo que, en estos
guesos, como consecuencia de la presencia de FEE en la fase grasa, habria una coalescencia
llamativamente mayor, y que la matriz proteica se encuentra interrumpida en algunas zonas por la
presencia de poros (aire) (flechas blancas). Otro resultado importante es que el porcentaje de gotas de

grasa en las micrografias C y D es de aproximadamente 18% mientras que en las micrografias A y B,
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correspondientes al queso control, es del 5%. Esto sefiala un incremento significativo (p<0,05) en la
proporcién de grasa en el queso funcional con respecto al queso control. Este resultado es l6gico debido
al aporte de grasa vegetal que conlleva la adiciéon de fitoesteroles y al mayor contenido de grasa

finalmente determinado en el queso funcional, tal como se muestra en la Tabla 40.

Figura 60 . Imagenes obtenidas por microscopia éptica confocal de quesos Por Salut light control (A,
B) y funcional (con agregado de fitoesteroles) (C, D), obtenidos a escala industrial, después de 7 dias
de maduracién. Tincion con colorantes Nile blue/Nile red: azul corresponde a glébulos de grasa; rojo
corresponde a proteina; negro (flechas blancas) corresponde a aire o agua. Barra: 25 um.

Este incremento en el contenido de grasa, las caracteristicas de la dispersion y el tamafio de
las gotas de grasa, junto con la aparicion de los huecos de aire en la matriz proteica pueden traducirse

en diferencias texturales que se podrian explorar en ensayos futuros.

Las micrografias de la Figura 60 corresponden a quesos control y funcional de 7 dias de

maduracion. Ademdas de estas, se tomaron micrografias de los mismos quesos a los 21 dias de
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maduracion, pero no se observaron diferencias significativas en lo que respecta a la evolucion de la

matriz durante dicho tiempo (resultados no mostrados).

Ningtyas et al. (2017) estudiaron la textura y lubricaciéon de queso crema funcional debido al
agregado de fitoesteroles y/o beta-glucanos. Por microscopia confocal, los productos funcionales
obtenidos exhibieron una estructura mas abierta de la matriz de caseina, aunque se observaron
diferencias en el tamafio de los glébulos grasos. El queso crema elaborado con fitoesteroles
emulsionados a partir de la forma en polvo disuelta en aceite de canola, dio como resultado un tamafio
de glébulo de grasa mas grande que el de los fitoesteroles esterificados y que el adicionado con beta-
glucanos. La distribucion del tamafio de los glébulos de grasa dispersos en la matriz proteica dio una
distribucién bimodal, con un tamafio de particula mayor en el queso crema adicionado solamente con

fitoesteroles.

D’Incecco et al. (2020) estudiaron el queso duro Parmigiano Reggianito durante una
maduracion prolongada de hasta 50 meses, relacionado esto con la calidad Premiun del producto. Junto
con la pérdida de humedad, la microestructura del queso observada por microscopia confocal se
caracteriz6 por grasa libre atrapada en areas de forma irregular dentro de la red de proteinas.
Independientemente de la etapa de maduracién del queso, la grasa estaba confinada en areas
irregulares de forma globular atrapadas dentro de la red de proteinas, lo que sugiere que dichas areas
se originan a partir de la coalescencia de globulos de grasa de diferentes tamafios. La coalescencia
evolucion6 durante la maduracién, alcanzandose una distribucién homogénea en la red proteica de los
glébulos, los cuales tienen ademas menor tamafio que en los primeros meses de almacenamiento. Por
otro lado, el analisis de imagenes mostré que la porosidad del queso (huecos con aire) aumentaba
significativamente con el tiempo desde los 12 a los 50 meses. Este hallazgo esta de acuerdo con datos
reportados por Soodam et al. (2015) para el queso Cheddar, donde la porosidad se consider6 un efecto

de la progresién de la protedlisis.

Yang et al. (2016) estudiaron las transformaciones microestructurales en la anisotropia y las
propiedades de hilado por fusién del queso mozzarella parcialmente descremado con baja humedad.
Se obtuvieron imagenes por microscopia confocal que muestran el eje longitudinal de la fibra de la
mozzarella sin fundir, fundida y fundida e hilada. La mozzarella sin fundir mostré canales de grasa
alargados en una matriz proteica, formando una estructura altamente anisotrépica. El calentamiento a
70 °C indujo la pérdida completa de la anisotropia estructural detectable a medida que los canales de
grasa alargados se fusionaron para formar gotas de grasa esféricas grandes con relajacion de la matriz
proteica. Estas gotitas de grasa esféricas existian en una amplia gama de tamafios, desde menos de
10 micrones hasta tan grandes como 200 micrones de didmetro. Estas gotas grandes se alargaron en
la direccion de la cizalla cuando se hilé la mozzarella y comenzaron a romperse cuando aumenté la

tension.
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5.7.11. Andlisis de componentes principales (PCA)

El andlisis de regresiones mdltiples permite determinar las caracteristicas de las muestras
debidas al tratamiento y al tiempo de vida (til, al mismo tiempo que describe cuales son los parametros
distintivos de los diferentes quesos. Este andlisis determina las variables que mas explican los
fenomenos colineares que se dan en la matriz del alimento, a la vez que supervisa cuales de ellas son
mas significativas a fin de predecir en forma cuantitativa el comportamiento de la matriz ante los

cambios que puedan ocurrir al cambiar las condiciones.

Este tipo de analisis permite asociar cambios cuantitativos y cualitativos, que muchas veces no

son detectables cuando se realizan las comparaciones de las variables individuales.

La influencia de la formulacion del queso, control y funcional, sobre el tiempo de vida util
resultante y las caracteristicas quimicas en cada una de estas condiciones fue examinada aplicando
analisis de componentes principales (PCA). Las caracteristicas quimicas listadas fueron los contenidos
de y (Tabla 51) y de a-tocoferol (Tabla 52), los contenidos de AGMI, de n-3, de n-6, de AGPI y de AGS
(Tabla 56), asi como marcadores de oxidacion tales como el VP (Fig. 56) y los miliequivalentes de
MDA (TBARS) (Fig. 57). EI PCA permite obtener informacién estadistica relevante a partir de un
conjunto de resultados que en este caso comprendid estas doce variables mencionadas, linealmente
independientes, incluyendo aparte el tratamiento (queso control y funcional) y el tiempo de vida dtil.
También resalta semejanzas y diferencias. Muestras con propiedades o desempefios semejantes se
ubicaran muy cercanas entre si en el espacio de componentes principales, mientras que la distancia
entre muestras considerablemente diferentes sera especialmente mayor. Esto se puede observar en la
Figura 61 para el caso del presente trabajo. Como resultado, muestras similares se organizan en
grupos en la misma region del espacio (Yang & Trewn, 2004). La grafica de los resultados obtenidos
en el presente estudio después de realizar el PCA, la cual resulta de representar los resultados del
presente trabajo en las dos componentes principales (ejes X e Y), que explican la mayor proporcién de
la varianza total (>90%), es presentada en la Figura 61 . Ella muestra que los quesos control se
agruparon a la derecha (puntos azules), mientras que los quesos funcionales lo hicieron a la izquierda
(puntos naranjas), y ambos en la zona positiva del eje X y negativa del eje Y, y localizados lejos del
origen, relacionado con mayor varianza de acuerdo a las coordenadas de componentes principales. A
su vez, en cada uno de estos dos grupos mayores, los resultados provenientes de quesos a tiempo 0
de almacenamiento se encuentran en el extremo inferior de cada grupo, mientras que los resultados
obtenidos de muestras correspondientes a los quesos con el tiempo maximo de almacenamiento de 90
dias, se encuentran en el extremo superior en ambos casos, separandose entonces hacia arriba a

medida que aumenta el tiempo de almacenamiento.
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Figura 61 . Gréafico resultante del analisis de componentes principales obtenido de las caracteristicas
de los quesos control (@) y funcional (¢) con alfa tocoferol agregado como aditivo antioxidante. Ovalos
en lineas discontinuas rojas encierran los puntos correspondientes a tiempo O de almacenamiento a
4°C, mientras que los de lineas discontinuas verdes encierran los puntos correspondientes a tiempo
final de almacenamiento (90 dias).

Mediante este analisis se determind que los quesos funcionales fueron diferentes a los quesos
control, asociandose los quesos funcionales a la presencia de antioxidantes naturales (alfa y gama
tocoferoles), a las mayores concentraciones de AGPI, de n-6 y, en particular, al contenido de &cido

linolénico (ALA), influyendo el tiempo de maduracién en las caracteristicas del queso (Fig. 61).

En la Tabla 59 se reportan solamente los resultados de las primeras cinco componentes ya
gue se observa claramente que desde la segunda componente principal ya explicé mas del 90% del

total de la varianza acumulada.
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Tabla 59. Resultados del analisis de componentes principales usando las propiedades quimicas
determinadas en los quesos control y funcional (alfa tocoferol agregado como aditivo antioxidante)
elaborados a escala industrial: contenidos de acidos grasos saturados (AGS), de monoinsaturados
(AGMI), de poliinsaturados (AGPI), de n-6, de n-3, valor peréxido, TBARS y contenidos de a-tocoferol

y de y-tocoferol.

PC! Eigenvalues Varianza (%) Porciento de varianza
acumulada
1 21.3699 87.3 87.3
5 1.73530 7.1 94.4
3 0.73028 3.0 97.4
4 0.57142 2.3 99.7
5 0.03547 0.1 99.9

1Se muestran solamente los 5 primeros componentes principales (PC) sobre los 12 totales, ya que en el
segundo PC ya se obtiene mas del 90% de la varianza acumulada.

A modo de ejemplo, en la Tabla 60 se muestran los dos primeros vectores que se usan de los
doce, asi como los coeficientes correspondientes a cada factor, esto es, los contenidos de a (ALFA) y
de y tocoferol (GAMA), de AGMI (MUFA), de n-3 (N3), de n-6 (N6), de AGPI (PUFA), de AGS (SFA), el
TBARS (TBA) y el valor peréxido (VP), asi como el tiempo de vida util (TIME) y el tratamiento (TRAT),
donde este Ultimo corresponde a “queso control” y “queso funcional” (con agregado de alfa tocoferol

como aditivo antioxidante).

Tabla 60. Vectores (se muestran los dos primeros que se usan) y los coeficientes correspondientes a
cada factor: contenidos de a-tocoferol (ALFA), de y-tocoferol (GAMA), de AGMI (MUFA), de n-3 (N3),
de n-6 (N6), de AGPI (PUFA), de AGS (SFA), TBARS (TBA) y valor peréxido (VP), asi como tiempo de
maduracion (TIME) y tratamiento (TRAT), el cual corresponde a “queso control” y “queso funcional”

(con agregado de alfa tocoferol como aditivo antioxidante).

FACTOR 1 2

ALFA -8.3297 -8.1738
GAMA -B.3866 -8.1454
MUFA 8.8519 8.2222
N3 -8.8654 -8.1882
NE -8.2956 -8.8538
NeN3 9.8922 8.3991
PUFA -8.3498 -8.1433
SFA 8.7481 -8.2318
TBA 8.8183 -8.8132
VP 8.8152 -B8.0038
TIME -8.8242 8.7893
TRAT -8.1885 -8.8541
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5.8. Etapa TRL 9: Producto comercial

Los resultados de esta tesis sirvieron para definir las condiciones de elaboracion, sus

propiedades nutricionales y la vida Util y conservacion (4°C £ 2°C) del mismo.

El producto (Fig. 62) ha sido registrado bajo el nimero otorgado por la autoridad sanitaria de
la provincia de Cdrdoba, Registro Nacional de Productos Alimenticios (RNPA) n® 04064284. Ademas,
el producto y proceso industrial desarrollados han sido ambos patentados (INPI N° 20150101287, del
INTA), y la empresa CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A. es la licenciataria exclusiva de la misma por

el momento.

Figura 62 . Queso Port Salut light funcional por el agregado de fitoesteroles esterificados a través de
la leche estandarizada en su contenido graso. El mismo contiene alfa tocoferol agregado como aditivo
antioxidante natural para asegurar su estabilidad oxidativa, que al mismo tiempo aporta el 25% de la
dosis diaria recomendada en vitamina E.

El queso elaborado se vende a través de diferentes canales de la empresa, los que incluyen
una plataforma online (Quesosonline.com) y canales de venta directa al publico en Villa Maria

(Cordoba). Este queso esta registrado y sale con las siguientes especificaciones técnicas:

INGREDIENTES: Leche parcialmente descremada, Cultivo de bacterias lacticas especificas, Cuajo,

Cloruro de calcio y Cloruro de Sodio. Fitoesteroles y vitamina E.

COMPOSICION NUTRICIONAL: Porcion 30 g (1 rebanada). Valor energético 79 Kcal = 326 KJ (4
%VD*); Carbohidratos 0,4 g (0%VD); Proteinas 6,5 g (9 %VD); Grasas totales 5,6 g (10 %VD); Grasas
saturadas 3,7 g (17 %VD); Sodio 178 mg (7 %VD); vitamina E 3,1 mg (31%VD); fitoesteroles 1,1 g. No
aporta cantidades significativas de Carbohidratos, Grasas trans y Fibra alimentaria. (*) Valores Diarios
con base a una dieta de 2.000 Kcal u 8.400 KJ. Sus valores diarios pueden ser mayores 0 menores

dependiendo de sus necesidades energéticas.
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CONSERVACION: 60 dias, a temperatura de refrigeracion entre 2 'y 8° C.

PRESENTACION: Hormas de 500 g, aproximadamente, envasadas al vacio y embaladas en cajas

cada una conteniendo 12 unidades.

5.9. Discusion y conclusiones de las elaboraciones a escala industrial: Etapas TRL 6 a 8.

Los ensayos realizados en quesos funcionales y control a lo largo de diferentes elaboraciones
industriales realizadas entre 2011 y 2017 permitieron el monitoreo y ajustes de los procedimientos
directamente en la planta industrial. De este modo se logré bloquear a las distintas variables que
podrian presentarse en esta escala (distintas composiciones en las dietas de las vacas lecheras,
diferente composicion de las leches obtenidas, distintas variables industriales, etc.) y asi lograr una

representatividad en las elaboraciones.

Los parametros fisico-quimicos y microbiologicos de las leches crudas utilizadas para ambos
tratamientos (control y funcional), antes y después de la estandarizacion por cantidad de grasa y
proteina, fueron similares y permitieron partir de materias primas de calidad 6ptima y controlada para
elaborar estos tipos de queso. El procedimiento de las elaboraciones siempre se mantuvo igual. Las
producciones de queso con fitoesteroles se realizaban después de las elaboraciones convencionales

como medida de buenas practicas en la industria.

El logro del queso funcional a escala industrial y comercial, con un contenido de 2,2 g de FEL,
gue ademas contiene 6,2 mg de alfa-TF como aditivo antioxidante cada 60 g de queso, implico realizar
al final el tramite de proteccion del producto a través de una patente en el Instituto Nacional de la
Propiedad Industrial (INPI). Asi es como, registrado bajo el nUmero de patente 20150101287, fijado por
el INPI, con el titulo: "Queso magro de pasta blanda que comprende fitoesteroles y procedimiento de

elaboracién”, se protege no solamente al producto sino también a la manera de producirlo.

Las diferencias que presentaron los quesos a nivel quimico se dieron fundamentalmente en la
composicién y perfil de acidos grasos, en la concentracidon de tocoferoles y en el contenido de grasa
final, ya que los quesos funcionales tienen los lipidos vegetales agregados con los FEE (Advasterol
éster®).

La adicion de a-tocoferol hasta alcanzar 6 mg de tocoferoles totales tuvo el objetivo de
contrarrestar la labilidad del producto funcional a la oxidacién debida a los AGPIs que contiene (Tabla
56). Se eligio este antioxidante por estar ya naturalmente presente en la leche utilizada (Tabla 41 ; Fig.
42), aprovechandose ademas a contribuir a la dieta de los consumidores con el aporte de vitamina E

natural en 3,1 mg/30g de queso (ingesta diaria recomendada: 15 mg/dia).

En cuanto a otros compuestos bioactivos determinados como el retinol y el B-caroteno, sus
niveles resultaron muy bajos en todos los quesos (= 0,05 mg de retinol/60 g; maximo de 0,02 mg de B-
caroteno/60 g) como para poder definirlos como fuente de los mismos. Se requieren 0,8 mg de retinol

y aproximadamente 4,8 mg de 3-caroteno como recomendaciones de ingesta diaria (Grune et al., 2010).
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Este punto es importante ya que los tocoferoles (mas polares) se ubican en las membranas de
los glébulos de grasa mientras que el B-caroteno y el retinol (no polares) se encuentran dentro de los
glébulos de grasa. Como la leche no se homogeneiza, la presencia de estos compuestos correctamente
biolocalizados y de acuerdo a su polaridad en el glébulo graso podrian servir para prevenir la oxidacién
(McClements & Decker, 2000; Fiedor et al., 2014) durante el procesamiento, aun cuando estan

presentes en cantidades minoritarias.

Con respecto a la diferencia en el contenido de B-caroteno en los quesos control vs. funcional
(0,02 vs 0,004 mg/60g queso), podriamos postular que el B-caroteno se consume ejerciendo esa
actividad antioxidante (captura de oxigeno singlete) en un ambiente con mayor indice de peroxidacion
debido a la presencia de los AGPIs, facilmente oxidables. Otra posibilidad podria ser el desplazamiento
del B-caroteno por los fitoesteroles en el globulo de grasa durante el procesamiento. Hasta el momento
no se ha demostrado esta posibilidad de interaccion antagonica entre fitoesteroles y B-caroteno en
leche, pero existe evidencia cientifica (Baumgartner, 2017) de una interferencia a nivel de la formacion

de micelas mixtas y su posterior absorcion intestinal.

Estas lineas abren la posibilidad a estudios mas profundos de interaccion de fitoesteroles con
otros micronutrientes y compuestos bioactivos para la formulacion de alimentos funcionales

conteniendo leche y fitoesteroles.

Se determiné que los quesos funcionales fueron diferentes a los quesos control debido a la
presencia de antioxidantes naturales (a-tocoferol), a las mayores concentraciones de AGPl y de n-6 y
al contenido significativo de acido linolénico (ALA), influyendo ademas el tiempo de maduracién en las

caracteristicas del queso.

Finalmente, esta etapa concluyd con el queso a nivel comercial, cumpliéndose los diferentes
niveles de madurez tecnoldgica (TRL) que van desde el prototipo de laboratorio hasta el modelo

comercial.
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6. Conclusiones generales y perspectivas

« Ensayos a escala laboratorio (etapas TRL 3y 4)

En este paso se inici6 la combinacion de la investigacion y el desarrollo. Esta etapa incluyo
estudios analiticos para establecer la tecnologia en un contexto apropiado y estudios de laboratorio de
validacion para constituir el “prototipo” de las aplicaciones y conceptos formulados en la hipotesis
experimental.

Como primer punto se exploro el tipo de fitoesteroles a utilizar entre los productos disponibles
en el mercado (libres, esterificados y emulsificados).

También se logroé la optimizacion metodoldgica para la extraccion, recuperacion y cuantificacion
de los compuestos de interés en las diferentes matrices (leche, crema y queso), con excelentes
recuperaciones de los compuestos.

Se realizaron los prototipos a escala laboratorio, la cual implicé un volumen maximo de 1 litro
de leche, ensayando la inclusion de los fitoesteroles mediante la leche y mediante la crema.

Se analizaron los resultados de recuperacion de los fitoesteroles adicionados en diferentes
concentraciones a fin de determinar las mejores condiciones de adicién-recuperacion y se demostro
gue la adicién a la leche resulté ser la mas conveniente en cuanto al desempefio tecnoldgico, la facilidad
de trabajo y la posibilidad de pasteurizacion sin perder la actividad funcional de los fitoesteroles. A partir
del prototipo validado se pasé a la escala piloto para determinar los requisitos de las aplicaciones

potenciales del sistema.

+« Ensayos a escala piloto en un volumen de 180 litros (etapas TRL 5y 6)

Los elementos tecnoldgicos basicos se integraron a fin de simular las condiciones lo mas reales
posibles. El prototipo se probo en un entorno relevante equipado para tal fin como lo es la planta piloto
de la EEA-Rafaela de INTA, que procesa un volumen de 180 litros de leche.

A partir de esta etapa se determind el modo de adicidon de los compuestos bioactivos (FEE y
tocoferol) directamente al tanque pulmon, previo a la pasteurizacién mediante intercambiador de placas
con bombas sanitarias y demas equipamiento de caracteristicas industriales.

Se demostré que la adicion en crema resulté en la desestabilizacion del producto mientras que
la adicion en leche resulté en un queso homogéneo y con mejores rendimientos para la recuperacion
de fitoesteroles y tocoferoles (2,7 g y 0,48 mg/60 g de queso, respectivamente), logrando la

concentracion buscada en el caso de los fitoesteroles.

 Ensayos a escala industrial en un volumen de 2500 litros (etapas TRL 7 a 9)

Durante esta etapa, realizada en la planta de la empresa asociada al proyecto, se demostro el
funcionamiento del prototipo real en un ambiente real planificado. Se realizaron las correcciones para
demostrar que el modelo funcioné a escala industrial. Durante los ensayos de vida Util a lo largo de
cinco elaboraciones se ajustaron las condiciones para generar un medio antioxidante que permitiera la

correcta conservacion del queso funcional a una temperatura de 4°C.
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Estas elaboraciones mostraron una repetitividad en el tiempo, ademéas de llegar a la
concentraciéon Optima objetivo de fitoesteroles libres (= 2,42 g FEL) por cada 60 g de queso o dos
porciones (30 g cada una), tal como se recomienda para su consumo, aportando ademas 130 mg del
acido graso esencial ALA, precursor de los acidos grasos de la serie n-3. La adicion de los compuestos
bioactivos (FEE, o-TF) en la etapa del proceso que se establecid (tanque pulmdn), permitié que los
compuestos no soélo se incorporaran satisfactoriamente sino que, ademas, superaran el paso de
pasteurizacién, garantizando la inocuidad integral del producto desarrollado.

En esta etapa se trabajé con el personal de la planta industrial a fin de protocolizar la adicion
de los compuestos bioactivos, sin variar sustancialmente los procedimientos utilizados en la industria.
Tampoco afectd el normal desarrollo de las tareas de limpieza sucesivas y habituales que se llevan
adelante luego de cada elaboracion.

Se demostro que los contenidos de fitoesteroles y de tocoferoles se mantuvieron intactos por
90 dias de almacenamiento refrigerado a una temperatura de 4°C (la vida util convencional de los
guesos “Por Salut” es de 60 dias).

Ademas, la microestructura del queso mostré que se logré una distribucion homogénea de los
lipidos endégenos y los adicionados a la matriz.

El producto obtenido se encuentra patentado (INPI N° 20150101287), lo cual protege no
solamente al producto sino también a la metodologia de elaboracion. Ademas de esto, el producto se

encuentra inscripto en el Registro Nacional de Productos Alimenticios (RNPA) bajo el n° 04064284.

Se obtuvieron menciones en los premios ArgenINTA 2016, APSAL 2018 e Innovar 2018 por el

desarrollo conjunto del producto entre una PyME y un equipo de investigacion.

El queso funcional con fitoesteroles se comercializa actualmente a través de una plataforma
web y en comercios conocidos como “dietéticas”, ya que es una alternativa para el cuidado de la salud
de las personas moderadamente hipercolesterolémicas.

Los resultados de esta tesis han abierto un camino a la innovacion por asociacion entre el INTA
y la industria. Actualmente se esta trabajando en nuevos desarrollos de quesos diferenciados
funcionales con la misma empresa (CDS-Lacteos Capilla del Sefior S.A.) y con otros grupos de

investigaciéon asociados.
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8. ANEXOS
8.1. Ficha técnica de fitoesteroles libres Advaster ol 90 ® (FEL)
ADVASTEROL 90
Product Data Sheet
PRODUCT SPECIFICATIONS
ADVASTEROL 20 is an off-white powder having a siight Quality Control Data (Measured on each Lo)
characterstic vegetable oil aroma. Obtained from vegetable .
oils ADVASTEROL 20 is rich in Beta-Sitosterol, Stigmaster- Total Plant Sterols (%) Min. 80
ol and Campesterol, with small amounts of other sterols. Additional Technical Data (Determined Regularly)
Metting Point (°C) 135-145
[woRepients | o e o
Specific Gravity (25°C) 0.3-05
Contaminants
Organic Volatle impurities Pass USP 32, Method IV
Heavy Metals as Pb (mg'Kg) Max. 10
mssav o oatsl ieas
ADVASTEROL 20 contains not less than 900 mgig of total Lead (mg/Kg) Max. 0.1
T Mercury (mg/Kg) Max. 0.1
Cadmium (mg'Kg) Max. 0.2
Pesticide Recidues (ppm) Max. 2.0
Suphated A %) vax 01
B — Sitosterol (%) 34-50 Microbiology
Campesterol (%) 17-30 Total plate count (CFU/g) Max. 100
Stigmasterol (%) 22-30 Yeast (CFUIg) Max. 25
Brassicasterol (%) 0-3 Moulds (CFUIg) Max. 25
Sitostanol (%) 0-1 Colforms (CFUIG) Max. 10
Other Sterols (%) 2-3 Salmonella (/10g) Negative
Slight variations of typical composition due to variability of Escherichia coli (/10g) Negative
: - 3N oeeur. Staphylococcus aureus (/10g) Negative
fm‘, Mycotoxins (Aflatoxin B1) Negative
A“,’;l-'_:“-f Ym"a;snm CasHaO
_ P . T b Molecular Weight  414.71
/" campestersl  CaMuO
,3 ,J\.._ 5 Molecular Weight 400,68
Py
w1/t otomasend  CaHaO
/—-\fljzf* “% Molecular Weight 412,60
Advanced Organic Materialis S A Version 4 of November 2015 Page 12
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PLANT STEROLS

ADVASTEROL 90
Product Data Sheet

STANDARDS

Kosher.

The U.S. FDA has recognized Plant Sterols as safe (GRAS)
GRN #2308 Vegetable oil and Tall Oil derved phytosterols
and phytosterols ester formulations; and are GRAS exempt
for the requirement for pre-market approval (21 CFR, Part
170.36) for certain food categories.

ADVASTEROL 20 is TSE & BSE free; does not contain any
meat products, nor alcohol. and has not been irradiated.

According to Scientific Panel on Dietetic Products, Nutrition
and Allergies (EFSA, May 2007) it is unlikely that natural

plant sterols: “Foods containing at least 0.4 g per serving of
plant sterols, eaten twice a day with meals for a daily total
intake of at least 0.8 g, as part of a diet low in satyrated fat
and cholesterol. may reduce the risk of heart disease.”

Insoluble in water, oil and fats.

STORAGE CONDITIONS

ADVASTEROL 90 must be stored in sealed containers, at
room temperature and dry conditions, given that product is
unstable when exposed to light. axygen, alkaline environ-
ment or high temperatures.

48 Months from manufacturing date from in unopened
package.

ADVASTEROL 90 is available in 25Kg containers or 400
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iz AOM

NUTRITIONAL INFORMATION

Calores (kcal/100g)

Total Carbohydrate (%)

Protein (%)

Total fat (%) 02
Dietary Fiber (%) 0
Humidity (%) 18
Ashes (%) 0
Eatty Acgs

Saturated (%) 0
Monounsaturated (%) 01
Polyunsaturated (%) 0.1
Trans Fat (%) 0
Sodium (mg/100g) 07
Potassium (mg/100g) 0.8
Calkcium (mg/100g) 0
Lead (mg/100g) 0
Sugars 0
Starch 0
Cholesterol (mg/100g) 0
Vitamin A 0
Vitamin C 0
Vitamin E (IU) 0
Other, Phytosterols (%) Min. 90

ADVASTEROL 20 can be used in 3 wide vanety of food
preparations as an LDL Cholesterol reducer. It can also be
used in cosmetics for its emulsifying and stabdizing proper-
tes.

manner of use is wentical and as specified in
following EC decisions: 2004/333, 2004/334, 2004/335,

Kg Big Bags. 2004/336, 2004/845, 2006/58 & 2008/36.
DISCLAIMER
This Product Data Sheet contains Information based on our Iaborstory aralysis. Advanced Organic SA With regards 1o the suablity of e
products for any spectic purposes intended by e user. for use and of the procuct are given for Informaton purposes. These suggestions do not
reiease for the testsas of the on the of the Intended process. The user of the product IS solefy re-
sponsitie for compilance with 3l laws and reguiations appiied 10 the use of the product, INCuding nfslectual property Mghts of third partes.
The YDicy values, methods are o
Agvanced Organic Materiais SA. Version 4 of Novermber 2015 Page 22
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8.2. Ficha técnica de fitoesteroles libres Advaster

PLANT STEROLS

ADVASTEROL ESTER

Product Data Sheet

ADVASTEROL ESTER Is a light yellow and viscous paste,

ol Ester ® (FEE)
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i~ AOM

DDU  PECIFICS

Quality Control Data (Measured on 2ach Lot)
Total Sterol Ester content + Free Sterols (%)

Free Sterois (%)
Ackd Value (mg KOHIg)

]

Min. 97.0
Max 3.0
Max 1.0

Additional Technical Data (Determined Reguany)

Viscosity @30°C (cP)
INGREDIENTS | Molecular Weignt
Natural phytosterols esters Spectic Gravty (25°C)
RS P — Contaminants
Oganic Volatie Impurtties
[assay ey et 2 25 ()
ADVASTEROL ESTER contains not less than 970 mgig of Arsanic (mg/Kg)
fotal sterol esters and free phytosterols. ne o
Mercury (mg/Kg)
c) CAL COMPOS! Cadmium (mgXg)
Total Sterol Ester content + Free Sterols (%)  97-99 Pesticide Recidues (ppm)
Free Sterols (%) 05-30 Sulphated Ash (%)
f — Sttosterol (%)" 37-53 Microblology
Campesterol (%) 17-31 fHESEN PR R Y L)
Stigmasterol (%)" 21-35 Yeast (CFUig)
Other Sterols (%)° 3-3 Moulds (CFU/g)
Sight vartations of typical composition due to varablity of Coliforms (CFUIG)
vegetadle oll feedstocks can oocur. Saimonelia (/10g)
- ').x-n. Escherichia coll (/10g)
0 A
USSP e n o w1
v e m
£ —Shipsterpl Olegte CM MW.:679.15
Stigmasierol Olegte CarHuOz MW 677.14
v L
) I_ "!l_z. [
) Fe ooy
£ o T -nf
Relafive composition of the Sterol fraction
Advarnced Orgasc Materiahs S A Vemon 7 of Novesster 2015

2400-2700

665.05-681.14

0.591-0%8

Pass USP 32, Method IV

Max 10
Max 0.2
Max 0.1
Max 0.1
Max 0.2
Max 2.0
Max 0.1

A

Page 12
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PLANT STEROLS

ADVASTEROL ESTER
Product Data Sheet

Produced accoraing GMP, Codex Almentarius. Certified
Kosher.

The U.S. FDA has recognized Plant Sterois Esters as safe
(GRAS) GRN #3393 Vegetabile ol and Tall Oll derived phy-
tosterois and phytosterols ester formulations; and are
GRAS exampt for the requirement for pre-market approval
(21 CFR, Part 170.3€) for certain food categories.

ADVASTEROL ESTER Is TSE & BSE free; does not con-
tain any meat products, nor alcohol, and has not been Ima-
diated.

According %0 Scientific Panel on Dietetic Products, Nutrition
and Allergies (EFSA, May 2007) It is uniikely that natural
phytosterols from soybean sources will trigger 3 severs
allergic reaction In susceptile NdVidLals.

The FDA will alow folowing claim for products containing
plant sterol esters: “Foods containing at least 0.65 g per
serving of plant sterol esters, eaten twice with meals for a
aaly ntake of at least 1.3 g, 35 part of 3 det low In saturat-
ed fat and cholesterol, may reduce the risk of heart dis-
ease”

2
&
ieaeoooeeg

Insoluble in water. Soluble In oil, fats, hexane, Iso-octane
and 2-propanol.

ADVASTEROL ESTER must be stored In sealed contain-
ers, 3t room temperature and ary conditions, given that
proguct is unstadle when exposed 10 ight, oxygen, alkaine
environment or high temperatures.

18 Months from manufacturing date from In unopened

i E

ADVASTEROL ESTER Is avallable in 18Kg metal pals or
190 Kg metal arums.

DISCLAMER

Thes Product Dete Shee! comtans bamet on ot

roducts B0 eny speciic purposes Mdended Ly the user R for une and
erew for oty o the

@
A

Polyunsaturated (%)
Trans Fat (%)
Sodum (mg/100g)
Potasslum (mg/100g)
Caicium (mg/100g)
L=ad (mg/100g)

o o
]

ADVASTEROL ESTER can be used In 3 wide varety of
fo0d preparations as an LDL Cholesterol reducer. It can
also be used In cosmetics for Its emusifying and stadlizing
properties.

Suggested manner of use s identica and as specifed n
20047336, 2004/845, 2006/56 & 2008/36.

Orgarse Matrials S A gssunes no (esporsitily wih fegerds 1 the satatlly of be
of the product are gven for Thas oo et

of the Riended process The user of the roduct & saely re-
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sponsitse for compiiance Wih o lews end legietions agpied o the we of the roduct, Indudng ntelectuel croperty dghts of tird paes.
The rdormeton recresatt Yol vaues, sralylosl mettod ere avalelie o customen reguest
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8.3. Ficha técnica de fitoesteroles emulsificados E
8.4. Anexo IV. Ficha técnica Vitamina E natural SF

Ficha Técnica
VITAMINA E NATURAL

VITAMINA E NATURAL SF 900 IU
Hoja Técnica de Producto

VITAMINA E NATURAL SF 900 Ul es un aceite viscoso de
Color ambar a rojo con aroma y sabor suave, olor
caracteristico del aceite vegetal. Contiene d-alfa tocoferol
obtenide del aceite de girasol.

Tocoferoles Naturales de Aceite de Girasol
Aceite de Girasol

VITAMINA E NATURAL SF 900 Ul contiene no menos de
604 mg/g of d-u-tocoferol que representa 900 Unidades
Internacionales (Ul). Contenido de tocoferoles totales de
66-69%.

COMPOSICION QuiMICA

d-a-Tocoferol (%) Min. 60.4
d-+1-Tocoferol (%) 3.0-70
d-5-Tocoferol (%) 0.6-30

Pueden producirse leves vanaciones de compoesicion tipica
debido a la vanabilidad de las matenas primas.

o,

w .. d-eTocoferol  CosHsiO:
i LA T o Molecular 430.69
I,
d-B-Tocoferol  CasHisO;

v, I )
CT g o 1" PesoMolecular 41666

tHy

d-r-Tocoferol  CzHus0:

el oy sty Sty
"""L%I“LH“’“’"’“"“-’L = Peso Molecular 416.66

WO . B . d-5-Tocoferol cer.qﬁOz
1S SENEINES Sy
L Peso Molecular 40264

Advanced Organic Materials S A

Versién 3 de Diciembre 2014
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MULFIT AE 3675 ® (FEEM)
900 Ul ®

@

SAPORITI

iz AOM

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO
Datos de control de Calidad (Determinados en cada lote)

Unidades Internacionales (Ul) Min. 900
d-o-tocoferol (%) Min. 60.4
Acidez (ml 0.1N NaOHT7g) Max. 1.0

Informacion Técnica Adicional (Determinada regularmente)

Tocoferoles Totales (%) 66 - 69
Rotacién Especifica Min. +24
Densidad Relativa (20/20°C) 092-0.96
Color Gardner Max. 12

Contaminantes

Impurezas Organicas Volatiles Pasa USP 32, Método IV

Metales Pesados como Pb (mg/Kg) Max. 10
Arsénico (mg/Kg) Max. 0.2
Plomo (mg/Kg) Max. 0.1
Mercunio (mg/kKg) Max. 0.1
Cadmio (mg/Kg) Max. 0.2
Residuos de Pesticidas (ppm) Max. 2.0
Cenizas Sulfatadas (%) Max. 0.1
Microbioldgico

Recuento de aerobios totales (CFUIg) Max. 100
Levaduras (CFU/g) Max. 25
Hongos (CFU/g) Max. 25
Coliformes (CFUIG) Max. 40
Salmonella (/10g) Ausente
Escherichia coli (/10g) Ausente
Staphylococcus aureus (/10g) Ausente
Micotoxinas (Aflatoxina B1) Ausente

Pagina 112

ser consideradas como recomendaciones para utilizar prc;ductos de Saporiti SA en violacién de hinguna ley, patente

o reglamentacion oficiales.

SAPORITI S.A. — B. Mitre 2364 (1039) Buenos Aires — Tel y Fax: 5861 6100 (lineas rotativas)
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VITAMINA E NATURAL

VITAMINA E NATURAL SF 900 1IU
Hoja Técnica de Producto

VITAMINA E NATURAL SF 900 UI cumple con los requisi-
tos de la monografia del actual Formulario Nacional (NF,
Tocoferol Excipiente) y FCC (RRR-Tocoferoles, concentra-
do, mezcla, bajo alfa); como los de la Union Europea (E
306, extracto rico en tocoferoles).

Producido acorde a GMP, Codex Alimentarius. Certificado
Kosher.

La U.S. FDA ha reconocido a los tocoferoles como sanos
(GRAS) como nutriente y como conservante (21 CFR, Par-
te 182.8890 & 182.3890); y son GRAS exentos de autoriza-
cion previa a la comercializacion (21 CFR, Parte 170.36)
para ciertas categorias de comida.

VITAMINA E NATURAL SF 900 Ul se encuentra libre de
TSE & BSE; no contiene productos camicos, ni alcohol, y
no ha sido iradiado.

SOLUBILIDAD

Soluble en aceites y grasas. Insoluble en agua.
Parcialmente soluble en etanol, miscible con solventes
0organicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

VITAMINA E NATURAL SF 900 Ul se debe almacenar en
envases sellados, ya que el producto es sensible a la
peraturas.

exposicion con aire, luz o altas tem

36 meses desde la fecha de manufactura.

VITAMINA E NATURAL SF 900 Ul esta disponible en bal-
des metdlicos de 18 Kg y tambores metalicos de 190 Kg.
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INFORMACION NUTRICIONAL

Calorias (kcal/100g) 81
Carbohidratos Totales (%)

Proteinas (%)

Grasas Totales(%)

Fibra Dietania (%)

Humedad (%) 02
Cenizas (%) 0
Acidos Grasos

Saturados (%) 12
Monoinsaturados (%) 18
Poliiunsaturados (%) 20
Grasas Trans (%) <0.1
Sodio (mg/100g) 07
Potasio (mg/100g) <05
Calcio (mg/100g) 0
Plomo (mg/100g) 0
Azucares 0
Almidén 0
Colesterol (mg/100g) 0
Vitamina A 0
Vitamina C 0
Vitamina E (IU/100g) Min. 90000
Otros, Tocoferoles (%) 66-69
Otros, No tocoferoles (%) 2225

VITAMINA E NATURAL SF 900 Ul es utilizado como nu-

triente esencial y suplemento dietario en capsulas de gel y
en las preparaciones alimenticias. El producto es comple-
tamente soluble en grasas y aceites.

Los Productos que contienen VITAMINA E NATURAL SF
900 Ul pueden rotularse como Natural Source Vitamin E.

SA no asume ninguna responsabilidad en relacion a la apliicaddn
50N a titulo i ivo. Dichas i eximen al diente de

Bevar a cabo las pruebas yaguela del px delas de cada prooeso. El usuanio de estos productos es & responsable de cum-
plir con las leyes y reg: de
La 36 valores tipicos, los se a del cliente.
Advanced Organic Matedals SA Version 3 de Diciembre 2014 Pigina 272
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8.5. Anexo V. Protocolo elaboracion de blando bajo
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en grasa con fitoesteroles EEA-INTA Rafaela

INTA - RS

INLAIN

INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA
EEA RAFAELA
LABORATORIO DE CALIDAD DE CALIDAD DE LECHE ¥ AGROINDUSTRIA

INSTITUTO DE LACTOLOGIA INDUSTRIAL
UNVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

PROTOCpLO PARA
ELABORACION DE BLANDO
bajo en grasa con
Fitoesteroles
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1.- Objetivo

Elavorar quaso Blando wtilzendo difemnenes fermentos divecios y coagulamies utdzando una
tecnologie e permila cblener quesos de callsad, rendimienin ¥ Caraclerssices enso el
uniformes.

2.- Alcance/ Responsable

Este prooadimientn pusde ser uShaado para dar respuesta a todos los ensapos
Imvestigacion y Desarrcle, que involuoren 13 Saboracon de aste HPo de GUELD y que precse
conlie £on Una lecndlogia constants 3 fin de cusnificar el electo de cienas varables sobre

producto final
3.« Documentacidn de referencia

4.- Principlo

=5

L ]

5.- Equlpos y materiales

51 Letha: Se utitza fresca de busns cabdad higidnico - sankana (pH: 6.6-6.7. acdez:
14-16'0, RBY < 10" ule/mi y RCE 4D0.000 odiimi).

4.2 Cumpe: _El volumen 3 pgregar ey de 9 mi cada 100 #ros de leche.

El msmo se dsusive on aprosimadements 200 w de agua destiada, inmedatamente

antes de agrege o cuae & la tna

43 Fermante: Se uilza s siguienies fermenmos Bl maestro quesera :

L33 5008 OF WEMAMD 18 AmEsens 8 20 'C. Pui ey wuboracion s uliiza ur sulae

de fermentn. Se dewsivs o fervamo en 100 mi de leche pasteunzada (B mama ce s

shboracidn, a aprodmadamente I6°C) 5 minutos amdes ce adiconac @ B tna de

elborackin

Clorure de calcio: #¢ agrega en solucidn al 40%. La cortidad a adconar s de 25 mil en

100 Mros de leche.

Tangue de almacenamiento de |a leche: & wche previa a la elboracion, debe

mamenerse 3 4°C £l ierpo de simecesamente de ia leche no debe exceder b 46 horas

desdn of momensto del ordefie.

Filtro & linka de ontrada de Ia leche

Frecalentador a placas

Desnatadora

Tina quesera: para dar respuests al objetivo de obtener lecnolgias constamies y

repetibies, &5 Necesano que b mems permits . regular de forma automatica la velocidad de

pro de fas lrss, monkonsar castidad oe leche en |a Ina y la temperatura de s leche en is

tna

510 Pre-prensa

5.11 Mesa de trabajk

5.12 Moldles: s+ uliizan moldes dlindricos perforados, de plastico, que permian cBlener
quases de 3 a &g,

§.13 Salmuera: 1» concentaciin de s selvuers dabe estar entre 20+ 0.5 "3, Se o adcons
ademss ce NeCl, COyCa, @ 05 % La saimuena debe estar 3 una lempermiars de 4°C £ 2

414 Chmara e maduracion: temperatury: 442

§.15 Coagulometro

5.16 pHimetro y slectrode de pH

517 Acidimetro

§.13 Baho maria

5.19 Equipo parn determinar ks concenstracidn de grasa y proteina de ia Inche

E3EE &
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-

Tome muestra de lechs @w tanque. Termzar 8 40 °C y mady |n concentracion de
Qrasa y prote s de la misma
Utiizando o dagrama de Pearson, alcuar of volumen de leche a desnitar de sl
mwumcumwamtwohmmmutm.
mmwumm-ummenuau.mumd
volumen de che por la densidad de & leche: 1,03)
mdm«mmmmmmmu
Pastwurizar 13 'eche: 83°C 30 min
Entriar. Cuindo la temperanuna legue a 55°C adicicnsr of chorwro de cake
Agregar el farmests drecto a la Sna, dmctviendolo prevamente &n Una porcidn de
mm-muwamvc.umom 1Smn
“Temparatrs de agregado del ermento: 37°C
mu-mvmammm.um.mummmum
= leche pasiewrizada y sdcionar a ina
B Mwam;amumum«mwmamm
‘Tempanaturs de coapudaciin’ 38-3M
‘Dosis de coaguwte: Bl cada 100 I de mche
9. UnmwudeMaMhMynmmd
w.uenoudnmwdmmm-mhm'mmm Factor de
torte 3

Nota 1: no debe paser mas de 2 N @niew fn adicion del casgulanie ¥ of nicio del

programs
m&mamomummumnum
o la teds vioo v qutano da la fins

0 mbbwmumcmuonwwmmm.

"1 Cone 2 vusltas 8 4 8 rpm

12 Agracion 1 vuelta & 4.8 rpm

13. Core 3 wueltas 2 8 rpm.

4. Agrackie: 3 wusitss 3 10 ipm.

15. Cone 2 vuelias @ 18 ipm

6. Cone 3 mn » 10rpm.

7 Calemar @ 39-40°C aurame 2 min £ memo se realizs cortando la masa » 16 rpm

15 Bsjar e @ masa & los moldes 0on sanguers sanitara.

19, Incutar los quesos a 38 °C curame  acidifeacan Madlr Fh y lempenstura en ud sol
honma cada media hora Nasta leger a ph 5.2 Vollesr los quesos duranms is
*cOfzackin en olre molde no Mas de J veces.
M::nm%“m“mumndhmhmmm.u
deben yarscums 3.5 a £ horas

20 Colocar en ssmuera (2086 4°C y pH 500) Tiemge de saindo: 10 min por klogramo
uqmmmmm,maumunmym
reckculRodn 19mn por kg 06 Gueso.

n, Ovea‘.uninmmmumqunoumn

22, nmmqmmmwmmomm.

23 Rendmients: (Kg. de quess kg leche) *100

24 Ervasar 3l vacio y simacenar an caman de &°C hasts ol firal de  madumcidn.

25 Pramer muestreo: Tiwmpo 0 antes o amssr ol vacio. Andnm hymadad.

25 Baguedo muestreo: Snad de bs maduracin (20 dlas)

Andisia: Faco quimoo (Ph, Clorures. grasa. Humedad y proteina) y micraesldgico
(soklormes a 30°C y # 45°C. Shapyloceesus sureus, Listaria monocytopenes y
Samonels ssp).
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