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1 MARCO TEORICO Y OBJETIVOS

1.1 MARCO TEORICO

A nivel mundial, son aproximadamente 17 millones las personas que
mueren cada afio por causas como el IAM y el ACV, y estos sucesos tienen una
directa relacién con la hipercolesterolemia, al incrementar el riesgo de padecer
este tipo de episodios coronarios (Romero Palacio, & Vasquez Trespalacios,

2012).

En la Argentina, las ENT explican mas del 60 % de las muertes, y
particularmente la EC se asocia a una elevada morbilidad, reduciendo los afios
de vida en un 16 %. Es por ello, que nuestro pais implementa el Programa
Nacional de Prevencion de Enfermedades Cardiovasculares que propone como
lineamientos estratégicos la promocién de alimentos procesados saludables y la

priorizacion en areas de investigacion relacionadas (Ministerio de Salud, 2011).

En este sentido, la investigacion cientifica, la innovacion tecnologica y la
actual tendencia hacia lo saludable revolucionaron la industria alimenticia con el
nuevo concepto de Alimentos Funcionales (AF) (Millone, Olagnero, & Santana,
2011). Actualmente, se puede definir como AF a los “productos con ingredientes
capaces de producir efectos saludables, cuya elaboracion no sélo contempla su
calidad nutricional, sensorial y tecnologica, sino que también aportan
componentes bioactivos que contribuyen al bienestar del consumidor y/o
previenen el desarrollo de ENT” (Pang et al.,, 2012). Dentro de estos
componentes, se destacan los fitoesteroles, a los cuales se les atribuyen efectos
fisiolégicos como su capacidad hipocolesterolemiante. Esto se debe a que en la

luz intestinal, desplazan por competencia al colesterol, por lo cual no puede ser
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absorbido. Al mismo tiempo, los fitoesteroles presentan escasa absorcién en el
intestino, también liberandose de la micela en el momento de la transferencia por
transporte activo de los acidos grasos y monoglicéridos siendo finalmente
excretado con las heces (Marangoni, & Poli, 2010). Es por ello, que una de las
acciones dirigidas a controlar los niveles de colesterol plasmatico, consiste en

recomendar su ingesta (Romero Palacio, & Vasquez Trespalacios, 2012).

El consumo de 1-3 g/dia de esteroles vegetales logra disminuir el
colesterol LDL en un 10 %, y 2 g/dia con una dieta baja en grasas saturadas lo
reduce hasta en un 15 % (Romero Palacio, & Vasquez Trespalacios, 2012). La
Union Europea sugiere que un consumo regular de un minimo de 2 g/dia de
fitoesteroles afadidos a alimentos tales como margarinas para untar, productos
lacteos y aderezos, reducen un 7-10,5 % las concentraciones sanguineas de

colesterol LDL (Union Europea, 2010).

Por otro lado, la leche de cabra se caracteriza porque los valores de as1-
caseina, principal responsable de respuestas inmunoldgicas perjudiciales, son
muy bajos, pudiendo ser consumida por personas que presentan intolerancia a
la proteina de leche de vaca (Paz et al., 2014). Con respecto a la grasa, el 80 %
de los glébulos mide menos de 5 micras, lo que se traduce en una mayor
digestibilidad; también contiene una mayor proporcion de acidos grasos de
cadena media (Minervini et al., 2009), que desde el punto de vista tecnoldgico
se traduce en la textura mas suave de sus subproductos. En general, el consumo
de leche de cabra y sus derivados, se asocia con efectos beneficiosos para la
salud que van mas alla de su valor nutricional intrinseco, sirviendo también como

matrices para vehiculizar ingredientes funcionales (Silanikovea et al., 2010).
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Por ultimo, la elaboraciéon de queso mozzarella se plantea, en nuestra
region, como una alternativa estratégica de expansion para la industria de
lacteos (Ministerio de Economia, 2009), ademas la mayoria de las personas
estan familiarizados con este producto utilizado tradicionalmente en pizzas y una
gran variedad de preparaciones dietoterapicas (Sexto Foro Federal de la
Industria, 2007). Su principal caracteristica es que se obtiene por hilado de una
masa acidificada, complementada o no por la accion de bacterias lacticas

especificas (ANMAT, 2014).

Por todo lo expuesto, resulta innovadora la formulacién de un producto
que tiene propiedades benéficas en todos los ingredientes que lo componen.
Nuestro pais no dispone de un queso mozzarella semidescremado a base de
leche de cabra con adicidén de fitoesteroles, y no se encontraron antecedentes
de estudios que permitan evaluar dosis del fitoquimico y el éxito de su agregado

a éste alimento.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

e Formular productos adicionados con componentes bioactivos

destinados a la poblacion adulta, a fin de prevenir ENT.

1.2.2 Objetivos Especificos

* Determinar la calidad higiénico sanitaria y composicion quimica de la

leche de cabra.

e Formular un queso mozzarella semidescremado a base de leche de
cabra.
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* Evaluar el color y definir perfil de textura y su evolucién durante el
proceso de obtencion del producto, caracterizandolo macro y

microscopicamente.

* Cuali-cuantificar fitoesteroles (Brassicasterol, 24-metilencolesterol,
Campesterol, Campestanol, Stigmasterol, [-sitoesterol y d-5,24-

stigmastadienol).

* Caracterizar sensorialmente el producto de acuerdo a su apariencia,

consistencia y flavor; y determinar su aceptabilidad.

* Evaluar el efecto de su ingesta sobre la Glucemia, y concentracion

plasmatica de Colesterol Total, HDL , LDL y Triglicéridos en ratas wistar.

1.3 DESCRIPCION DEL TRABAJO DE TESIS

Este trabajo de Tesis Doctoral ha sido estructurado de la siguiente manera:

v" En el Capitulo I, se expone un breve Marco Teérico que aborda el tema
planteado en el trabajo, los Objetivos propuestos en el Plan de Tesis, el

financiamiento y lugares de realizacion.

v' En el Capitulo Il, se describen la materia prima empleada en el estudio:

Leche de Cabra.

v En el Capitulo lll, se detalla la estandarizacion del proceso de obtencién del
producto al cual se afadira el compuesto bioactivo: Queso Mozzarella de

Cabra.

v El Capitulo IV, se describe el componente funcional y su incorporacion en la

matriz alimentaria: Los Fitoesteroles.
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v El Capitulo V, se evalula el efecto hipocolesterolemiante del producto final en

ratas wistar: Ensayos Biologicos.

v' Las Conclusiones finales a las que se arribaron a través del trabajo

realizado.

v Por ultimo, se nombran los resimenes expuestos en Congresos Nacionales
e Internacionales y se presentan las Publicaciones derivadas del trabajo de

Tesis.

1.4 FINANCIAMIENTO Y LUGAR DE REALIZACION

Financiamiento: Este trabajo de Tesis Doctoral se realizé a través de una

Beca Doctoral TIPO | (periodo 2011-2014) y TIPO Il (periodo 2014-2016) del
CONICET, y BIP (Beca de Iniciacion Profesional) (periodo 2016) del CIUNSa
(Centro de Investigacion de la Universidad Nacional de Salta). Fue financiado
por el Proyecto de Investigacion del CIUNSa N° 2071: “Ingredientes bioactivos
en la formulacion de alimentos con atributos saludables para la prevencion de

ECNT” de la directora de Beca.

Lugar de trabajo: El Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciencias

de la Salud — UNSa, contdé con cromatdégrafo CG, espectrofotometro de
absorcion atomica, balanzas granataria y analitica, centrifugas de mesa y
butirométrica, estufas con aire forzado, de cultivo y de secado, mufla, bafio
termostatico, digestor y destilador Kjeldhal, peachimetro, agitadores magnéticos,

heladera, cocina y equipamiento para procesar alimentos.

Ademas, se contd con el Laboratorio de Alimentos del INIQUI (Instituto

Nacional para la Industria Quimica), donde se pudo acceder a: texturometro
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“‘QTS Texture Analyser” y colorimetro de reflectancia Color Tec PCM- Cole

Parmer. Alli fueron realizados los analisis de textura y color.

El analisis sensorial se realiz6 en el [ISA de la Facultad de Ciencias de la
Salud — UNSa, que dispuso de la infraestructura necesaria segun normas

previstas para la realizacion de evaluaciones sensoriales.

Las pruebas biolégicas se realizaron en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias de la Salud — UNSa, el cual contaba con la infraestructura necesaria

para el buen manejo de animales utilizados para fines cientificos.
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2 LECHE DE CABRA

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Definicion

El articulo 554, Capitulo VIII, del CAA define con la denominacién de
Leche sin calificativo alguno, al “producto obtenido por el orderio total e
ininterrumpido, en condiciones de higiene, de la vaca lechera en buen estado de
salud y alimentacion, proveniente de tambos inscriptos y habilitados por la
Autoridad Sanitaria Bromatologica Jurisdiccional y sin aditivos de ninguna
especie’. Ademas, agrega que “la leche proveniente de otros animales, debera
denominarse con el nombre de la especie productora" (ANMAT, 2014), en este

caso, leche de cabra.

2.1.2 Propiedades fisico-quimicas

El pH normal, oscila entre 6,3 y 6,7 (Luquet, 1991). Este valor no es

constante, y puede variar de acuerdo a:

* Periodo de lactacion: en el calostro es mas bajo que en la leche (6,0) y es
debido a un elevado contenido en proteinas. Pueden observarse valores muy

altos (mayores a 7,4) al final del mismo (Alais, 1985).

* Presencia de mastitis: cuando los valores se encuentran entre 6,9 y 7,5;
puede sospecharse de leches mastiticas (fase subclinica) por aumento de la
permeabilidad de las membranas en la glandula mamaria que origina una

mayor concentracion de iones Na y Cl (Alais, 1985).
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* Temperatura: el pH disminuye en promedio 0,01 unidades por cada °C que
aumenta, fundamentalmente a causa de la insolubilizacién del fosfato de

calcio (Alais, 1985).

* Tratamiento térmico: la pasteurizacion causa algunos cambios en el pH
debido a la pérdida de CO; y a la precipitacion de fosfato de calcio.
Temperaturas superiores a 100 °C, resultan en una disminucién del pH
debido a la degradacién de la lactosa a varios acidos organicos,
especialmente a acido formico. También, la concentracion de la leche por
evaporacion de agua causa una disminucion en el pH cuando la solubilidad
del fosfato de calcio es alta, y este pasa al estado coloidal (Fox, &

McSweeney, 1998).

A pesar de todos estos cambios, el pH varia en un rango muy reducido,
por lo que valores inferiores a 6,3 o0 superiores a 6,7 ponen en evidencia una

leche anormal (Luquet, 1991).

La acidez se expresa en grados Dornic (1,0 °D equivale a 0,1 g de acido
lactico por litro de leche), y en el momento del ordefio, su valor oscila entre 12-
14 °D. Esta acidez natural esta en funcion del periodo de lactacion, en el cual la
concentracion de caseinas, sales minerales e iones varia. Al final de la misma,
pueden observarse valores de acidez de 16-18 °D, asociada a la riqueza de la

leche en caseinas (Luquet, 1991).

La densidad de la leche de cabra oscila entre 1,026 y 1,042, segun que
los resultados se hayan obtenido en leches individuales, de rebafio o de mezclas

de leche, y en funcién de la estacion, estado fisiologico y raza (Luquet, 1991).
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El contenido promedio de proteinas en la leche de cabra es de 4,6 g 100
g'1, aunque varia ampliamente segun la raza, etapa de lactacién, alimentacion,
clima, paridad, temporada y estado de salud de la ubre. La leche de cabra
contiene alrededor de 0,7-1,0 g 100 g™' de N, la mayor proporcién es no proteico;
y tiene menos caseina que la leche de vaca, por lo que el rendimiento quesero
suele ser mas bajo (Park et al., 2007). Las principales proteinas se producen en

dos fases distintas:

* Micelar: compuesta por cuatro fracciones principales de caseinas: ds1, Os2, K
y B, ésta ultima predomina sobre las demas, y tiene la caracteristica de tener
una mayor solubilidad, que sumado al menor tamafo de las micelas, las
cuales se encuentran en suspension dentro de la matriz lactea, y a su baja
estabilidad al calor, hacen que la proteina coagulable de la leche de cabra
sea baja (Haenlein, 2004), lo que implica que durante la elaboracién de queso
el rendimiento sea inferior, afectando la firmeza de la cuajada, tiempo de
coagulacion y contenido proteico final (Vega et al., 2004). En general, son
inestables, precipitan a pH 4,6 a temperatura ambiente, tienen un tamano
promedio de aproximadamente 190 nm de diametro, y se encuentran
vinculadas entre si por fosfato de calcio y pequefias cantidades de magnesio,
sodio, potasio y citrato, que difunden la luz y dan a la leche su apariencia

blanca opaca (Park et al., 2007).

* Soluble: compuesta por proteinas estables que, durante la elaboracion del
queso, difunden al suero (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y seroalbumina)

(Park et al., 2007).
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La grasa y sus acidos grasos (butirico, caproico, caprilico y caprico) son

los componentes de la leche mas influenciados por la alimentacion de los

animales, ocasionando una composicion diferente y, por lo tanto, un efecto sobre

las propiedades tecnoldgicas (Oliszewski et al., 2002). Los globulos de grasa son

de un diametro medio de 1,5 uym, lo que los hace mas digeribles (Albenzio, &

Santillo, 2011); y al mismo tiempo, propensos a la lipdlisis, ocasionando la

ruptura de los triglicéridos, con liberacion de acidos grasos al medio (Deeth,

2006). La concentracion de AGLT existentes en la leche esta conformada por los

AGL iniciales y los formados por lipdlisis (Taverna et al., 2007).

Se identifican 3 tipos de lipdlisis:

Espontanea: asociada al potencial lipolitico, que resulta de la combinacién de
numerosos efectos, como las variaciones relacionadas al estado fisiologico,

nutricional y sanitario de los animales (Taverna et al., 2007).

Inducida: por accion de la lipasa natural sobre los glébulos grasos de la leche,
después que éstos sufrieron dafios (rupturas) causados por cambios térmicos
(refrigeracion, calentamiento) y efectos mecanicos (turbulencia, batido).
Estos factores amplian el frente de ataque de las lipasas favoreciendo su

accioén sobre los triglicéridos (Taverna et al., 2007).

Microbiana: estrechamente ligada a la calidad bacteriolégica, se produce por
la accion de las lipasas secretadas por los microorganismos,
fundamentalmente bacterias sicrotrofas que constituyen la flora

predominante en leche refrigerada (Taverna et al., 2007).
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Los acidos grasos liberados de la lipdlisis pueden ser de cadena corta,
media o larga (mayores a 12 C). Los dos primeros representan un papel
importante en el desarrollo del aroma, debido a que tienen un umbral de
percepcion muy bajo, no asi los de cadena larga. Para los insaturados, el aroma
puede variar de acuerdo al isbmero del que se trate; y los de cadena ramificada
son caracteristicos de la leche de cabra. Comunmente, los acidos grasos tienen
un umbral de percepcidén mas alto que el de los ésteres que forman, y que
proporcionan aroma rancio, acre, caprilico, jabonoso o ceroso (Lépez del

Castillo, 2010).

El contenido de lactosa varia entre 3,11y 3,50 g 100 g™ segun la raza
(Giménez, Ramodn, & Nufez de Kairuz, 2005); otras fuentes indican un rango
entre 4,4 y 4,7 g 100 g, dependiendo del estado de lactacién de los animales

(Vega et al., 2004).

Por otro lado, la legislacion vigente exige requisitos minimos con respecto
a las caracteristicas fisico-quimicas que debe cumplir la leche de cabra, las

cuales se observan en la Tabla 1 (ANMAT, 2014).

Tabla 1. Requisitos fisico-quimicos de la leche de cabra.

Requisitos Valores aceptados
Materia grasa (*) (g 100 g ™) Min. 3,0
Extracto Seco No Graso (*) (g 100 g™') Min. 9,0
Acidez (°D) 14-22
Proteinas Totales (N x 6,38) (*) (g 100 g™) Min. 2,8

(*) La Autoridad Sanitaria Nacional podra considerar otros valores como
validos cuando se demuestre fehacientemente que se corresponde a valores
de distintas cuencas y razas lecheras del pais.
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2.1.3 Caracteristicas organolépticas

La leche de cabra presenta un color blanco mate debido a la ausencia de
B caroteno; el olor es neutro, aunque a veces, al final de la lactacién aparece el
llamado caprico; presenta un sabor levemente dulce y agradable; y aspecto

limpio, sin grumos (Luquet, 1991).

2.1.4 Produccion de leche de cabra

La produccion lechera caprina constituye una parte importante de la
economia nacional en muchos paises (Garcia et al., 2014). Segun FAOSTAT
(2013), la poblacion de cabra en el mundo se incrementd en alrededor del 55 %
y la produccién de leche un 70 % entre 1991 y 2011, con un rendimiento de 1-3

litros/cabra/dia.

En la Argentina se estima una produccion de 2 millones de litros de leche
por afo, con un total de 200 productores, ubicandose el 60 % en la region del
noroeste (Oliszewski et al., 2002). Es asi que la disponibilidad per capita
promedio en nuestro pais es de 80 ml y en Salta asciende a 233 ml (Sexto Foro

Federal de la Industria, 2007).

2.2 OBJETIVO

Determinar la calidad higiénico-sanitaria y composicion quimica de la leche de

cabra.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Materiales

Para la determinacion de la calidad higiénico-sanitaria y composicion

quimica se utilizo:

* Leche de cabra biotipo Saanen (LC1), primer trimestre de lactacién, de la

Estacion Experimental Agropecuaria del INTA-Cerrillos.

* Leche de cabra biotipo Saanen y Criolla (LC2), primer trimestre de lactacion,

de Finca La Huella, Vaqueros, Salta.

* Leche de cabra biotipo Saanen y Anglo Nubian (LC3), primer trimestre de

lactacion, de Finca Santa Anita, Coronel Moldes, Salta.

* Leche de cabra biotipo Criolla y Saanen (LC4), primer trimestre de lactacion,

de Paraje El Rodeo, La Poma, Salta.

2.3.2 Meétodos

2.3.2.1 Analisis fisico-quimicos de la leche de cabra (EEA INTA-Cerrillos)

Los analisis fisico-quimicos de LC1 se realizaron en la EEA INTA-
Cerrillos. La leche de cabra cruda fue transportada desde el tambo hasta el
Laboratorio de Analisis de Leche, en frascos de vidrio con capacidad de 200 ml,
para ser refrigeradas a 4 °C vy realizar, posteriormente, las siguientes

determinaciones:

* pH: Con pHmetro digital de mesa de pH/mV/temperatura y electrodo

especifico Schott Z 509 para leche (INTA, 2009).
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Fundamento: Este método se basa en la medicidbn de la concentracion de
hidrogeniones (H") libres en una solucion, por medio de una diferencia de
potencial entre el electrodo y la muestra a medir. La sefial captada es enviada a

un medidor digital, y traducida en escala de pH (rango 1 a 14).

Procedimiento: Se enciende el equipo con la tecla ON/OFF, el electrodo se lava

con agua destilada, se seca con papel absorbente y se calibra introduciéndolo
en una solucion buffer de pH 7, a 21 °C. Se cambia al modo de Calibracion (CAL)
con la tecla CAL/MEAS. Se deja estabilizar hasta que la palabra READY deje de
titilar en la pantalla. Se presiona la tecla ENTER. Se retira el electrodo, se lava
con agua destilada y se seca con papel absorbente. Se introduce en la solucién
buffer de pH 4, a 21 °C. Se deja estabilizar de la misma manera y se presiona la
tecla ENTER. Se cambia el equipo al modo de medicion (MEAS) con la tecla
CAL/MEAS. Se lava el electrodo con agua destilada y se seca con papel

absorbente. De esta forma, el equipo esta listo para medir.

Por otro lado, se sumerge el electrodo y el sensor de temperatura en la muestra.
La membrana y el diafragma del electrodo deben quedar totalmente sumergidos
en la misma sin tocar las paredes ni el fondo del recipiente. Se lee el valor de
pH en la pantalla, con la muestra a 21 °C. Se registra el valor cuando la palabra
READY deja de titlar. En este punto, es importante que las muestras
permanezcan refrigeradas y recién sean llevadas a 21 °C, momentos antes de
la medicion, para evitar que se acidifiquen naturalmente a esta temperatura. Se
retira el electrodo, se lava con agua destilada y se seca con papel absorbente.
Al finalizar cada medicion, el electrodo debe quedar sumergido en una solucién

de KCI 3M, evitando dejarlo en contacto con el aire.
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Calculo: El resultado de la medicion se visualiza en la pantalla del equipo en

unidades de pH.

. Acidez Titulable: Determinacion de la acidez expresada en grados

Dornic (INTA, 2010).

Fundamento: El método consiste en una titulacién acido-base en la que se
valoran los acidos presentes en la leche con una base de concentracion
conocida. En esta titulacion, el punto final se determina mediante una medicién

potenciométrica: pH 8,30; correspondiente al punto de viraje de la fenolftaleina.

Procedimiento: Se prepara una solucion madre de NaOH (1 N): Se pesan 4,1237

g de NaOH de grado analitico (97 % P/P) y se lleva a volumen final de 100 ml
con agua destilada. Se miden 11,1 ml, se coloca en un matraz de 100 ml y se
enrasa con agua destilada. Esta se valora con solucion estandar de HCI 0,1 N.
Se calcula la concentracién real del NaOH y el Factor de Correccion de la
solucion. Una vez esto, se mide por triplicado 10 ml de muestra homogeneizada
en un tubo de ensayo, se agregan 5 gotas del indicador fenolftaleina (0,5 % p/v
en etanol 95%), y se titula con la solucion de NaOH 0,1 N hasta llegar a un pH

de 8,30; a 21 °C.

Calculo:

La acidez de la muestra se calcula como:

Ac=Vgx 10xf;
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Donde:

Ac: Acidez real en grados Dornic (°D)

Vg:Volumen en ml, de NaOH 0,1 N gastado en la titulacion

f.: Factor de correccion del NaOH 0,1 N

. Composicion quimica: mediante equipo Lacto Star Funke Gerber se

determino:
o Proteinas Totales
o Grasas
o Lactosa
o Solidos No Grasos (SNG)
o Cenizas

Fundamento: Consiste en un equipo analizador de leche con limpiado, desague
y calibracion del punto cero automaticos, de uso exclusivo para investigacion

rapida y exacta de la leche.

Procedimiento: Se enciende el dispositivo y se verifica que esté ubicado en el

biotipo correspondiente al origen de la leche que se pretende analizar (Criolla,
Saanen, Nubian o Toggenburg). Las muestras a evaluar deben estar termizadas
a 30 °C y homegeneizadas por movimientos de inversion. Se realizan tres

mediciones: la primera se descarta, puesto que en la canula quedan restos de

42



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Capitulo IT - Leche de cabra

agua destilada utilizada en el enjuague cuando el equipo se utilizé por ultima vez,

o bien, restos de leche cuando el mismo esta siendo utilizado continuamente.

Calculo: Lectura directa de los valores registrados, en la pantalla digital.

2.3.2.2 Analisis fisico-quimicos de la leche de cabra (Laboratorio de

Alimentos, Facultad de Ciencias de la Salud, UNSa)

Los analisis fisico-quimicos de LC2, LC3 y LC4 se realizaron en el
Laboratorio de Alimentos de Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Salta (UNSa). La leche de cabra pasteurizada, fue transportada
desde cada tambo hasta el laboratorio, en bidones de polietileno de alta densidad
con capacidad de 5 litros, a una temperatura de 4 °C, en conservadoras; donde

se determind:

. pH: Con pHmetro digital Hanna Instruments modelo HI 8424.

Fundamento: En general, la determinacion de éste parametro es una medida

indirecta de la calidad sanitaria de la leche.

Procedimiento: Se colocan 50 ml de muestra, termizadas a 21 °C, en un vaso de

precipitacion de 100 ml de capacidad y se introduce el pHmetro. Previo a la
determinacion, el instrumento se calibra con tampones estandar 4 y 7

(Laboratorio Merk, Argentina).

Calculo: Lectura directa en la pantalla digital.

. Acidez Titulable: determinacion de la acidez expresada como acido

lactico (FIL 150:199) (AOAC, 1996).
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Fundamento: Las condiciones de higiene deficientes favorecen la proliferacion
de microorganismos indeseables que degradan la lactosa, dando lugar a la
formacion de acido lactico. La acidificacién progresiva de la leche puede conducir
en ultimo término a la coagulacion, por precipitacidon de las proteinas. Por
consiguiente, la determinacion del grado de acidez representa un criterio mas
para evaluar el cuidado puesto durante el ordefie, transporte y conservacion de
la materia prima. Esta prueba mide mediante una valoracion volumétrica, la
cantidad de acido lactico que se ha producido a partir de la lactosa por

intervencion de los microorganismos.

Procedimiento: Con pipeta de doble aforo se miden 20 ml de muestra de

densidad conocida y se introduce en un erlenmeyer. Se diluye aproximadamente
dos veces su volumen con agua destilada libre de CO,, se agregan unas gotas
de fenolftaleina como indicador y se titula con NaOH 0,1 N hasta la aparicion de

color rosado débil persistente.

Calculo: Los resultados se expresan en g de acido lactico en 100 ml de muestra,

utilizando la siguiente ecuacion:

Acidez titulable (g de &cido lactico) = (V x N) x mEq. Acido lactico (0,0090)
V = Volumen de NaOH gastado

N = Normalidad del NaOH

. Proteinas: Por titulacion con formol (Egan, 1991).

Fundamento: Este método se basa en el hecho de que cuando se adiciona
formaldehido a leche que ha sido neutralizada, se produce acido libre (que se

puede titular con un alcali) en proporcion a la cantidad de proteinas presente.
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Procedimiento: A 10 ml de leche se adiciona 0,5 ml de indicador de fenolftaleina

al 0,5 % y 0,4 ml de solucion neutra, saturada, de oxalato de potasio. Se mezcla,
se deja reposar durante unos minutos y se neutraliza con hidréxido de sodio 0,1
M hasta color rosa tenue persistente. Se adiciona 2 ml de formalina y se
mezcla.se deja en reposo durante pocos minutos y se titula la nueva acidez
producida con hidroxido de sodio 0,1 N hasta obtener el mismo color rosa
(titulacion a ml). Por otro lado, se titula separadamente 2 ml de formalina con 10

ml de agua con alcali 0,1 N (titulacion b ml) como blanco.

Calculo: Primero se obtiene el contenido de Nitrégeno (N), multiplicando la

titulacion por un factor empirico.

% N=1,7 x (a — b)

Luego, se obtiene el contenido de proteinas, multiplicando % N por un

equivalente de conversion para los lacteos caprinos (ANMAT, 2014):

% proteinas = % N x 6,38

. Grasas: En butirometro para leche, por el método Gerber (AOAC, 1996).

Fundamento: El acido sulfurico precipita la caseina, mientras que la adicion de
alcohol amilico facilita la separacion de la grasa, recubriéndola y protegiéndola

contra la destruccion del acido sulfurico.

Procedimiento: En un butirdmetro para leche se vierte cuidadosamente lo

siguiente, mediante una pipeta:

- 10 ml de SO4H3 al 90 %
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- 11 ml de leche homogeneizada a 21 °C

- 1 ml de alcohol amilico

Se coloca el tapon y se mezcla con movimientos de inversion, hasta que no se
vean particulas blancas. Con el tapdn hacia abajo, se coloca en agua a 65 * 2
°C durante 10 minutos, se centrifuga durante 4-5 minutos a 1100 rpm y se vuelve

a llevar con cuidado al bano a 65 + 2 °C durante 10 minutos.

Calculo: Lectura directa del espesor de la capa de grasa en escala graduada del

butirometro, por ajuste del tapdn de goma.

* Lactosa: por diferencia.

Fundamento: Se determina indirectamente su contenido en 100 ml mediante

diferencia de nutrientes.

Procedimiento: A 100 ml de leche, se le resta la cantidad de los otros sélidos

mas la humedad.

Calculo:

% lactosa = 100 - (proteina + grasa + cenizas + humedad)
. Sdlidos Totales: gravimétricamente por desecacion en estufa (AOAC,
1996).

Fundamento: Estan constituidos por las distintas sustancias en solucion,
suspension y emulsion y varia entre ciertos limites; es mucho menos variable si
se corrige de la grasa ya que éste es el componente mas variable. Por
consiguiente, se acostumbra a determinar el extracto seco total y la grasa, para
luego corregir el primero de esta y obtener el extracto seco no graso (SNG).
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Procedimiento: Se secan los pesafiltros en estufa a 105 °C, durante 2 horas, se

enfrian en desecador y se pesan poco después de alcanzar la temperatura
ambiente. Se vierten 10 g de arena calcinada, y luego 5 g de leche. Se evapora
a bano maria 10-15 minutos y luego se completa el secado en estufa a 105 °C,

hasta peso constante + 5 mg, aproximadamente hasta completar las 5 horas.

Calculo: El residuo seco corresponde a los solidos totales y la pérdida de peso a

la humedad. El porcentaje se calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

% Extracto Seco = Peso de la muestra tras la desecacion x 100

Peso de la muestra antes de la desecacion

% Humedad = P1-P2 x 100

P

P1: Pesafiltro con muestra antes de la estufa

P2: Pesafiltro con muestra después de la estufa

P: Gramos de la muestra

» Sdlidos No Grasos (SNG): por diferencia.

Fundamento: Se determina indirectamente su contenido en 100 ml mediante

diferencia de nutrientes.

Procedimiento: A 100 ml de leche, se le resta la humedad mas la cantidad de

grasa.
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Calculo:

% SNG = 100 - (humedad + grasa)

. Cenizas Totales: por calcinacion en mufla (AOAC, 1996).

Fundamento: Es una medida del total de minerales presentes en el alimento.

Procedimiento: Se limpian y se marcan los crisoles y se llevan a mufla durante

4-8 horas a 500-600 °C, se enfrian a 100-150 °C aproximadamente, se llevan a
un desecador y se pesan. Se agregan 3 g de muestra y se evapora a sequedad
en un bafo de vapor. Se lleva posteriormente la muestra a una llama baja de
gas, hasta su carbonizacion, evitando la formacién de llama dentro de la muestra.
Se incinera en mufla a 500-600 °C, durante 3-4 horas aproximadamente hasta

coloracion blanquecina. Se enfria y se pesa.

Calculo: Se obtiene el porcentaje de cenizas de acuerdo a la siguiente formula:

g de cenizas/ 100 g de muestra = Peso de crisol cenizas — Peso de crisol x 100

Peso de la muestra

Después de pesar las cenizas de la leche, se agregan 5 ml de solucion de CIH
(1:1), se calienta suavemente, se filtra la solucion acida a través de un papel de
filtro con agua destilada, a un matraz de 100 ml. Se coloca el papel de filtro en la
misma cavidad del crisol y se reduce a cenizas sobre llama. Se agrega 5 ml de
CIH (1:1) y se calienta unos minutos. Finalmente se filtra y se lleva a volumen,
obteniéndose la solucion de cenizas para la posterior determinacion de

minerales.
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. Calcio y Sodio: por espectrofotometria de absorcion atdmica (AOAC,

1996).

Fundamento: Se basa en la absorcion de la radiacion ultravioleta por los atomos

libres, en estado gaseoso; mediante atomizacion en llama.

Procedimiento: Se prepara una solucion patrén del mineral (1000 ppm). Se

preparan soluciones para obtener patrones de trabajo de 0,5; 1; 2; 3;4; 6 y 8
ppm. Las mismas se deben preparar en el momento, dado que pueden sufrir
cambios en la concentracion debido a microprecipitaciones, evaporaciones
parciales, absorcion a las paredes del recipiente, etc. Posteriormente, se lee la
absorvancia de la curva estandar (A 589 nm) y se calcula el coeficiente de
correlacion (r). Finalmente, se mide la absorvancia de las diluciones de las

muestras y se calcula la concentracion del mineral en ppm.

Calculo: La concentracion del mineral en mg/100 g, se obtiene mediante la

siguiente formula:

mg del mineral/100 g de muestra = [AlxVxD x 100

1 mgxM(g)

[A]: Concentracion del analitico

V: Volumen de la muestra

D: Factor de diluciéon

M: Peso de la muestra
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. Fésforo por espectrofotometria de absorcion molecular (AOAC, 1996).

Fundamento: La intensidad del color del fosfomolibdovanadato puede ser

cuantificada espectrofotométricamente.

Procedimiento: Antes de comenzar, se deben preparar los siguientes reactivos:

- Solucion buffer de acetato/acido acético, pH 4 (acido acético 1 N y acetato de
sodio 0,25 N). Se disuelven 17 g de acetato de sodio trihidratado en agua

destilada, 60 g (28,5 ml) de acido acético glacial y se completa a 500 ml.

- Soluciéon de acido ascoérbico al 1 %, en solucidn de acido oxalico al 0,5 %,

preparado en el momento de la determinacion.

- Molibdato de amonio al 1 % en acido sulfurico 0,05 N. Se agregan 5 g de
molibdato de amonio disuelto en agua y se completa el volumen a 500 ml. Se

guarda en un frasco oscuro a temperatura de refrigeracion.

- Solucion estandar de fosforo. Se disuelven 1,097 g de fosfato monobasico de
potasio en agua destilada. Se agregan 10 ml de acido sulfurico 10 N, se
mezcla y se completa a 250 ml con agua destilada. Se mezcla

cuidadosamente. Esta solucion contiene 1 mg de fésforo por ml.

Se prepara una solucion estandar de trabajo por dilucion de 5 ml de la solucidn
estandar de fosforo a 100 ml con agua destilada. Se usan alicuotas de 1, 2, 3, 4
y 5 ml para la curva estandar, tratandolas en la misma forma que las muestras.
Dichas soluciones se llevan a un volumen de 100 ml, y contienen 0,05; 0,10;

0,15; 0,20 y 0,25 mg de fésforo por 100 ml.
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Se pipetea a un balén aforado de 100 ml una alicuota de 1 ml de la solucién de
cenizas, estimando que no contenga mas de 0,25 mg de fésforo. Se agrega 60
ml de agua destilada, 10 ml de buffer de acetato, 1 ml de acido ascorbico, 10 ml
de solucion de molibdato de amonio, mezclando después de cada adicion. Se
lleva a volumen y se mezcla nuevamente. Se deja reposar por 30 minutos a
temperatura ambiente y se lee la transmision de esta solucion coloreada en el

colorimetro fotoeléctrico, a 600-620 nm.

Calculo: Se traza la curva estandar y/o se calcula el factor de ella:

Factor = mg x 100 m|
D.O.

D.O.: Densidad Optica (Absorvancia)

Se determina la cantidad de fésforo en 100 ml de la solucion coloreada. De esta
cifra, junto con los ml de solucion de cenizas de la muestra en la alicuota tomada
y el peso de la muestra tomado para las cenizas, se calcula el fésforo en mg por

100 g de muestra.

mg de Fosforo/100 g de muestra = D.O. x factor x 100 x 100

1 mg x g de muestra

2.3.2.3 Analisis microbiolégicos (EEA INTA-Cerrillos)

Se realizaron analisis microbiologicos a la muestra LC1 en el laboratorio

de Microbiologia (INTA), en la cual se determino:
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. Azul de Metileno: Es colorante mas empleado en la industria lactea ya
que es facilmente absorbible por las células vivas y se decolora a una velocidad

proporcional a la actividad de las reductasas microbianas (AOAC, 1996).

Fundamento: La mayoria de los gérmenes de la leche cuando se multiplican,
elaboran enzimas reductasas que modifican el potencial de éxido-reduccién de
la misma. Para demostrar ese fenomeno basta afiadir a la leche una sustancia
que se decolore al pasar de la forma oxidada a la forma reducida. La rapidez con
que cambia de color esta en funcion de la poblacion bacteriana y, por ello, puede

ser un indice del grado de contaminacién de la leche.

Procedimiento: En un tubo de ensayo ancho (aproximadamente 3-4 cm. de

diametro) y estéril se vierte 40 ml de leche, sin mojar el costado de la pared
interior del tubo de ensayo. Se agrega con una pipeta estéril 1 ml de la solucidn
de azul de metileno diluida (se prepara disolviendo azul de metileno en alcohol
de 96° hasta saturacién, diluyendo luego 5 ml de esa solucion saturada en 195
ml de agua estéril). Con precauciones asépticas se tapona el tubo, se coloca en
bafo de agua a 37-38 °C, cuidando que el nivel del agua del bafio exceda al de
la leche en el tubo y manteniendo la temperatura uniforme. Se observa el tiempo

necesario para que se produzca la decoloracion.

Calculo: En base al tiempo transcurrido hasta la decoloracion, se puede concluir

sobre el estado de conservacion y/o carga microbiana de la muestra:

o Leche muy mala: Si no conserva el color por mas de 20 minutos.

o Leche mala: Si conserva el color de 20 minutos a 2 horas.

o Leche mediocre: Si conserva el color de 2 a 5 % horas.
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o Leche buena: Si conserva el color por mas de 5 2 horas.

. Bacterias Aerobias Meséfilas (BAM): Mediante recuento en placa con

medio agar plate count (INTA, 2008a).

Fundamento: Se utiliza para evaluar calidad sanitaria y aplicacion de BPM sobre
los alimentos, aportando informacién acerca de las materias primas, condiciones
del proceso, del almacenamiento y de su manipulacion. La incubacion se realiza
a 30 £ 1 °C durante 48 + 3 horas; pero para recuento en leche liquida y en polvo

la IDF adopta la modificacion de hacerla a 30 + 1 °C por 72 horas.

En el recuento se debe tener en cuenta que, en los alimentos, las células
microbianas se presentan a menudo agrupadas, en racimos, cadenas o parejas,
que pueden no estar bien distribuidos, cualquiera que sea la mezcla y la dilucién
de la muestra. Por consiguiente, cada colonia que se forme en la placa de agar
puede proceder de una sola célula o de grupos de células, por lo que el computo
de colonias puede no reflejar el numero real de bacterias viables contenidas en
el alimento. Al mismo tiempo, algunos microorganismos pueden no desarrollarse
ni formar colonias visibles en el medio de agar si las condiciones de temperatura,

oxigeno y nutricion no son favorables, o por la debilidad de las células.

Procedimiento: La muestra debe ser fresca, mantenida a temperatura de

refrigeracion hasta su analisis dentro de las 24 hs desde su toma. Si es una

muestra freezada, se deja fundir a temperatura de refrigeracion durante 24 hs.

- Homogeneizacion del alimento

Se toman 10 ml de leche, mezclada asépticamente, y se afiade a 90 ml de

solucidén reguladora de peptona 0,1 % m/v. Se agita para homogenizar la
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solucién. Esta es una dilucion 107" del alimento.
- Preparacion de diluciones decimales

Se toma con una pipeta 1 ml del homogeneizado y se vierte en un tubo que
contiene 9 ml de solucién reguladora de peptona (0,1 % m/v) y se mezcla. Esta
es una dilucién 10 del alimento. Se repite la operacion hasta obtener el nimero

requerido de diluciones.
- Version en placas (por duplicado)

Con una pipeta, se coloca 1 ml de cada una de las diluciones preparadas sobre
las placas de Petri, las cuales deben estar adecuadamente rotuladas. Sobre
ellas, se vierte aproximadamente 15 ml de agar, previamente fundido en bafo
de agua a 45 + 1 °C. Se mezcla uniformemente la muestra diluida con el medio

de agar y se deja solidificar.

- Incubacion

En estufa, se colocan las placas de Petri invertidas, apilando un maximo de seis.
- Recuento de las colonias

Después de la incubacion se cuentan todas las colonias de las placas que
contengan entre 30-300 colonias y se registran los resultados por cada dilucién

contada.
Calculo:

- Para placas examinadas sin presencia de colonias, el resultado se expresa

como:
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Menos de 1 x 10" UFC/m
Para placas con dilucién 1:10, que contienen menos de 30 colonias, se expresa:
Menos de 3 x 107 (30 x 10) = 3 x 10 UFC/ml

- Para placas con mas de 30 colonias, se deben contar las colonias de los
duplicados y calcular la media, se multiplica por el inverso de la dilucidon

correspondiente, y se obtiene el numero de bacterias por mililitro.

. Coliformes Totales: Mediante recuento directo en placa con medio agar

bilis lactosa rojo neutro cristal violeta (INTA, 2008b).

Fundamento: Este grupo esta constituido por bacterias aerobias y anaerobias
facultativas, Gram negativas, bacilos cortos no formadores de esporas, capaces
de fermentar la lactosa, produciendo acido lactico y gas. Su presencia indica un
inadecuado procesamiento y/o recontaminacion post procesamiento, debido a
materias primas muy contaminadas, instalaciones y equipos sucios y/o

manipulacion no higiénica.

En el recuento, se consideran unicamente como pertenecientes a bacterias
coliformes las colonias de un color rojo oscuro, cuyo tamafo sea superior a 0,5
mm de diametro. Para contarlas se eligen, siempre que sea posible, aquellas

placas que presenten menos de 150 colonias caracteristicas.

Procedimiento:

- Se prepara una serie de diluciones a partir de la muestra: Se toma 1 ml
de muestra, se coloca en un tubo con 9 ml de agua peptonada (0,1 % m/v), se

tapa, se mezcla con agitador eléctrico o manualmente; se obtiene una dilucién
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10" de la muestra. De ésta se toma, con otra pipeta, 1 ml y se agrega a un tubo
con 9 ml de agua peptonada, se tapa, se mezcla, se obtiene una dilucion 107,

Se repite la operacion hasta obtener el numero adecuado de diluciones.
- Se coloca 1 ml de cada dilucién de la muestra en placas de Petri estériles.

- Se afade a cada placa de Petri conteniendo el in6culo, 10-15 ml de agar

bilis lactosa rojo neutro cristal violeta, a una temperatura de 45 + 1 °C.

- Se mezcla el contenido de las placas con movimientos de balanceo y
rotacion, y se deja solidificar por unos 5-10 minutos. A continuacion, se afiaden
otros 3-4 ml de medio fundido, de tal modo que se forme una capa que cubra la
superficie del medio solidificado, evitando asi la formacién de colonias

superficiales.
- Se incuban las placas invertidas a 35-37 °C durante 24 horas.

Calculo: Se multiplica el numero de colonias resultantes del recuento por la

inversa de la dilucion correspondiente.

. Células somaticas: El CSS se llevo a cabo por el método de microscopia
fluorescente por citometria de flujo, con equipo s/Fossomatic 5000. Realizado

por personal especializado de la EEA INTA-Rafaela, Santa Fe.
2.3.2.4 Analisis estadistico

Los valores obtenidos de las determinaciones quimicas, se expresaron en
porcentaje, promedios y desvio estandar.
Las muestras se analizaron por ANOVA y prueba de Duncan determinando

el nivel de significacion entre ellas (P<0,05).
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.41 Analisis fisico-quimicos de la leche de cabra

Los resultados de los andlisis fisico-quimicos de la leche de cabra se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas de la leche de cabra.

Parametros fisico- LC1 LC2 LC3 LC4
quimicos

pH 6,75 + 0,04° 6,68 + 0,02° 6,68 + 0,01° 6,67 + 0,02°
Acidez Titulable (°D) 11,59 + 0,147 12,19 + 0,807 1320 + 0,25 11,90 =+ 0,05
Proteinas (g 100 g) 259 + 0,18° 3,24 + 0,80° 4,04 + 0,09 4,36 + 0,48°
Grasas (g 100 g™) 351 = 0,14° 420 + 0,95 3,06 + 0,02° 723 + 0,46°
Lactosa (g 100 g”) 433 + 0,27*° 3,79 = 042° 6,02 + 0,11° 423 + 0,88
SNG (g 100 g™) 7,63 = 0,50° 8,02 =z 077° 10,91 + 0,04 9,57 = 0,40°°
Cenizas (g 100 g™) 0,73 + 0,52° 0,99 + 0,03° 0,85 + 0,03 0,99 + 0,01°

Promedio + desvio estandar. Letras diferentes, en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

El pH fue de 6,75; 6,68; 6,68 y 6,67, para las muestras LC1 (n=27), LC2
(n=8), LC3 (n=1) y LC4 (n=2), respectivamente; similar al maximo establecido
por Luquet (1991) (6,7), vy al de Paz et al. (2014) (6,7). Depende
fundamentalmente de la estabilidad de las caseinas, modificandose segun la
fase de lactacion, alimentacion, raza de la cabra y ademas, por las burbujas de
gas carbodnico desprendidas durante el ordefie, refrigeracion o transporte de la

leche (Albenzio, & Santillo, 2011).

La acidez titulable fue de 11,59; 12,19; 13,20 y 11,90; para las muestras
LC1, LC2, LC3 y LC4, respectivamente; superior al de Paz et. al. (2014) (10,50

°D), quien trabajo con leche proveniente del mismo tambo; inferior a lo permitido
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por el CAA (ANMAT, 2014) (14-22 °D); pero proximo a lo declarado por Luquet

(1991) (12-14 °D).

Por su parte, Quintana Lépez et al. (2011), quién analizé 31 muestras
(raza no especificada) obtenidas durante seis meses en una de las explotaciones
mas importantes de Andalucia (Espafia), registré una acidez media de 17 °D.
También analizé 2 muestras de leches comerciales, cuyo valor fue ligeramente
superior (19 °D), esto podria deberse a que fueron sometidas a tratamiento
térmico y/o desarrollo excesivo de bacterias acidolacticas por conservacion a

temperatura no adecuada (>5-6 °C).

La acidez puede variar drasticamente entre una muestra y otra, es asi que
valores altos pueden reflejar leches contaminadas, dado que Ilos
microorganismos forman acido lactico a partir de la lactosa, disminuyendo el pH;
y una acidez muy baja puede ser sinonimo de mastitis, aguado de la leche o bien
una alteracion provocada con algun producto alcalinizante (Quintana Lopez et

al., 2011).

En este caso, los niveles bajos observados podrian deberse a que la
acidez es también influenciada por la caseina, sales minerales e iones que se
encuentran en funcion al periodo de lactacién, cuyo contenido es menor en los

primeros meses del mismo (Paz et al., 2014).

Las proteinas totales de LC1 fue de 2,59, inferior al de Paz et al. (2014)
(2,90 g 100 g™") quien trabajo con leche del mismo tambo, y similar al contenido
declarado por Raynal-Ljutovac et al. (2008) para leche de cabra biotipo Saanen

Britanica (2,61 g 100 g™'). Para LC2, LC3 y LC4, los valores fueron 3,24; 4,04 y
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4,36, respectivamente; superior a lo minimo exigido por el CAA (2,8 g 100 g™)

(ANMAT, 2014).

En el estudio llevado a cabo por Quintana Lopez et al. (2011), se
observaron valores medios de 3,64 y 3,50 g 100 g, para leche de cabra cruda

(n=31) y comercial (n=2), respectivamente.

Kondyli, Katsiari, & Voutsinas (2007), observaron en leche de cabra
Indigena Griega (n=32), valores promedio de 3,36 g 100 g, similar a lo
publicado en las tablas de composicion de alimentos de la UNLu (2011) (3,3 g

100 g (raza no especificada).

Fedaku et al. (2005) obtuvo una media de 2,88 y 2,95 g 100 g, en dos
muestras de un pool de leche de cabra Alpina (n=50). Observaron que si bien en
comparacion con otros informes no existian diferencias significativas en el
contenido de proteinas, estos valores fueron considerablemente inferiores a los

declarados por la ADGA (2003), para la misma raza.

En la leche de cabra, el porcentaje de proteinas es menos susceptible a
la manipulacion de la dieta (Silanikove et al., 2010), y las mismas pueden estar
influenciadas principalmente por el periodo de lactacion, la variabilidad genética

dentro de la misma raza, y la mastitis subclinica (Albenzio, & Santillo, 2011).

El contenido graso fue de LC1 y LC3 fue de 3,51 y 3,06 g 100 g™,
respectivamente, similar al de Paz et al. (3,56 g 100 g') (2014), y al de Raynal-
Ljutovac et al. (2008) para la leche de cabra Saanen Britanica (3,48 g 100 g™).
El de LC2 fue de 4,20; cercano a lo declarado por Quintana Lopez et al. (2011),
quien indica una media de 4,96 g 100 g'; y el de LC4 fue de 7,23 g 100 g.

Segun las tablas de composicidon quimica de alimentos publicadas por el
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CENEXA (1995) y la UNLu (2011), la leche de cabra tiene un promedio de
materia grasa de 4,8 y 5,9 g 100 g™, respectivamente. Todos los valores se
encuentran por encima del minimo exigido por el CAA (3 g 100 g™') (ANMAT,

2014).

Kondyli, Katsiari, & Voutsinas (2007), observaron en cabras indigenas

griegas (n=32), valores promedio de 4,10 g 100 g™

Por su parte, Fedaku et al. (2005) en dos grupos de cabras Alpinas, obtuvo
un contenido graso promedio de 2,77 y 2,76 g 100 g (n=50), con minimas de
2,59y 2,52 g 100 g para el mes de Mayo, y maximas de 3,03y 3,28 g 100 g
para el mes de Octubre. Si bien en comparacion con otros estudios no existian
diferencias significativas, estos valores, al igual que los de proteinas, resultaron

inferiores a los declarados por la ADGA (2003), para la misma raza.

Los lipidos son uno de los componentes mas importantes de la leche en
términos de costo, nutricion y por las caracteristicas fisicas y sensoriales (sabor,
consistencia y textura) que imparte a los productos lacteos (Quintana Lopez et
al.,, 2011). Es el componente mas variable, tanto cuantitativa como
cualitativamente, y depende del estado de lactacion, estacion del afo, raza,
genotipo y alimentacién del animal. Los glébulos grasos de la leche de cabra,
tienen un diametro pequeio (el 80 % mide menos de 5 ym) (Silanikove et al.,
2010) y se encuentran mejor distribuidos en la matriz, lo que resulta en un
alimento mas digerible (Park et al., 2007; Paz et al., 2014), cuyo metabolismo es
mas eficiente en el tracto intestinal humano (Quintana Lépez et al., 2011). Es por
ello que la leche de cabra ha sido utilizada para contrarrestar una amplia gama

de transtornos clinicos relacionados al aparato digestivo, tales como sindrome
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de malabsorcidon, esteatorrea, hiperlipoproteinemia, reseccién intestinal,
alimentacion de lactantes prematuros, desnutricion infantil, epilepsia, fibrosis
quistica, by-pass coronario, y litiasis biliar; debido a su capacidad metabdlica
unica para proporcionar energia directa en lugar de depositarse en los tejidos

adiposos (Haenlein, 2004).

La cantidad de lactosa de LC1y LC4 fue de 4,33 y 4,23 g 100 g™, similar
a la de Raynal-Ljutovac et al. (2008) en leche de cabra Saanen Britanica (4,30 g
100g™). Elde LC2 fue de 3,79 g 100 g, proximos a los declarados por Giménez,
Ramén, & Nufiez de Kairuz (2005) de 3,11-3,50 g 100 g’ vy las tablas de
composicion de la UNLu (2011) de 3,00 g 100 g™'. Por otro lado, LC3 tuvo un
contenido de 6,02, superior a los de Paz et al. (2014), quien tuvo un valor de 5,01

g100g™.

Por su parte, Quintana Lépez et al. (2011), encontro valores de 4,69 g 100

g'y Vega et al. (2004) de 4,4-4,7 g 100 g

Kondyli, Katsiari & Voutsinas (2007), observaron en leche de cabra raza

indigena griega (n=32), valores promedio de 4,48 g 100 g.

Este es el componente mayoritario dentro de los SNG, y posee un gran
valor nutricional, al favorecer la absorcion intestinal de calcio, magnesio y fésforo,

y la utilizacion de la vitamina D (Quintana Lépez et al., 2011).

La cantidad de SNG de LC1 fue de 7,63 g 100 g™, similar a lo declarado
por las tablas de composicion de la UNLu (2011), cuyo valor es de 7,90 g 100 g
' La de LC2 fue de 8,02, parecido a la de Raynal-Ljutovac et al. (2008) para la

leche de cabra Saanen Britanica (8,12 g 100 g™'). Sélo las muestras LC3 (10,91)
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y LC4 (9,57) cumplen con lo establecido por el CAA, que exige un minimo 9 g

100 g”' (ANMAT, 2014).

Kondyli, Katsiari & Voutsinas (2007), observaron en leche de cabra raza
indigena griega (n=32), valores promedio de 8,54 g 100 g™’ para los meses de

Diciembre a Julio.

Fedaku et al. (2005) obtuvo en dos muestras de leche de cabra Alpina
(n=50), un contenido de SNG promedio de 7,42 y 7,49 g 100 g™', con un minimo
de 7,14y 7,15 g 100 g para el mes de Mayo, y un maximo de 7,74 y 8,03 g 100

g'1 para el mes de Octubre, respectivamente.

Cabe destacar que esta fraccion aumenta ligeramente en la medida que
disminuye la produccion de leche, debido a la correlacion negativa que existe
entre ambas variables. Al encontrarse los animales en el primer trimestre de
lactacion, periodo de alta produccion, es normal que disminuyan sus
componentes solidos (Quintana Lopez et al., 2011). Por este motivo, existe una

gran variabilidad de datos referidos a ésta fraccion.

El porcentaje de cenizas fue de LC1 fue de 0,73 g 100 g™, similar al
encontrado por Quintana Lépez et al. (2011), cuyo promedio fue de 0,74 g 100
g"'. El de LC2 y LC4 fue de 0,99 y 0,99 g 100 g™, respectivamente, similar al
observado por Paz et al. (1,03 g 100 g™') (2014). El de LC3 fue de 0,85 g 100 g°
' semejante al de Raynal-Ljutovac et al. (2008), cuyo valor declarado fue de 0,80
g 100 g™, para leche de cabra Saanen Britanica. Todos los valores son inferiores

a los de las tablas de composicion de la UNLu (1,60 g 100 g™") (2011).

En general, podria decirse que las variaciones entre los resultados

obtenidos y los de referencia podrian deberse a diversos factores, entre ellos las
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caracteristicas genéticas de la raza, el estado y momento de lactacidon en que se
realice el ordeie, salud, estado fisiologico y la alimentacién del animal (Paz et

al., 2014).

2.4.2 Analisis microbiolégicos

Los resultados obtenidos en los analisis microbioldgicos realizados a la

muestra LC1, se observan en la Tabla 3.

En la prueba de azul de metileno no se produjo decoloracién del reactivo

durante las primeras 5,5 horas, lo que indica que la leche presenté buena calidad

higiénica.
Tabla 3. Calidad microbiolégica de la leche de cabra.

Analisis microbiolégicos Leche de cabra

Azul de Metileno Sin modificacion de color durante 5,5 horas
Recuento en placa Valor Minimo Valor Maximo
BAM (UFC/ml) 112 x 10° 5x10°
CT (UFC/ml) 16 x 10’ 5x 10°
Células Somaticas (cél/ml) 246.000 355.000

Promedio + desvio estandar (n=21).

El recuento de BAM fue de 5 x 10° UFC/mI como valor maximo; inferior a
lo permitido por el CAA (ANMAT, 2014), y al de Paz et al. (2014), cuyo valor fue

de 2,6 x 10" UFC/ml, para leche procedente del mismo tambo.

El maximo recuento de CT fue de 5 x 10> UFC/ml, permitido por el CAA

(ANMAT, 2014); superior al de Mhone et al. (2011) cuyo valor fue de 1 x 102
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UFC/ml (n=120) e inferior al de Paz et al. (2014), cuyo resultado fue de 2,5 x 10*

UFC/ml, para leche procedente del mismo tambo.

Ambas pruebas indicaron una buena calidad higiénica de la leche
producida por el establecimiento (<1.000.000 UFC/ml) (ANMAT, 2014), es decir,
sin contaminacion fecal producida durante el ordefio, y/o deficiente higiene del

equipo de ordefo y personal (Paz et al. 2014).

Para células somaticas, los valores minimos (246.000 cél/ml) y maximos
registrados (355.000 cél/ml), fueron inferiores al limite maximo establecido por
el CAA: 2.000.000 cél/ml (ANMAT, 2014); y similares a los reportados por Marin

et al. (2010): 251.000 a 374.000 cél/ml.

La leche de cabra, como la de cualquier mamifero, contiene una poblacion
heterogénea de células somaticas, libres de bacterias, que se desprenden
normalmente de la glandula mamaria. Entre ellas pueden mencionarse
leucocitos, linfocitos, neutréfilos polimorfonucleares y macréfagos, que sirven
como componentes importantes en la defensa contra potenciales patogenos,
sobretodo bacterias. Por lo tanto, su recuento es ampliamente utilizado para
evaluar la calidad de la leche. Esto se debe a que un valor alto, es signo de un
proceso inflamatorio intramamario, constituyendo un marcador sensible de la

condicion de salud de las ubres (Silanikove et al., 2010).

En la leche de cabra, el nivel basal de células somaticas es de ~300.000
cél/ml, mientras que en la de vaca oscila alrededor de ~70,000 cél/ml. Esta
diferencia tan marcada, hace necesario contar con esquemas de clasificacidon

especificos para cada especie (Silanikove et al., 2010), con el que varios paises
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no cuentan, pero que en el caso de Argentina, fue incorporado recientemente

(ANMAT, 2014).

Leitner et al. (2008) propone un esquema para la clasificacion de la leche

de cabra en base al recuento de células somaticas en:

. Grado A: < 840.000 cél/ml, asociado a una infeccidn bacteriana
subclinica de hasta el 25 % de las cabras del rebafio, una pérdida de leche de

hasta el 0,8 % y una pérdida de cuajada de hasta el 3,3 %.

. Grado B: > 840.000 a < 1.200.000 cél/ml, asociado con una
infeccion bacteriana subclinica de hasta el 50 % de las cabras del rebaino, una
pérdida de leche de hasta el 1,5 % y una pérdida de la cuajada de hasta el 6,5

%.

. Grado C: > 1.200.000 a < 3.500.000 cél/ml, asociado a una
infeccion bacteriana subclinica de hasta el 75 % de las cabras del rebaino, una

pérdida de leche de hasta el 2,3 % y una pérdida de cuajada de hasta 9,8 %.

De acuerdo a esto, una leche con > 3.500.000 cél/ml no deberia ser
aceptada para su comercializaciéon debido a su alta probabilidad de contener
patdgenos y toxinas, a su mala calidad industrial (baja eficiencia de la cuajada y
rendimiento quesero), y a la potencial formacion de sustancias radicales toxicas

en la matriz (Leitner et al., 2008).

Por ultimo, otra particularidad de la leche de cabra, es que la cantidad de
células somaticas aumenta considerablemente hacia el final de la lactancia. Es

asi que en algunos paises como Israel, asignan esta leche para su
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comercializacion exclusivamente fluida, quedando descartada para |la

elaboracion de quesos (Silanikove et al., 2010).

2.5 CONCLUSIONES

Las muestras de leche de cabra producidas en tambos locales,

presentaron:

Valores de pH y acidez adecuados de acuerdo a los antecedentes

encontrados.

* Un porcentaje de proteinas que, si bien se encuentra por debajo del minimo
exigido por el CAA, depende de varios factores, tales como especie, raza,
variabilidad genética dentro de cada raza, paridad, etapa de lactacion, clima,

temporada y estado de salud de la ubre y del animal en general.

* Un contenido graso superior al minimo declarado por el CAA, y el cual esta

influenciado principalmente por la alimentacion.

* Un recuento de BAM, CT y Células Somaticas dentro de los rangos

establecidos por el CAA.

* En general, buena calidad higiénico-sanitaria y nutricional.
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3 QUESO MOZZARELLA DE CABRA

3.1 INTRODUCCION

3.1.1 Definicion

El Articulo 605, Capitulo VIII, del CAA define como Queso al “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 accion 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” (ANMAT, 2014).

Por otro lado, en el Articulo 618, define al mozzarella como a aquel que
“se obtiene por hilado de una masa acidificada (producto intermedio obtenido por
coagulacion de la leche por medio de cuajo y/u otras enzimas coagulantes
apropiadas), complementada o no por la accion de bacterias lacticas especificas”
(ANMAT, 2014), y sefiala las siguientes caracteristicas como distintivas de su

procesamiento:

* (Obtencion de una masa acidificada sin hilar.

* Hilado de la masa en bafo de agua caliente.

e Salado.

» Estabilizacion y maduracion: minimo de 24 horas (ANMAT, 2014).
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Asi mismo, menciona que en su elaboracion se utilizan ingredientes:

1. Obligatorios: Leche y/o leche reconstituida estandarizadas o no en su
contenido de materia grasa; cuajo y/u otras enzimas coagulantes apropiadas;

cloruro de sodio (ANMAT, 2014).

2. Opcionales: Masa acidificada; cultivos de bacterias lacticas especificas; leche
en polvo; crema; cloruro de calcio; caseinatos; acidos citrico, lactico, acético
o tartarico; especias, condimentos y/u otras sustancias alimenticias (ANMAT,

2014).

Por ultimo, establece que el producto debe tener las caracteristicas fisico-

quimicas que se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisico-quimicas del queso mozzarella.

Requisitos Valor
Humedad (g/100 g) Max. 60,0
Materia grasa en extracto seco (g/100 g) Min. 35,0

Fuente: ANMAT, 2014.

La mozzarella, es una de las variedades de quesos de pasta hilada mas
consumidas en el mundo, de origen italiano, hecho a partir de leche de bufala
(Vogt et al., 2015). Esta ultima, requiere de una proporcién de proteinas (4,3-4,7
g%) y grasas (7,0 g% o superior) para conseguir caracteristicas funcionales
optimas. En su elaboracidn, se utilizan cultivos lacticos (starter) naturales,
incubados a temperatura ambiente en el suero remanente de la fabricacion

anterior; y cuajo de ternero liquido; ambos se adicionan a la leche a 34-38 °C. La
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coagulacion ocurre a los 30 minutos, y a partir de alli se procede al lirado (2-3
cm), lo que permite a la cuajada madurar en el suero en un tiempo muy variable,
en la mayoria de los casos 5 horas. El estiramiento se realiza en agua caliente
(95 °C) para elevar la temperatura de la cuajada a ~68 °C. Finalmente, se les da
forma redonda, se sumergen en salmuera fria y se envasan. Su peso puede
variar entre 200 a 800 g. El color es blanco, con corteza muy delgada (1 mm) y
superficie lisa. El sabor es caracteristico y delicado, y se debe principalmente a
la fermentacion del acido lactico por los cultivos lacticos (De Angelis, & Gobbetti,

2011).

En Argentina, existe el Quesillo como pasta hilada, un producto tradicional
tipico de la regidn Noroeste. Se consume fresco y es habitualmente elaborado
por productores artesanales, utilizando leche cruda y cultivos lacticos naturales
gue se obtienen de la misma materia prima, dejandola estacionar 12 horas a 25
°C, previo a la adicidon de cuajo vacuno liquido. La coagulacién ocurre entre los
30-40 minutos, a partir de lo cual la cuajada se corta y se deja reposar bajo suero
por unos 140-180 minutos, hasta alcanzar el punto de elasticidad ideal, que se
verifica introduciendo una porcion de masa (~20 g) en agua a 70-75 °C. Este
producto se caracteriza por su forma ovalada (20-30 cm de largo y 0,5-1 cm de
alto), masa flexible y elastica, peso variable (100-200 g), textura firme y
compacta, color blanco o blanco amarillento de acuerdo al porcentaje de leche

de cabra o vaca utilizado, sabor lactico suave, carente de corteza u ojos.

En particular, la Mozzarella se caracteriza por su particular consistencia
plastica (Niro et al., 2014), producto de la etapa de estiramiento termo-mecanico
al que se somete la cuajada durante el procesamiento, lo cual alinea las fibras

de caseina de forma paralela, entrelazandolas con canales de grasa y suero
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(Vogt et al., 2015). Sus propiedades fisico-quimicas, caracteristicas texturales y
microestructurales se ven afectadas por diversas variables involucradas durante
su elaboracion, tales como la composicion de la leche, pH del suero previo al
estiramiento, tiempo y temperatura de hilado, y condiciones de almacenamiento
(Cavalier-Salou, & Cheftel, 1991; Ennis, & Mulvihill, 1999; Hennelly et al., 2005;
Lee, Anema, & Klostermeyer, 2004). Sin embargo, el pH del suero es la variable
que mas influye en la capacidad de la cuajada para ser plastificada y estirada en
agua caliente (Yazici et al., 2010), determinando el punto en el que es posible el

hilado.

En la elaboracion convencional de quesos mozzarella de vaca, el pH de
la cuajada disminuye hasta un rango entre 5,8-5,1 (Yazici et al., 2010),
favoreciendo la solubilizacion de fosfato de calcio micelar, la hidratacién de la
para-caseina y aumentando la proporcion de calcio coloidal soluble (Guinee et

al., 2002), que pueden afectar la calidad del producto final (Yun et al., 1995).

3.1.2 Produccién de quesos a base de leche de cabra

En América del Sur existen 21 millones de cabezas de ganado caprino.
Argentina ocupa el segundo lugar en esta actividad (FAOSTAT, 2013), con la
mayoria de los animales localizados en la regién noroeste, cuya leche obtenida

se destina principalmente a la fabricacion de quesos (Taboada et al., 2015).

Si bien la venta de quesos posiciona a la Argentina, como un pais
preferentemente consumidor de quesos de vaca (438.000 Tn/afo), hace unos
anos se abrié un nuevo mercado de quesos de cabra (Oliszewski et al., 2002),
debido a que el 30 Agosto de 2006 se promulgé la Ley 26.141 de “Régimen para

la Recuperacion, Fomento y Desarrollo de la Actividad Caprina” (Ministerio de
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Economia, 2009), que promovié la expansion de este tipo de explotaciones y el
interés creciente de la industria en la produccion de quesos diferenciados,

considerados como delicateses (Oliszewski et al., 2002).

Por otro lado, la leche de cabra se caracteriza por poseer globulos de
grasa de tamafio pequeno y de un color mas blanco, debido a que todo el B-
caroteno es transformado a vitamina; contiene mas de 20 acidos grasos volatiles
de cadena ramificada tales como el acido 4-metiloctanoico y 4-etiloctanoico, que
contribuyen a darle un sabor tipico; es pobre en caseinas y a la vez éstas son
menos estables al calor; el tiempo de coagulacion por enzimas es corto, y la débil
consistencia del gel explica el bajo rendimiento quesero (Niro et al., 2014).
Nutricionalmente constituye una fuente natural de oligosacaridos derivados de la
lactosa, acido linoleico conjugado, vitaminas A y del complejo B (Haenlein, &

Anke, 2011), y calcio (Paz et al., 2014).

Varios autores han informado los efectos del pH sobre las caracteristicas
fisico-quimicas de las mozzarellas de vaca (Yun et al., 1993; Joshi,
Muthukumarappan, & Dave, 2002, 2004; Zisu, & Shah, 2005) y bufala (Yazici et
al., 2010); sin embargo, no se registran estudios relacionados a la produccion de
éste tipo de queso a base de leche de cabra debido a la menor capacidad para
su fabricacion en comparacion con la de vaca, lo que hace del estiramiento un
procedimiento dificil (Niro et al., 2014). En este sentido, el desarrollo de la
tecnologia adecuada para la produccion de quesos innovadores, encaminados
a la obtencién de productos con caracteristicas apropiadas, resulta de gran

interés.
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3.2 OBJETIVOS

Estandarizar el proceso de elaboracion del queso mozzarella a base de
leche de cabra, a fin de obtener un producto de adecuadas caracteristicas fisico-

quimicas y texturales.
3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Materiales

Para la elaboraciéon del Queso Mozzarella a base de leche de cabra se

utilizaron los siguientes materiales:

* Leche de cabra biotipo Saanen y Criolla, obtenida en el primer trimestre de

lactacion, de productores de la localidad de Vaqueros, Salta, Argentina.

« Enzima coagulante CHY-MAX™, quimosina 100% pura (Chr. Hansen,
Argentina), producida por fermentacion, lo cual requiere menor dosificacion y

facilita un mejor control de los procesos de elaboracion.

* Bacterias lacticas liofilizadas de inoculacion directa como cultivo starters:
Streptococcus thermophilus (ST-M7 ®) y Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus (LB-12 ®) (Chr. Hansen, Argentina).
* Cloruro de calcio (Anedra, Brasil).

e Cloruro de sodio comercial.
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3.3.2 Métodos

3.3.2.1 Estandarizacion de la concentracion de cultivos lacticos liofilizados

a utilizar durante la elaboracion del queso mozzarella

Con el objetivo de acortar los tiempos de elaboracion del producto, se
procedid a establecer la relacion y concentracion de cultivos lacticos liofilizados
(Morales-Celaya et al., 2012) a utilizar durante la etapa de pre-maduracion. Se
prepararon 7 muestras de leche de cabra, homogéneas entre si, que fueron
inoculadas con los starters en cantidades recomendadas por el proveedor, de

acuerdo a las combinaciones que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Combinaciones de cultivo starter, en diferentes relaciones y

concentraciones, utilizadas para alcanzar un pH de 6,0.

Muestras Relacion Concentracién Temperatura de
coco:bacilo p Incubacién (°C)
(g 100 mL™" de leche)
ST-M7 : LB-12
ST-M7 : LB-12
1 1 : 0 0,010 : 0,000 37
2 1 : 0 0,010 : 0,000 45
3 o : 1 0,000 : 0,010 37
4 1 1 0,010 : 0,010 37
5 1 : 15 0,010 : 0,015 37
6 2 1 0,020 : 0,010 37
7 3 1 0,030 : 0,010 37

Se selecciond aquella muestra que registr6 menor tiempo para alcanzar

un pH de 6,00 £ 0,01, punto en el cual se ha demostrado que la enzima presenta
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la maxima actividad proteolitica sobre la caseina (Van Hooydonk, Hagedoorn, &
Boerrigter, 1986). Las temperaturas utilizadas variaron de acuerdo a los rangos

minimos y maximos recomendados por el proveedor.

3.3.2.2 Estandarizacion de la concentracion de enzima coagulante

quimosina a utilizar durante la elaboraciéon del queso mozzarella

A partir del resultado del ensayo anterior, se procedi6 a aumentar la
temperatura de la leche hasta los 43 + 2 °C, y se adiciond la enzima coagulante
en los rangos minimo, medio y maximo recomendados por el proveedor: 0,001;
0,002y 0,003 g 100 mL™, respectivamente. Manteniendo la temperatura, se dejé
reposar 30 minutos hasta obtener un coagulo firme, homogéneo y de superficie
brillosa. Se midi6 la dureza del gel con un analizador de textura QTS (Brookfield),
y se eligié la concentracion de enzima que otorgd mayor consistencia a la

cuajada.
3.3.2.3 Elaboracion del queso mozzarella a base de leche de cabra

Para la elaboracion del queso mozzarella, se partio de leche de cabra
entera pasteurizada, a la que se le adicioné CaCl,. Se incorporaron los cultivos
lacticos liofilizados en la relacidn y concentracion seleccionadas de acuerdo a
ensayos previos. Se dej6 en estufa hasta pH de 6,0. Transcurrido el tiempo de
pre-maduracion, se adiciono la quimosina, se dejo coagular y se procedi6 al corte
de la cuajada. Se desuero de manera parcial, y se reposo la masa bajo suero
hasta alcanzar tres puntos diferentes de pH de desuerado, que permitieran un

posterior amasado e hilado de la cuajada (Tabla 6).
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Tabla 6. Codificacion de los Quesos Mozzarella de Cabra hilados a

diferentes pH de desuerado.

Queso Mozzarella de Cabra hilado a pH de suero Codificacion
5,0 MC50
5,3 MC53
5,6 MC56

Obtenidos los productos, se sumergieron en salmuera fria y se dejé
estacionar por 24 horas antes de realizar los analisis. El proceso de elaboracién

del queso mozzarella puede observarse en la Figura 1.

3.3.2.4 Analisis fisico-quimicos del queso mozzarella de cabra

Para la determinacion de la composicion fisico-quimica de los quesos

mozzarella a base de leche de cabra, se realizaron los siguientes ensayos:

. pH: Con pHmetro digital Hanna Instruments modelo HI 8424.

Fundamento: Indica la concentracion de iones hidrégeno en una disolucion.

Procedimiento: Se suspenden 10 gramos de muestra en 10 ml de agua destilada

(Niro et al, 2014) previamente calentada a 70 °C (El Galiou et al., 2015), se
mezcla y se homogeniza. Se toma el pH en la suspension resultante. Previo a la
determinacion, el peachimetro se calibra con tampones estandar 4 y 7

(Laboratorio Merk, Argentina).

Calculo: Lectura directa en la pantalla digital.
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Figura 1. Flujograma de elaboracion de los quesos mozzarella a base

de leche de cabra.
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. Proteinas: Por el método micro-Kjeldhal (AOAC, 1996).

Fundamento: Este método se utiliza para determinar todo el nitrégeno reducido
presente (-NH2 y —NH) de modo que los compuestos amoniacales, urea y
aminoacidos libres también son determinados (purinas, pirimidinas, creatina,
creatinina, metil-aminas, nitritos, nitratos). Involucra una oxidacion humeda con
acido sulfurico, convirtiendo el nitrégeno presente a sulfato de amonio. La
descomposicién de este ultimo se realiza por alcalinizacién con hidroxido de
sodio y el amonio se destila captandolo en solucion con acido sulfurico 0,1 N,

titulando posteriormente su exceso, con hidréxido de sodio 0,1 N.

La determinacion de nitrégeno por este método se realiza en tres etapas:

1° Etapa: Mineralizacion o Digestion: El acido sulfurico (SO4H2) convierte el

nitrégeno (N2) en amoniaco (NH3) y éste queda retenido como sulfato de amonio

(SO4(NHa)z).

2NH3 + SO4H2 > (SO4(NH4)2)

2° Etapa: Neutralizacion: Liberacion de la base débil mediante una base fuerte.

En esta fase el NaOH en concentracién alta desplaza a la base débil, es decir,

NHs.

SO4(NHs), + 2 NaOH = 2NH3 . Na,SO,4 OH + 2H,0

3° Etapa: Destilacion: del amoniaco con el acido, formandose el sulfato de

amonio SO4(NH,),.

2NH3 + SO4H2 & SO4(NH4)2
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Se utiliza el sulfato de cobre como catalizador de la oxidacion, permitiendo

acortar el tiempo de digestion al actuar como transportador de oxigeno.

El sulfato de potasio o de sodio se utiliza para aumentar el punto de ebullicion

del acido sulfurico en la etapa de digestion.

Procedimiento:

- Se coloca una muestra de 0,1 g en un tubo de mineralizacion Kjeldhal, se
agrega 1,5 g de sulfato de cobre, 7,5 g de sulfato de sodio y 10 ml de acido

sulfurico (95-98 %, densidad 1,84 g/ml).

- Se coloca el tubo en el digestor, se lo deja por 2 horas para completar la

mineralizacion, hasta coloracion verde brillante.

- Se enfria a 25 °C y se adiciona 30-40 ml de agua destilada. Se agrega
hidroxido de sodio concentrado (40 %) para llevar el medio a la alcalinidad. Se
conecta rapidamente el tubo al sistema de destilacion, en cuyo extremo final se
coloca un erlenmeyer de 250 ml de boca ancha, para recibir el destilado sobre
acido sulfurico 0,1 N (no menos de 25 ml), utilizando rojo de metilo como

indicador.

Calculo: El calculo del porcentaje de nitrégeno se obtiene aplicando la siguiente

formula:

% N=(N-n)x0,014 x 100

N = Volumen x normalidad x factor de correccion, del acido.

n = Volumen x normalidad x factor de correccion, de la base.
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g = Gramos de muestra.

Luego, se obtiene el contenido de proteinas, multiplicando % N por un

equivalente de conversion para los lacteos caprinos (ANMAT, 2014):

% proteinas = % N x 6,38

. Grasas: En butirometro para queso, por el método Gerber (AOAC, 1996).

Fundamento: El acido sulfurico precipita la caseina, mientras que la adicion de
alcohol amilico facilita la separacion de la grasa, recubriéndola y protegiéndola

contra la destruccion del acido sulfurico.

Procedimiento: En el butirdbmetro para queso se vierte cuidadosamente lo

siguiente, mediante una pipeta:

- 10 ml de SO4H, al 90 %

- 6-7 ml de agua destilada a 60 °C

- 1 ml de alcohol amilico

En el tapon contenedor se pesan 3 g de queso, se lo coloca en el butirometro,
se mezcla con movimientos de inversidn, hasta que no se vean particulas
blancas. Con el tapdn hacia abajo, se coloca en agua a 65 * 2 °C, se centrifuga
durante 4-5 minutos a 1100 rpm y se vuelve a llevar con cuidado al bafio a 65 +

2 °C durante 10 minutos.

Calculo: Lectura directa del espesor de la capa de grasa en escala graduada del

butirometro, por ajuste del tapon de goma.
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. Sélidos Totales: gravimétricamente por desecacion en estufa (AOAC,

1996).

Fundamento: Estan constituidos por las distintas sustancias en solucion,
suspension y emulsion y varia entre ciertos limites; es mucho menos variable si
se corrige de la grasa ya que éste es el componente mas variable. Por
consiguiente, se acostumbra a determinar el extracto seco total y la grasa, para

luego corregir el primero de esta y obtener el extracto seco no graso (SNG).

Procedimiento: Se secan los pesafiltros en estufa a 105 °C, durante 2 horas, se

enfrian en desecador y se pesan poco después de alcanzar la temperatura
ambiente. Se vierten 5 g de queso. Se seca en estufa a 105 °C, hasta peso

constante + 5 mg, aproximadamente hasta completar las 5 horas.

Calculo: El residuo seco corresponde a los solidos totales y la pérdida de peso a

la humedad. El porcentaje se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

% Extracto Seco = Peso de la muestra tras la desecacion x 100

Peso de la muestra antes de la desecacion

% Humedad=P1 -P2 x 100

g

P1: Pesafiltro con muestra antes de la estufa

P2: Pesafiltro con muestra después de la estufa

g: Gramos de la muestra

. Cenizas Totales: por calcinacion en mufla (AOAC, 1996).
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Fundamento: Es una medida del total de minerales presentes en el alimento.

Procedimiento: Se limpian y se marcan los crisoles y se llevan a mufla durante

4-8 horas a 500-600 °C, se enfrian a 100-150 °C aproximadamente, se llevan a
un desecador y se pesan. Se agrega 1 g de muestra y se carboniza lentamente

en mechero bajo campana. Se incinera en mufla a 600 °C. Se enfria y se pesa.

Calculo: Se obtiene el porcentaje de cenizas de acuerdo a la siguiente formula:

% de cenizas= Peso de crisol cenizas — Peso de crisol x 100

Peso de la muestra

Después de pesar las cenizas, se agregan 5 ml de solucion 1:1 de agua destilada
y CIH (36,5-38 %, densidad 1,18 g/ml), se calienta suavemente, se filtra la
solucion acida a traveés de un papel de filtro con agua destilada, a un matraz de
100 ml. Se coloca el papel de filtro en la misma cavidad del crisol y se reduce a
cenizas sobre llama. Se agrega 5 ml de CIH (1:1) y se calienta unos minutos.
Finalmente se filtra y se lleva a volumen, obteniéndose la solucion de cenizas
para la posterior determinacién de Calcio y Sodio por espectrofotometria de
absorcion atomica (AOAC, 1996); y Foésforo por espectrofotometria de

absorcion molecular (AOAC, 1996).

Finalmente, luego de la caracterizacion fisico-quimica de los productos
obtenidos, se calcul6 el Rendimiento Quesero (RQ). Este se describe como el
contenido de nutrientes recuperados a partir de la leche (Solorza, & Bell, 1998),
por lo que estara especialmente relacionado con el contenido de proteinas, grasa
y calcio en el coagulo, asociados con la humedad. Se expresa en porcentaje, de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
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RQ (%) = Peso del queso obtenido (Kqg) x 100

Cantidad de leche utilizada (Lts.)

* Humedad: por diferencia.

Fundamento: Se determina indirectamente su contenido en 100 g mediante

diferencia de nutrientes.

Procedimiento: A 100 g de queso, se le resta la cantidad de solidos totales.

Calculo:
% Humedad = 100 — Solidos Totales
3.3.2.5 Analisis del Perfil de Textura (APT)

Los cambios en la microestructura influyen sobre las propiedades fisico-
quimicas de los quesos, por lo que resulta fundamental estudiar como afectan
las condiciones de procesamiento sobre la misma (Ong et al.,, 2012). Las
caracteristicas de textura de los productos se analizaron en equipo QTS
(Brookfield). Para ello, las muestras refrigeradas (4 °C) se cortaron con un molde
cilindrico de 50 mm de diametro x 15 mm de altura, y se dejaron equilibrar a
temperatura ambiente (~22 °C) durante 10 minutos. Se utilizé una celda de carga
de 500N, con un émbolo plano de 10 mm de diametro, a una velocidad de 30
mm min~'. Se selecciond una compresion del 50 % a fin de permitir una
deformacion sin romper la muestra. Los datos fueron recolectados a través del

software Pro v2.0. Por otro lado, se utilizd el escaner Hewlett Packard C3180
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para fotografiar la macroestructura de las muestras durante el proceso de

elaboracion.

3.3.2.6 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para conocer la microestructura de las muestras se utilizd6 un microscopio
electronico de barrido (SEM) Jeol (JSM 6480 LV, Tokio, Japdn), con un voltaje
de aceleracién entre 0,2 y 30 Kv, incluyendo los sensores de electrones
secundarios y retrodispersados, trabajando con alto y bajo vacio. Los quesos
fueron analizados utilizando muestras cilindricas de 0,5 cm de diametro por 0,2
cm de alto y fijadas en formol al 36 % a temperatura de refrigeracién durante 2
meses. Las muestras fijadas se deshidrataron con una serie graduada de etanol
(30, 50, 70, 80,90y 100 g por 100 g, 15 min en cada una), se secaron por punto
critico, se metalizaron con oro y finalmente se colocaron en los tubos del equipo
SEM para conocer su microestructura interna. Las microfotografias SEM mas

representativas fueron las seleccionadas para su presentacion.

3.3.2.7 Analisis de color

El color de los quesos se determind con un colorimetro Coleman Parmer
utilizando los parametros CIELAB (L*, a*, b*) (CIE, 1996). Las sensaciones
visuales que se envian al cerebro crean las tres dimensiones de la respuesta
juicio color que se refieren a menudo como el espacio de color tridimensional.
En el sistema CIE Lab, estas dimensiones se expresan como: L* definida como
como luminancia o luminosidad, variando de negro (cero) a blanco (100),
indicando la capacidad de un objeto para reflejar o transmitir la luz; y los otros
dos estan relacionados con la cromaticidad: a* de verde (-a*) a rojo (+ a*) y b*

de azul (-b*) a amarillo (+ b*). EI CIE (Commission Internationale de I'Eclairage)
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L*, a*, b* y caracteristicas de color se determinaron utilizando el ColorTec, PCM
colorimetro (Precision Microsensor Inc., Pittsford, EE.UU.) equipado con fuente
de luz D65 y un angulo de observacion de 10°. Las mediciones se realizaron por

triplicado por cada muestra de queso.
3.3.2.8 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media + desvio estandar de las
mediciones replicadas. Para encontrar diferencias significativas entre los
analisis, las medias fueron analizadas mediante analisis unidireccional de la
varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95 % y Prueba de Duncan
para determinar el nivel de significacion entre ellas (P<0,05), utilizando Microsoft

de Excel StatProTM.
3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Estandarizacion de la concentracion de cultivos lacticos liofilizados

a utilizar durante la elaboracion del queso mozzarella

Los cultivos lacticos liofilizados que presentaron un descenso de pH de
6,66 a 6,00, en el menor tiempo posible, se encontraron en la muestra 5, en la
cual se utilizé una combinacion de Streptoccocus thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, con una relacion coco:bacilo de 1,0:1,5, que
corresponden a una concentracién de 0,010:0,015 g 100 mL™ de leche (Tabla

7), respectivamente.
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Tabla 7. Tiempos registrados de acuerdo a las diferentes combinaciones de

cultivo lacticos liofilizados utilizados durante la etapa de pre-maduracion.

Muestras Tiempo (min)

1 65
48
60
45
30*
40

N o a B~ W DN

35

*Menor tiempo registrado.

Se ha demostrado que, al disminuir el pH inicial de la leche con el empleo
de cultivos lacticos liofilizados (pre-maduracion) (Morales-Celaya et al., 2012), el
mismo esta mas proximo al optimo de la quimosina por lo que la coagulacion
ocurre en forma mas rapida (Hannon et al., 2006); ademas, reducen la repulsién
electroestatica entre las micelas de caseina de carga superficial (potencial Z)
negativa a pH normal de la materia prima, neutralizandose parcialmente a
medida que el pH desciende; por ultimo, alteran la distribucidn de calcio entre las
micelas y la fase sérica (Ong et al., 2012). Todo esto resulta en tiempos mas

cortos de elaboracion del producto.
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3.4.2 Estandarizaciéon de la concentracion de enzima coagulante

quimosina a utilizar durante la elaboraciéon del queso mozzarella

Los resultados mostraron que a mayor concentracion de enzima
coagulante adicionada, la consistencia del gel aumenta, presentando valores de
dureza de 7,00; 8,00 y 9,00 g para la adicién de 0,001, 0,002 y 0,003 g% de
quimosina por cada 100 mL™" de leche, respectivamente (Figura 2), por lo que

se eligid la concentracion mas alta, de modo de obtener un coagulo mas firme.

Figura 2. Concentracién de quimosina (g/100mL™") y dureza (g) de la cuajada de

los quesos mozzarella a base de leche de cabra.

y=x+6
9
RZ=1
~
& s
<
a 7
6 \

0,001 0,002 0,003

Concentracion de quimosina (g / 100 mL-1 de leche)

3.4.3 Elaboracion del queso mozzarella a base de leche de cabra

Para la elaboracién de los productos, se siguio el esquema de la Figura
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Figura 3. Flujograma definitivo de la elaboracion del queso

mozzarella a base de leche de cabra.

Leche cruda de cabra

'

Pasteurizacion a 63 °C por 30 min

A 4
Leche pasteurizada de cabra |

> 1CaCl,0,02 g%|
A 4
Adicién de cultivos lacticos liofilizados Streptoccocus
thermophilus (0,010 g%) y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (0,015 g%), a 37 °C.

\ 4
| Fermentacion o Pre-maduracién a 37 °C por 30 min, hasta pH 6,0 |

A 4

| Adicion de enzima coagulante (0,003 g%) a 43 + 2°C |

\ 4
| Coagulacién a 43 °C por 30 min |

v
| Corte de la cuajada (2 x 2 x 2 cm) |

y
| Desuerado parcial (50 % del volumen de suero) |

| Descen;o de pH |

y
pH
53

Calentamiento, amasado e hilado a 65 + 5 °C por 7 min

\4
Moldeado manual en forma esférica

A 4

Salado (NaCl al 20 g%) a 4 °C por 30 minutos

v
Enfriado

v

MC53
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La leche de cabra entera se pasteurizé a 63 °C por 30 minutos, se le
adicion6 CaCl, en una concentracion del 0,02 g% (p/v). A 37 °C, se incorporaron
los cultivos lacticos liofilizados  Streptoccocus thermophilus (0,010 g%) vy
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (0,015 g%). Se dejé pre-madurar en
estufa por 30 minutos, hasta alcanzar un pH de 6,0. Se aumentoé la temperatura
de la leche hasta los 43 + 2 °C, se adiciond la quimosina en una concentracién

de 0,003 g% y se dejo coagular por 30 minutos.

Se procedio al corte de la cuajada en un tamafio de 2 x 2 x 2 cm, es decir,
cuadrados grandes para favorecer la retencion de humedad, necesario en este
tipo de quesos de pasta blanda a muy blanda. Se desuerd parcialmente,
eliminando el 50 % del volumen, y se dejo reposar la masa bajo suero hasta
obtener el valor de pH en estudio. Se sumergio la masa en agua caliente y se
observo que, cuanto menor era el pH de desuerado, a la misma temperatura (65
+ 5 °C), menores tiempos de amasado, y por lo tanto exposicién al calor se
requirieron, registrando 5 (MC50), 7 (MC53) y 15 (MC56) minutos. Luego de
obtener una pasta elastica y fibrosa para cada muestra, se les di6 forma esférica
(de aproximadamente 15 cm de diametro por 5 cm de espesor) y se sumergieron
en salmuera fria (4 + 2 °C) para cortar con la coccion, en una concentracion de
20 g% de NaCl, por un tiempo de 30 minutos. Por ultimo, se dejé estacionar 24

horas a 8 + 2 °C, antes de realizar los analisis.

3.4.4 Analisis fisico-quimicos del queso mozzarella de cabra

Los resultados del analisis fisico-quimico de la leche de cabra

pasteurizada se muestran en la Tabla 8.
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La acidez titulable (10,83 °D), los valores de proteinas (2,52 g 100 g") y
SNG (7,38 g 100 g1), fueron inferiores a lo minimo establecido por la legislacion
vigente (14-22 °D; 2,8; y 9,0 g 100 g, respectivamente); mientras que el

contenido de grasa (3,48 g 100 g™') fue superior (3 g 100 g™') (ANMAT, 2014).

Tabla 8. Parametros fisico-quimicos de la leche utilizada en la elaboracién de

los quesos mozzarella.

Parametros fisico-quimicos Leche de cabra pasteurizada
pH 6,66 + 0,01
Acidez Titulable (°D) 10,83 + 0,19
Proteina (g 100 g™') 2,52 * 0,05
Grasa (g 100 g™) 3,48 + 0,02
Lactosa (g 100 g™') 3,87 + 0,26
Sélidos Totales (g 100 g™) 10,86 = 0,15
SNG (g 100 g™") 7,38 + 0,22
Cenizas Totales (g 100 g™') 0,99 £ 0,00
Calcio (mg 100 g™ 219,99 =+ 20,23
Fosforo (mg 100 g™') 272,62 + 0,34
Sodio (mg 100 g™ 132,82 + 11,48

Promedio + desvio estandar (n=1) en base a las determinaciones por triplicado.

Los resultados del analisis fisico-quimico de los quesos mozzarella a base

de leche de cabra se resumen en la Tabla 9.

El pH de los productos fue de 5,42 (MC50); 5,70 (MC53) y 5,94 (MC56).

Se observaron diferencias significativas, y los valores estuvieron directamente
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relacionados al pH del suero previo al calentamiento, amasado e hilado de la

masa.

Tabla 9. Parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella a base de leche de cabra.

Parametros Muestras de quesos mozzarella
MC50 MC53 MC56

pH 542 + 0,12° 5,70 + 0,05°° 594 + 0,09°
Proteinas (g 100 g™") 26,66 + 0,43° 26,50 * 0,51° 28,87 + 0,51°
Grasa (g 100 g™) 2266 + 0,28° 23,66 =+ 0,28 20,66 + 0,28°
Sélidos Totales (g 100 g™') 51,44 + 0,18 5249 + 042° 53,89 + 0,10°
Cenizas Totales (g 100 g™') 2,64 + 0,10° 2,98 + 0,12° 327 + 017°
Calcio (mg 100 g™) 601,30 + 1,00° 72595 =+ 1431° 853,58 + 24,45°
Fosforo (mg 100 g™) 573,64 + 0,29° 620,25 + 0,68° 644,28 + 0,84°
Sodio (mg 100 g™") 284,97 + 3,75 277,20 + 950° 297,70 + 6,42°
Humedad (g 100 g™) 4856 + 0,18° 47,51 + 0,42° 46,11 + 0,10°

Promedio + desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras diferentes, en
la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

El valor de MCS53 fue parecido al obtenido por Niro et al. (2014), de 5,72,
para un queso de pasta hilada (Caciocavallo) con mezcla de leches de vaca y

cabra, en una proporcién de 65:35.

Con respecto a las proteinas, su contenido fue de 26,66; 26,50 y 28,87
g 100 g, para las muestras MC50, MC53 y MC56, respectivamente. Si bien el
contenido de proteinas fue mayor a medida que aumenté el pH, no se observaron
diferencias significativas entre las muestras, y fueron superiores a los de Niro et

al. (2014): 24,26 g 100 g™
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La materia grasa para MC50, MC53 y MC56 en base seca fue de 42,44,
45,07 y 38,33 g 100 g, respectivamente, los mismos se encuentran por encima
del minimo establecido (35 g 100 g™') por el CAA, con respecto a los requisitos

quimicos de un queso mozzarella.

La menor retencion de grasa de MC56, se debié a que fue sometida a
calentamiento durante un mayor periodo de tiempo para que ocurra el hilado,
provocando una mayor pérdida en el agua caliente que se utiliza para estirar la
cuajada, causada por los globulos de grasa mas pequefios en la leche de cabra

(Paz et al., 2014).

MC53 fue la muestra que tuvo un contenido graso en base seca, similar
al de Niro et al. (2014) en queso Caciocavallo (45,90 g 100 g™"). Se observaron

diferencias significativas entre las muestras.

Los porcentajes de Soélidos Totales fueron de 51,44 (MC50); 52,49
(MC53) y 53,89 (MC56) g 100 g'; similares a los de Niro et al. (2014), quien tuvo

un valor de 54,8 g 100 g

El contenido de cenizas totales fue de 2,64; 2,98 y 3,27 g 100 g, para
las muestras MC50, MC53 y MC56, respectivamente; inferiores a los de Niro et

al. (2014), cuyo valor fue de 4,48 g 100 g

En este estudio, no se observaron diferencias significativas entre las

muestras.

Las concentraciones de calcio fueron 601,30 (MC50); 725,95 (MC53) y
853,58 (MC56) mg 100 g™'. Se observaron diferencias significativas entre todas

las muestras, lo cual se debe a que a altos valores de pH de desuerado, el tiempo
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para la solubilizacion del fosfato de calcio micelar y el aumento en la proporcion
de Ca coloidal soluble, es menor (Guinee et al., 2002), lo que produce mayor

retencion de éste mineral en el producto final (Ong et al., 2015).

En cuanto al fésforo, se obtuvo valores de 573,64; 620,25 y 644,28 mg
100 g'1, para las muestras MC50, MC53 y MC56, respectivamente;
manteniendo en todas las muestras una relacion Ca/P superior a 1, por lo cual
no estaria presente el factor desencadenante de pérdida de masa Oésea

(Teegarden, 1998). También se observaron diferencias significativas.

Con respecto al sodio, los valores obtenidos fueron 284,97; 277,20 y
297,70 mg 100 g, para las muestras MC50, MC53 y MC56, respectivamente;
inferiores a las mozzarellas comerciales, a base de leche de vaca, contempladas
en otros estudios (Agarwal et al., 2011). No se observaron diferencias

significativas.

Los porcentajes de humedad de MC50 (48,56 g 100 g™') y MC53 (47,51
g 100 g™, fueron superiores al de MC56 (46,11 g 100 g™'). Sin embargo, todos
son de “alta humedad” de acuerdo a la clasificacion general de quesos del CAA
(46-54,9 g 100 g') y no superan el maximo (60 g 100 g™') establecido como
requisito quimico de un queso mozzarella (ANMAT, 2014). Se observaron

diferencias significativas.

El RQ fue de 10,82% 11,20% y 9,44° para las muestras MC50, MC53 y
MC56, respectivamente. Las diferencias observadas entre ellas condicen con la
composicion quimica general de los quesos: a pH alto de suero, menor humedad
por mayor exposicion a tiempo de amasado y estiramiento en agua caliente, con

la consecuente pérdida de grasa, y concentracidon de calcio y proteina en la masa
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del queso; en cambio, a pH bajo de suero, ocurre todo lo contrario (Solorza, &

Bell, 1998).

3.4.5 Analisis del Perfil de Textura (APT)

La muestra MC56 fue la que presento un valor de dureza mas alto (Tabla
10), lo cual podria estar relacionado al menor porcentaje de humedad provocado
por el largo tiempo de amasado y estiramiento en agua caliente, y mayor
contenido de proteinas y, por lo tanto, de calcio micelar retenido en la cuajada,

resultando en un producto menos adhesivo.

Tabla 10. Parametros texturales de los quesos mozzarella a base de leche de cabra.

Parametros Muestras de quesos mozzarella

MC50 (n=1) MC53 (n=1) MC56 (n=1)
Dureza 142133 + 52,08° 1194,00 + 149,92° 1798,00 + 117,38°
Cohesividad 0,44 + 0,05° 0,70 + 0,05° 0,65 + 0,04°
Adhesividad 578 + 0,00° 12,98 + 0,00 0,08 + 0,00°
Elasticidad 7,08 + 0,30° 6,58 + 0,09° 6,26 + 0,54°

+
+

Masticabilidad 7236,94 + 1023,84° 660153 + 917,72° 848557

I+

334,57°

Promedio + desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras diferentes,
en la misma fila, indican diferencias significativas.

Para el resto de los parametros (cohesividad, elasticidad vy

masticabilidad), no se observaron diferencias significativas entre las muestras.

Las fotografias macroestructurales, tomadas durante la elaboracion de los
quesos (Figura 4), muestran que al principio la cuajada carece de estructura,
debido a que 15 minutos no seria un tiempo suficiente para que la enzima

coagulante ejerza su efecto, a los 90 minutos puede verse como de a poco se
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van agregando las proteinas y los 150 minutos la cuajada luce mas uniforme y
continua. Ademas, hubo una gran diferencia entre la cuajada y el producto

terminado, donde claramente se observa una estructura fibrosa.

Figura 4. Fotografias de los diferentes estados de la cuajada: (A) a los 15 min,

(B) alos 90 min, (C) a los 150 min; y del queso mozzarella a base de leche de

cabra: (D) producto terminado.
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La textura caracteristica de los quesos de pasta hilada puede explicarse,
por el rearreglo estructural que las moléculas de caseina (as, B y K, que forman
parte de las micelas descalcificadas) sufren al someterse la cuajada a
calentamiento y trabajo mecanico, alterando su conformacion (B-placa y a-hélice
(Ren et al., 2013). El estiramiento en un sentido (direccion) espacial, orientan y
“alinean” a las proteinas, como si fuesen “hilos”. Asimismo, la grasa butirosa,
funcionaria como un lubricante para la alineacion de las fibras de caseina (Yazici

etal., 2010).

3.4.6 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con microscopia SEM, se observaron diferentes arreglos estructurales de
acuerdo al pH utilizado para su elaboracion, principalmente con respecto a la

presencia y distribucion de los hilos de caseina (Figura 5).

Los componentes como humedad y grasa fueron retirados de los quesos
durante la preparacion de las muestras, por lo que las areas vacias de coloracién
negra representarian sacos de aire, originalmente ocupados por suero que
puede haber sublimado y/o glébulos de grasa, estos ultimos han sido
considerados los responsables de formar espacios esféricos vacios dentro del
queso mozzarella; por lo tanto, el fondo solido de cada microfotografia constituye

la matriz proteica (Oberg, McManus, & McMahon, 1993).

En todas las muestras puede observarse la presencia de grandes
conglomerados de proteina, debido, posiblemente, a que las mismas se han
fusionado durante la formacion de la cuajada, dando lugar a la formacion de una
estructura compacta dentro de la matriz, cuyas dimensiones pueden observarse

en la Figura 6.
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MC50 presenté pocos hilos (grosor aproximado de 21,5 um) y poros

(entre 24,4-55,7 ym de diametro).

Figura 5. Microestructura de los quesos mozzarella de cabra hilados a

diferentes puntos de pH de desuerado: 5,0 (MC50), 5,3 (MC53) y 5,6 (MC56).
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Figura 6. Dimensiones de los hilos presentes en los quesos mozzarella de

cabra amasados a diferentes puntos de pH de desuerado: 5,0 (MC50), 5,3

(MC53) y 5,6 (MC56).
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En MC56 no se observaron hilos, pero si varios poros pequefos (entre
3,42-39,0 ym). Debido al alto pH de esta muestra, la cuajada debié ser sometida
a mayor tiempo de hilado en agua caliente, lo que provocé pérdida de humedad
en el producto. Al disminuir el volumen de la fase acuosa, las miscelas de
caseina lograron estar mas juntas, dejando pocos espacios para la formacién de

grandes poros.

Por ultimo, en MC53 se observo la presencia de largos (hasta 60 ym) y
finos (5,60-9,20 um) hilos, manteniendo un mismo entramado dentro de la matriz

e inclusive en areas superficiales fisuradas.

3.4.7 Analisis de color

Los resultados de la evaluacion del color pueden observarse en la Tabla

1.

Tabla 11. Parametros de color de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra.
Parametros Muestras de quesos mozzarella
MC50 (n=1) MC53 (n=1) MC56 (n=1)
L* 78,06 + 0,44° 77,42 +0,28% 7831 *1,07°
a* 5,88 + 0,24° 4,61 + 0,99° 5,06 * 0,39°
b* 22,83 + 0,71° 24,00 +0,39® 2145 +0,31°

Promedio + desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado.
Letras diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas.

Los valores de L* fueron de 78,06 (MC50), 77,42 (MC53) y 78,31 (MC56).

Los promedios encontrados para todas las muestras en este estudio fueron
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inferiores a los encontrados por Niro et al. (2014) (92,5) para un queso de pasta
hilada (Caciocavallo) a base de una mezcla de leche de vaca y cabra 65:35 y los
de Ramos do Egypto Queiroga et al. (2013) (92,95) para un queso Coalho a partir

de leche de cabra.

Los parametros de a* fueron de 5,88 (MC50), 4,61 (MC53) y 5,06 (MC56);
superior a lo observado por Niro et al. (2014) cuyo valor fue de -6,3. Los quesos
de cabra son generalmente de color mas blanco ya que estos animales son
capaces de convertir el B-caroteno en vitamina A y también producen leche con
glébulos de grasa de menor diametro en comparacion con la de las vacas (Lucas
et al, 2008; Park, 2006). Asi, cuando los quesos se hacen a partir de mezclas de
leche, el aumento de valores de a* esta directamente relacionada a la mayor

proporcion de leche de cabra (Sheehan et al., 2009).

Las mediciones de b* (componente azul) fueron de 22,83 (MC50), 24,00
(MC53) y 21,45 (MC56). No se observaron diferencias significativas entre las
muestras. Sin embargo, sus valores fueron inferiores a lo reportado por Niro et
al. (2014). El aumento en valores de b* se ha relacionado con la reaccion de
Maillard, que disminuyen la luminosidad debido a la produccién de compuestos

de pardeamiento (Lucas et al., 2008).

En general, las muestras evaluadas presentaron valores altos de
luminosidad (L*), con predominio del componente amarillo (b*) en lugar del
componente verde (a*), lo que sugiere un predominio del blanco-amarillento

como principal caracteristica del color de este tipo de queso.
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3.5 CONCLUSIONES
A partir de este estudio, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

* Ladosis de inoculacion que presenté menor tiempo de pre-maduracion fue la
que utilizé una combinacion de Streptoccocus thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, con una relacion coco:bacilo de 1,0:1,5, y una

concentracion de 0,010:0,015 g 100 mL™" de leche, respectivamente.

* La concentracion mas alta de enzima coagulante adicionada es la que resulta
en una mayor consistencia del gel, ayudando a acortar el tiempo de

elaboracion.

* A pH 5,0 la cuajada estaria proxima al punto isoeléctrico de las proteinas, por
lo cual este nutriente precipita y migra hacia el suero, con la consecuente
pérdida de calcio micelar ligado a ella. Por otro lado, di6 lugar a la formacion

de hilos, pero siendo estos muy escasos.

* A pH 5,3 el producto presentd adecuado contenido de humedad, grasas,
proteinas y calcio. El rendimiento quesero fue mayor, los parametros de
dureza fueron menores y su microestructura revel6 la presencia de largos y
finos hilos, que le dieron un entramado caracteristico para este tipo de

quesos.

* A pH 5,6 la cuajada no alcanzoé un punto en el cual sea facil su estiramiento,
lo que requirid un mayor tiempo de exposicion a calentamiento para poder
obtener el hilado. Esto resulté en un producto con menor contenido de grasa
y rendimiento quesero, mas calcio, valores altos de dureza, menos

adhesividad y ausencia de hilos.
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* En general, la leche presentdé adecuada aptitud al procesamiento
caracteristico de éste tipo de quesos; y a pH 5,3 resulto factible obtener una
mozzarella de cabra, con adecuadas caracteristicas fisico-quimicas;
constituyendo una alternativa para la expansidn de las economias regionales

dedicadas a la produccion de leche y quesos de cabra.
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4 LOS FITOESTEROLES

4.1 INTRODUCCION

4.1.1 Generalidades

La prevalencia de ENT, esta aumentando rapidamente, se ha calculado
que en el 2001, las mismas han causado el 60 y 46 % del total de casos de
mortalidad y morbilidad del mundo, respectivamente y se prevé que la proporcion
de esta ultima, se incremente a un 57 % para el afio 2020 (OMS, 2003). Si bien
estas patologias tiene un origen complejo y se deben a la conjuncién de muchos
factores, se acepta que los niveles altos de colesterol plasmatico constituyen un

importante indicador de riesgo para su desarrollo (Nichols et al, 2012).

Es por ello, que la intervencién dietoterapica clasica se orienta a una
menor ingesta de colesterol; sin embargo, también pueden aplicarse estrategias
nutricionales innovadoras, como la incorporacibn de compuestos que
disminuyen el colesterol sanguineo, entre ellos, los fitoesteroles (Stock, 2014).
La Union Europea sugiere que un consumo de 1,5 a 2,4 g/dia de fitoesteroles
afadidos a productos lacteos, por un periodo de dos a tres semanas, reducen
un 7-10 % las concentraciones sanguineas de colesterol LDL (Union Europea,

2010).

Por otro lado, la FDA recomienda que el consumo diario de un minimo de
2 g/dia de fitoesteroles (FDA, 2003), lograria un descenso de entre el 8-15 % en

el colesterol LDL (AOMSA, 2006).

115



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Capitulo IV - Los Fitoesteroles

4.1.2 Definicion

Los fitoesteroles, son compuestos derivados de plantas con ordenacién y
funciones analogas al colesterol de los vertebrados: intervienen en la
estabilizacién de la bicapa de fosfolipidos de las membranas celulares y en la
estructura del nucleo de las plantas. Dentro del grupo se encuentran dos
categorias: los esteroles con un doble enlace en C5, y los estanoles con una
reduccién en la misma posicidn, pero que pueden ser convertidos a los primeros
mediante hidrogenacion (Lagarda, Garcia Llatas, & Farré, 2006). En la
actualidad se han identificado mas de 200 tipos de fitosteroles, siendo mas

abundantes los que se observan en la Figura 7.

Figura 7. Estructura quimica de los principales fitoesteroles y fitoestanoles.

21 22 24 26
20 23 25

STEROLS Cholesterol / stanol

W 27

Sitosterol / stanol
HO

STANOLS
Campesterol / stanol

-

HO Stigmasterol / stanol

Fuente: Gylling et al., 2014.
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4.1.3 Mecanismo de accion

Los fitoesteroles son metabolizados en el intestino delgado a través de un

proceso que implica tres etapas:

1) Lumen intestinal/micela mixta: los fitoesteroles son mas lipofilicos que el
colesterol, por lo tanto pueden desplazarlo competitivamente de la micela mixta
formada por sales biliares, fosfolipidos y lipidos provenientes de la dieta. En
consecuencia, el mismo no se emulsiona y no puede ser absorbido, por lo que
se elimina junto a los esteroles a través de las deposiciones (Olagnero,

Marcenado, & Irei, 2007).

2) Célula intestinal/enzima AcilCoa Colesterol Acil Transfersa (ACAT): Para
formar los quilomicrones (lipoproteinas transportadoras), se necesita la
transformacién del colesterol, de su forma libre a su forma esterificada por la
accion de la enzima ACAT. Los fitoesteroles absorbidos inhiben la accion de la
misma, por lo tanto, parte del colesterol libre absorbido no puede reesterificarse
para ser incorporado al quilomicron y aumentan su excrecion al lumen intestinal

(Olagnero, Marcenado, & Irei, 2007; Valenzuela, & Ronco, 2004).

3) Célula intestinal/transportador ATP Binding Cassette (ABC): los esteroles y
estanoles aumentan la actividad del transportador ABC, cuya accion es bombear
las moléculas de colesterol no reesterificado al lumen intestinal, aumentando su

excrecion (Olagnero, Marcenado, & Irei, 2007; Valenzuela, & Ronco, 2004).

4.1.4 Fuentes naturales de fitoesteroles en alimentos

Los fitoesteroles no pueden ser sintetizados endégenamente por los seres

humanos, por lo que su incorporacion al organismo solo dependen de la dieta.
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Sus principales fuentes vegetales (Tabla 12) estan representadas por los
aceites, frutos secos, brotes, coliflores y aceitunas; y entre las animales por la

yema de huevo, higado de los mamiferos y crustaceos (Marangoni, & Poli, 2010).

Tabla 12. Contenido promedio de fitoesteroles contenidos por porcion de alimento.

Alimentos Porcién recomendada (g) Fitoesteroles aportados por
porcion (g)
Aceite de maiz 13 0,12
Aceite de girasol 13 0,05
Aceite de soja 13 0,04
Margarina 10 0,02
Aceite de oliva 13 0,03
Semillas sésamo 15 0,05
Almendras 30 0,05
Nueces 30 0,04
Salvado de trigo 10 0,02
Pan de trigo 60 0,05
Harina trigo integral 50 0,03
Pan 60 0,03
Naranja 80 0,02
Higo 80 0,02
Limédn 80 0,01
Pomelo 80 0,01
Anana 80 0,01
Manzanas 80 0,01
Aceitunas negras 20 0,01
Coliflores 80 0,03
Zanahorias 80 0,01

Fuente: Marangoni, & Poli, 2010; ANMAT, 2014.
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Debido a las grandes diferencias en el consumo de alimentos vegetales
en todo el mundo, la ingesta dietética de fitoesteroles varia entre 1,67 g/dia en
Gran Bretana (aportados principalmente por aceites vegetales) y 3,75 g/dia en
Japon. Estas también se observan dentro de los grupos de poblaciones
occidentales, siendo marcadamente superior en los vegetarianos (>50 %). En un
estudio llevado a cabo por la EPIC (European Prospective Investigation on
Cancer), realizado en 22.256 sujetos, la ingesta de fitoesteroles varié entre 1,78

g/dia (quintil mas bajo) y 4,63 g/dia (quintil mas alto) (Marangoni, & Poli, 2010).

Sin embargo, si se tiene en cuenta la recomendacion de 2 g/dia (FDA,
2003; Stock, 2014), en general, las cantidades consumidas de fitoesteroles son
insuficientes para tener un efecto significativo en la disminucion del colesterol
(Nolasco, 2008), motivo por el cual se justifica su adicidén, frecuentemente en
formas esterificadas, para aumentar su solubilidad, permitiendo su incorporacion

en alimentos de base mas bien lipidica (Marangoni, & Poli, 2010).

4.1.5 Los fitoesteroles y los alimentos

Los calculos de las grandes cantidades de fitoesteroles en la dieta
ancestral estimularon la investigacion sobre su papel en la salud humana,
especialmente con el objetivo de corregir su baja ingesta en las modernas. Por
lo tanto, estos pasaron de ser componentes naturales a ser incorporados en
medicamentos, suplementos, o bien, alimentos. En el ultimo caso, se
incorporaron primero a productos grasos, en su mayoria margarinas.
Posteriormente, el desarrollo de la tecnologia permiti6 mejorar su solubilidad e
incorporacion a jugos de frutas, helados, horneados, etc. (Marangoni, & Poli,

2010).
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Por otro lado, el impacto de las diferentes composiciones de los alimentos
en el efecto hipocolesterolemiante de los fitoesteroles contenidos en una matriz,
aun no ha sido completamente aclarado. Abumweis, Barake, & Jones (2008) han
clasificado los alimentos en cuatro grupos de acuerdo con el contenido de grasa
y las caracteristicas fisicas utilizados para administrar los fitoesteroles en: 1) las
grasas para untar, 2) mayonesa y aderezos para ensaladas, 3) leche y yogur y
4) otros como chocolate, barras de cereales, bebidas, jugos, carne y productos
horneados. La incorporacion en los grupos 1, 2 y 3 se asocié con una mayor
eficacia en la reduccion del colesterol LDL con respecto a la de otros alimentos,
lo que sugiere el papel importante de la matriz alimentaria en el efecto de la
reduccion del colesterol. En particular, se ha demostrado que los fitoesteroles
adicionados a leches parcialmente descremadas tienen un impacto tres veces

mayor con respecto al pan y los cereales (Clifton et al., 2004).

En general, los datos de los ensayos a corto y largo plazo indican que la
reduccion del colesterol sanguineo por la administracion de fitoesteroles se
observa dentro de pocas semanas y permanece estable durante un afio de

suplementacion (Plat, & Mensink, 2005).

4.1.6 Estudios clinicos con alimentos

El control no farmacolégico del perfil lipidico del plasma se esta
explorando activamente, siendo los fitoesteroles ampliamente utilizados en
alimentos y suplementos. Su efecto hipocolesterolémico se conoce desde 1950,
cuando se observé una caida del 27 % en los niveles plasmaticos de colesterol
de 26 sujetos sanos suplementados con 5-10 g/dia del compuesto, por un

periodo de 2 semanas (Marangoni, & Poli, 2010).
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En Espana, se evalué la eficacia hipocolesterolemiante de un yogur
bebible comercial, en 32 personas de ambos sexos con colesterol LDL superior
a 120 mg/dl. Los pacientes consumieron 130 ml del producto conteniendo 2 g de
fitoesteroles, durante 3 semanas. Al inicio y al final del tratamiento, se valoraron
colesterol total, LDL, HDL e indice LDL/HDL, observandose una reduccion
significativa (P < 0,01) del colesterol total (235 + 34 a 219 £ 35), LDL (157 + 30
a 140 £ 34, mg/dl) e indice LDL/HDL (3,2 + 1,0 a 3,0 + 1,2), sin modificacion

significativa en HDL (48 £ 15 a 53 + 29) (Algorta Pinedaa, 2005).

La evidencia disponible lleva a pensar que la reduccion del LDL pueden
corresponder a una disminucién de las personas que mueren cada afio por
causas como el IAM y ACV, sucesos que tienen una directa relacién con la

hipercolesterolemia.

4.2 OBJETIVOS

Obtener un queso mozzarella semidescremado a base de leche de cabra, con

cantidades adecuadas de fitoesteroles, de acuerdo a la recomendacion.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Materiales

Para la elaboracién del Queso Mozzarella a base de leche de cabra se
utilizaron los materiales descriptos en el Capitulo Ill, pagina 78, y ademas tres
tipos de presentacion del compuesto en estudio, otorgado por la empresa

A.OM.S.A.:

« ADVASTEROL ESTER - Contenido de ésteres de esteroles: 61,20 %.
Liquido viscoso amarillo claro (Anexo ).
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« ADVASTEROL ESTER - Contenido de esteroles: 97-99 %. Liquido viscoso

amarillo claro (Anexo II).
» ADVASTEROL 95 - Contenido de esteroles: 95 %. Polvo grisaceo (Anexo lll).
4.3.2 Métodos

La elaboracion del Queso Mozzarella se llevo a cabo siguiendo la
metodologia descripta en el Capitulo Ill, pagina 93, a partir de la cual se procedio
a evaluar la forma de incorporacién de los fitoesteroles, en diferentes etapas del

procesamiento y en sus distintas presentaciones (liquido y polvo).
Adicion de fitoesteroles

La adicidn de fitoesteroles, se realiz6 teniendo en cuenta los siguientes

aspectos:
1. EI'RQ: alrededor del 10 % (1L de leche = 100g de queso);

2. La porcién recomendada de ingesta de queso/dia: 30 g, de acuerdo al

CAA (ANMAT, 2014);

3. La IDR de fitoesteroles/dia: 2 g, para que los mismos tengan efecto

hipocolesterolémico en el organismo (FDA, 2003).

Por ultimo, de acuerdo a la concentracion estimada de fitoesteroles/100 g

de queso, las muestras se denominaron de la siguiente manera:
* 0,00 g de fitoesteroles/100 g de queso -> MuestraPatrén
* 3,33 g de fitoesteroles/100 g de queso -> Muestra3

* 6,66 g de fitoesteroles/100 g de queso -> Muestrab
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* 10,00 g de fitoesteroles/100 g de queso -> Muestra10

Sus formas de adicion se describen en la Tabla 13 y se resumen en la

Figura 8.

Tabla 13. Formas de incorporacién de fitoesteroles durante el proceso de

obtencién del queso mozzarella a partir de leche de cabra.

Producto Etapa Proceso Denominacion
del ensayo

Advasterol Leche pasteurizada Adicion directa FG61L
Ester 61,20 % de cabra.
Advasterol Leche pasteurizada Adicion directa FI8L
Ester 97-99 % de cabra.
Advasterol Calentamiento, Adicion directa FO8HM
Ester 97-99 % amasado e hilado.
Advasterol Calentamiento, Microencapsulacion FO8HMPer
Ester 97-99 % amasado e hilado. en perlas de

alginato de sodio
Advasterol Leche pasteurizada Microemulsion F98LipLec
Ester 97-99 % de cabra. liposomal con

lecitina
Advasterol Leche pasteurizada Microemulsion FO98LipGrs
Ester 97-99 % de cabra. liposomal con grasa

de leche de cabra
Advasterol Leche pasteurizada Emulsion con goma FO8GT
Ester 97-99 % de cabra. tragacanto
Advasterol 95 Calentamiento, Adicion directa FO5HM
% amasado e hilado.
Advasterol Queso. Inyeccion de F98Inyec

Ester 97-99 %

fitoesteroles
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Figura 8. Flujograma de elaboracion de los quesos mozzarella a base de leche

de cabra, con adicion de fitoesteroles.
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'

Queso Mozzarella a base de Leche de Cabra
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4.3.2.1 Ensayo F61L

Se elaboraron tres Quesos Mozzarellas: uno sin el compuesto bioactivo
(F61LPatron), y dos con la adicion de fitoesteroles al 3,33 (F61L3) y 10 g%
(F61L10), los cuales aportarian el 50 y 150 % de la recomendacion diaria,
respectivamente. Se determinaron los parametros fisico-quimicos de la leche
[pH con peachimetro digital Hanna Instruments modelo HI 8424, Acidez Titulable
expresada como grados Dornic (°D) (AOAC, 1996), Proteinas por titulacion con
formol (Egan, Kirk, & Sawyer, 1991), Grasas con butirometro para leche por el
método Gerber (AOAC, 1996), Lactosa por diferencia (100 - [humedad + proteina
+ grasa + cenizas]), Sdélidos Totales gravimétricamente por desecacion en
estufa, Sélidos No Grasos (100 - [humedad + grasa]), Cenizas Totales por
calcinacion en mufla, Calcio y Sodio por espectrofotometria de absorcidon
atomica, y Fdésforo por espectrofotometria de absorcion molecular (AOAC,
1996)]; los quesos [pH con peachimetro digital Hanna Instruments modelo Hl
8424, Proteinas por el método micro-Kjeldhal, Grasas con butirometro para
queso por el método Gerber, Solidos Totales gravimétricamente por desecacion
en estufa, Cenizas Totales por calcinacion en mufla, Calcio y Sodio por
espectrofotometria de absorcion atomica, y Fosforo por espectrofotometria de
absorcion molecular, Humedad gravimétricamente por desecacion en estufa,
(AOAC, 1996)]; RQ (Peso del queso obtenido expresado en Kg/ Cantidad de
leche utilizada expresada en Lts x 100); el color de los productos con y sin
fitoesteroles se determind con un colorimetro Coleman Parmer utilizando los
parametros CIELAB (L*, a* b*) (CIE, 1996). Los analisis se realizaron por
triplicado, a los 5, 15 y 30 dias. Las muestras fueron almacenadas en

refrigeracion, dentro de recipientes herméticos plasticos, simulando el
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almacenamiento en el hogar, y teniendo en cuenta de que se trata de un queso
de pasta blanda, de alta humedad, que se consume fresco, por lo que no requiere

de periodos largos de maduracion (ANMAT, 2014).
4.3.2.2 Ensayo F98L

Se elaboraron tres Quesos Mozzarellas: uno sin el compuesto bioactivo
(F98LPatron), y dos con fitoesteroles al 3,33 (F98L3) y 10 g% (F98L10)
adicionados directamente a la leche pasteurizada, los cuales aportarian en el
producto final, el 50 y 150 % de la recomendacién diaria, respectivamente. Se
determinaron los parametros fisico-quimicos de la leche y los productos
obtenidos, y las modificaciones producidas en el color de acuerdo a los métodos
del ensayo anterior. La textura de los quesos se analizaron en equipo QTS
(Brookfield), con las muestras refrigeradas (4 °C), cortadas con un molde
cilindrico de 20 mm de diametro x 15 mm de longitud, que se dejaron equilibrar
a temperatura ambiente (~22 °C) durante 10 minutos. Se utilizé una carga celular
de 500N, con un émbolo plano a una velocidad de 30 mm min™. Se selecciond
una compresion del 50 % a fin de permitir una deformacion sin romper la

muestra. Los datos fueron recolectados a través del software Pro v2.0.

Finalmente, se determin6 Fitoesteroles Totales y Perfil de Fitoesteroles
(Brassicasterol, 24-metilencolesterol, Campesterol, Campestanol, Stigmasterol,

B-sitoesterol y d-5,24-stigmastadienol), por cromatografia gaseosa.
4.3.2.3 Ensayo F98HM

Se elaboraron dos Quesos Mozzarellas: uno sin el compuesto bioactivo
(F98HMPatron), y otro con fitoesteroles al 10 g% (F98HM10), adicionados

durante la etapa de hilado y moldeado. Se determinaron los parametros fisico-
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quimicos de la leche y los productos obtenidos de acuerdo a los métodos de los
ensayos anteriores; Fitoesteroles Totales y Perfil de Fitoesteroles por

cromatografia gaseosa.

4.3.2.4 Ensayo F98HMPer

La microencapsulacién en perlas de alginato de sodio por el método
quimico de gelacién, esta basado en interacciones de polimeros cargados de
forma opuesta, 6 estos y un polication o polianion; dicha propiedad permite la
encapsulacion de agentes bioactivos hidrofobos (Benavides et al., 2016;

Comunian, & Favaro-Trindade, 2016).

El alginato, como material de pared, se utiliza en la industria de la
ingenieria y biotecnologia, debido a su biocompatibilidad, bajo costo (Baimark, &
Srisuwan, 2014) y ausencia de toxicidad (Paques, Sagis, van Rijn, & Van Der
Linden, 2014). Esta compuesto por dos mondémeros: 1-4b-D-manurénico (M) y
a-L-gulurénico (G). (Benavides et al., 2016); tiene la capacidad de formar un
polimero estable a través de enlaces con cationes polivalentes, generando una
estructura reticulada entre sus grupos G de diferentes cadenas (Rees, 1969). La
completa formacién de microcapsulas resulta de obtener una emulsion de
aceite/grasa y alginato, que gotea sobre una solucion de calcio, dando lugar a la

gelificacion (Paques, Sagis, van Rijn, & Van Der Linden, 2014).

El proceso de microencapsulado se llevo a cabo de acuerdo a la Figura
9. Se prepararon 100 ml de una solucidn acuosa de alginato de sodio (1 g%) y
agua desmineralizada (89 g%), y se dispersaron los fitoesteroles (10 g%). Esta
pre-emulsion se agitd 2 min a 3.000 rpm, y la emulsién 8 min a 12.000 rpm; en

ambos casos con Ultra-turrax (CAT, Modelo X120, Buenos Aires, Argentina).
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Figura 9. Flujograma de obtencion de microcapsulas de alginato de sodio,

conteniendo fitoesteroles.

1 g% alginato de sodio
89 g% agua desmineralizada
10 g% fitoesteroles

A 4
Ultra-turrax 2 min a 3.000 rpm

\ 4
Pre-emulsion

A 4

Ultra-turrax 8 min a 12.000 rpm

N
Emu

A
[sion

A\ 4
Difusién en bomba peristaltica

A 4
| Recepcion del goteo sobre solucion de CaCl, en agitacion |

A

y

Formacion de

microcapsulas

A

y

Secado en estufa a 30 °C por 24 h

A

y

Microcapsulas conteniendo fitoesteroles

Con una bomba de infusion NB400B (Electronica NB, Cordoba,
Argentina), se difundio la emulsion sobre una solucién de CaCl, (Anedra, p.a.) (5
g%), fijando la punta de la aguja (0,25 mm de diametro interior) a 6 cm por encima
de la superficie de reticulacion. El bafio gelificante se agitd6 suavemente con un
agitador magnético para evitar la aglomeracion de las capsulas. Después de su

generacion, se secaron en estufa a 30 °C durante 24 h, y se las adicionaron a un
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queso mozzarella a base de leche de cabra, durante la etapa de hilado y

moldeado.

4.3.2.5 Ensayo F98LipLec

Los liposomas son vesiculas esféricas cerradas sobre si, formadas a partir
de una doble capa lipidica que se flexibiliza y se curva, incorporando y liberando
sustancias hacia y desde su interior, pueden tener una o mas membranas
conceéntricas y su tamafio puede variar desde dos decenas de nandmetros a
decenas de micrometros. Se forman a partir de anfifilos, es decir, moléculas
lipidicas activas en su superficie, que pueden ser hidrofilicas o hidrofdbicas,

segun la parte que expongan (Fili, Margalef, & Armada, 2015).

Las lecitinas son sus precursoras mas frecuentes, debido a que contienen
dos cadenas hidrocarbonadas de acidos grasos o “colas” no polares, pegadas a
una “cabeza” polar afin al agua, resultando en liposomas mucho mas estables

(Fili, Margalef, & Armada, 2015; Eh Suk, & Misran, 2017).

Uno de los métodos mas utilizados para la obtencion de microemulsiones,
consiste en el uso de homogeneizadores de alta velocidad, que permiten
incorporar sustancias de interés dentro de las particulas liposomales (Fili,

Margalef, & Armada, 2015).

Otra forma efectiva para encapsular mas material de interés, es la
aplicacién de ciclos de congelado y descongelado (Freeze Thawing -FT-), para
la ruptura y refusion de liposomas, proceso que permite que los solutos del
interior y el exterior se reorganicen y, de esta manera, pueda incorporarse mas

material. Este efecto se deberia a que las fuerzas de congelado sobre particulas
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esféricas permitirian un mejor encapsulado de poliedros (Fili, Margalef, &

Armada, 2015).

A partir de lo expuesto, se plante6 el desarrollo de una microemulsion
liposomal utilizando lecitina de soja de uso alimenticio. Los liposomas fueron
preparados empleando el protocolo de Fili, Margalef, & Armada (2015), el cual
fue optimizado teniendo en cuenta las siguientes condiciones de operacion:
velocidad (rpm) y tiempo de proceso; y tamano de las particulas liposomales
obtenidas, con algunas modificaciones de acuerdo al equipamiento disponible,

sus caracteristicas, y sustancia a encapsular.

En la Figura 10 se resumen los pasos seguidos para la obtencion de
microemulsiones liposomales en los diferentes ensayos, utilizando Lecitina

(F98LipLec), Grasa de leche de cabra (F98LipGrs) y Goma Tragacanto (F98GT).

Se preparo una pre-emulsion con 10 g de lecitina y 980 ml de leche de
cabra, se calent6 a 60 °C, y se llevo a agitacion a una velocidad de 12.000 rpm
por 15 min. Se dispersaron 10 g de fitoesteroles, y se llevo a bafio de agua hielo
para bajar la temperatura a 20 °C y obtener la emulsién definitiva, la cual fue
sometida a 8.000 rpm durante 10 min; ambos procesos realizados con Ultra-
turrax (CAT, Modelo X120, Buenos Aires, Argentina). Se freezo6 a -20 °C por 12
horas, y luego se refriger6 a 4-8 °C por 12 horas. Este ciclo de congelado-
descongelado se repitio dos veces. Se centrifugdé por 20 min a 3.000 rpm en
centrifuga refrigerada (Damon/IEC Division, Needham Heights, Massachusetts,
USA) para verificar la estabilidad. Con los liposomas obtenidos, se elaboré un
queso mozzarella a base de leche de cabra, adicionandolos al pool inicial de

leche pasteurizada.
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Figura 10. Flujograma de obtencion de microemulsiones en métodos F98LipLec,

FO8LipGrs y FO8GT, conteniendo fitoesteroles.

F98LipLec F98LipGrs FI98GT
Lecitina 1 g% Grasa 1 g% Goma 1 g%
Leche 98 g% Leche 98 g% Leche 98 g%

| Ultraturrax 15 min a 12,000 rpm, a 60 °C |

L 4
| Pre-emulsion |

A 4
| Adicion de Fitoesteroles 1 g% |

A 4

| Ultraturrax 10 min a 8.000 rpm, a 20 °C |

| Emu‘lrsién |

y

A
| Congelado a -20 °C por 12 horas |

v
Refrigerado a 4-8 °C por 12 horas

y

Congelado a -20 °C por 12 horas

A 4

Refrigerado a 4-8 °C por 12 horas

A
Centrifugado 20 min a 3.000 rpm, a 4 °C

y
Liposomas conteniendo fitoesteroles

4.3.2.6 Ensayo F98LipGrs

En este método se utilizaron los mismos procedimientos que en el

anterior, remplazando la lecitina por grasa de leche de cabra, la cual fue obtenida
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por separacion en centrifuga refrigerada (Damon/IEC Division, Needham

Heights, Massachusetts, USA), durante 15 min a 7.000 rpm (Paz et al., 2014).

Los pasos seguidos para la obtencion de la emulsion, se detallan en la

Figura 10.

Se preparo una pre-emulsion de 10 g de grasa y 980 ml de leche de cabra,
la cual se calentd a 60 °C, y se llevo a agitacion a una velocidad de 12.000 rpm
por 15 min. Se dispersaron 10 g de fitoesteroles y se bajo la temperatura a 20 °C
para preparar la emulsion definitiva, la cual fue sometida a 8.000 rpom durante 10
min; con Ultra-turrax (CAT, Modelo X120, Buenos Aires, Argentina); se freezo a
-20 °C por 12 horas, y luego se refrigeré a 4-8 °C por 12 horas. Este ciclo de
congelado-descongelado se repitié dos veces. Se centrifugé por 20 min a 3.000
rom en centrifuga refrigerada (Damon/IEC Division, Needham Heights,

Massachusetts, USA) para verificar la estabilidad de la emulsion.

Con los liposomas obtenidos, se elaboré un queso mozzarella a base de

leche de cabra, adicionandolos al pool inicial de leche pasteurizada.

4.3.2.7 Ensayo F98GT

Budde, Cravero Bruneri, & Ramén (2011) formularon un yogur dietético
adicionado con fitoesteroles al 2 g%, a base de leche de cabra, en el que
emplearon emulsionantes/emulsificantes adecuados para lacteos, segun lo
establecido por el CAA (ANMAT, 2014). Los ingredientes utilizados fueron: i)
carboximetilcelulosa sodica (0,2 g%), observandose separacion de fases e
importante desuerado; ii) goma guar (0,2 g%), con la cual el producto resultd

heterogéneo y con sabor residual a grasa, y iii) goma tragacanto (0,2 g%), que
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permitié la formulacion de un yogur estable de caracteristicas homogéneas. Es

por ellos que decidié utilizar ésta ultima, como emulsificante.

Los pasos seguidos para la obtencion de la emulsion, se detallan en la

Figura 10.

Se prepar6 una solucion acuosa de 10 g de goma tragacanto, 980 ml de
leche de cabra, y se dispersaron 10 g de fitoesteroles. Esta mezcla fue sometida
a 8.000 rpm durante 10 min; con Ultra-turrax (CAT, Modelo X120, Buenos Aires,
Argentina) y se refrigero a 4-8 °C por 12 horas, para verificar la estabilidad de la
emulsion. Con ésta se elabord un queso mozzarella a base de leche de cabra,

adicionandola al pool inicial de leche pasteurizada.

4.3.2.8 Ensayo F95HM

Los fitoesteroles en polvo son otra forma de presentacién del compuesto
bioactivo. Benitez et al. (2015) elaboraron un pan con mezclas de harinas trigo-
chia en una proporcién 80:20, aceite de oliva, leche descremada, levadura,
azucar, extracto de malta y fitoesteroles en polvo al 4 g%. El contenido final de
eéste ultimo en el producto fue de 1,47 g%, aportando en una porcién de 50 g, el

25 % de la IDR de fitoesteroles/dia.

Teniendo en cuenta este antecedente, se procedidé a elaborar un Queso
Mozzarella y a adicionar fitoesteroles en polvo en una concentracion del 10 g%
(F95HM). La empresa AOMSA recomienda su uso en matrices alimenticias
sélidas (no liquidas), por lo que el agregado del compuesto se hizo en la etapa

final del hilado, y moldeado del queso.
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4.3.2.9 Ensayo F98Inyec

Se elaboraron Quesos Mozzarellas siguiendo los pasos de la Figura 8: uno
sin el compuesto bioactivo (F98InyecPatrén), y otros dos con fitoesteroles
inyectados al 3,33 (F98Inyec3) y 6,66 g% (F98Inyecb), los cuales aportarian en
el producto final, el 50 y 100 % de la recomendacion diaria, respectivamente. El
ingrediente funcional fue coloreado con el objetivo de observar la factibilidad de

su incorporacion y distribucion en la matriz alimentaria.

Se prepard una mezcla con la siguiente composicion: 8 g% de
fitoesteroles y 2 g% de colorante amaranto de uso alimentario (INS 123). Se
procedid a calentar la misma hasta una temperatura de 55 °C y se homogeneizo
agitando manualmente; se la coloco en una jeringa de 10 ml de capacidad y se
la inyectd en distintos puntos del queso. Para ello, se tuvo en cuenta el peso del

producto final y la concentracion de compuesto bioactivo a incorporar.

Finalmente, se evalud la aceptabilidad de los quesos, en el IISA de la
UNSa, con un panel constituido por 100 jueces no entrenados, de entre 20 y 60
anos de edad. Para ello, las muestras fueron previamente estabilizadas en
refrigeracion por 24 horas, tiempo de maduracion minimo exigido por el CAA
(ANMAT, 2014) para éste producto. Los evaluadores recibieron
aproximadamente 20 g de cada uno de los quesos, colocados en recipientes
plasticos transparentes codificados con numeros aleatorios de tres digitos,
cortados y servidos inmediatamente después de ser sacados del
almacenamiento refrigerado. Se pidio a los evaluadores utilizar galletas sin sal y
agua desmineralizada para limpiar su paladar entre cada una de las muestras

evaluadas. Los datos de aceptabilidad se recogieron en una planilla conteniendo
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una escala heddnica de nueve puntos (9 = Me gusta muchisimo, 8 = Me gusta
mucho, 7 = Me gusta moderadamente, 6 = Me gusta poco, 5 = No me gusta ni
me disgusta, 4 = Me disgusta poco, 3 = Me disgusta moderadamente, 2 = Me
disgusta mucho y 1 = Me disgusta muchisimo); y los de preferencia con prueba
de ranking u ordenamiento (1 = mas preferido, 2 = medianamente preferido y 3
= menos preferido). Los datos fueron analizados por Programa Infostat, y Tablas

de Newell y MacFarlane (Newell, & MacFarlane, 1987).
4.3.2.10 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media + desvio estandar de las
mediciones replicadas. Para encontrar diferencias significativas entre los
analisis, las medias fueron analizadas mediante analisis unidireccional de la
varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95 % y Prueba de Duncan
para determinar el nivel de significacion entre ellas (P<0,05), utilizando Microsoft

de Excel StatProTM.
4.4 RESULTADOS Y DISCUSION
Adicion de fitoesteroles

Teniendo en cuenta el RQ, la porcion recomendada de ingesta de queso
por dia, la IDR de compuesto bioactivo por dia y la pureza de los productos, la

cantidad de fitoesteroles que se us6 de cada uno de ellos, fue la siguiente:

- ADVASTEROL ESTER (61,20 %): Se adicioné 5,44 y 16,33 g de producto
por Litro de leche o 100 g de queso, para que contengan 3,33 y 10,00 g de
fitoesteroles, y la porcidén aporte 1y 3 g de fitoesteroles/porcion de queso, es

decir, el 50 y 150 % de la recomendacion.
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- ADVASTEROL ESTER (~98 %): Se adiciond 3,40; 6,80 y 10,20 g de producto
por Litro de leche o 100 g de queso, para que contengan 3,33; 6,66 y 10,00
g de fitoesteroles, y la porcion aporte 1, 2 y 3 g de fitoesteroles/porcion de

queso, es decir, el 50, 100 y 150 % de la recomendacion.

- ADVASTEROL 95 (95 %): Se adicion6 10,52 g de producto por 100 g de
queso, para que contenga 10,00 g de fitoesteroles, y la porcidn aporte 3 g de

fitoesteroles/porcidén de queso, es decir, el 150 % de la recomendacion.

Una metodologia similar utilizaron Bermudez-Aguirre, & Barbosa-
Canovas (2012), quienes evaluaron en un queso mozzarella a base de vaca, la
adicion de cuatro fuentes diferentes de omega-3: aceite de pescado
microencapsulado en polvo y aceite de pescado procesado, como las de origen
animal; aceite de semilla de linaza y polvo de linaza, como fuentes vegetales.
Todos fueron adicionados a una concentracion del 1 % de acuerdo al RQ (10 %),
y en la cantidad maxima permitida de omega-3 en la fortificacion de quesos (1,8

%), establecido por la FDA (2007).

A continuacion se describen los ensayos realizados en la adicion de los

fitoesteroles al Queso Mozzarella.
441 Ensayo F61L

Los resultados de los analisis fisico-quimicos de la leche utilizada en este

método, se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Caracteristicas fisico-quimicas de la leche de cabra utilizada (F61L).

Parametros fisico-quimicos LC

pH 6,65 * 0,01
Acidez Titulable (°D) 11,99 £ 0,05
Proteina (g 100 g™') 2,94 + 0,08
Grasa (g 100 g™) 435 + 0,11
Lactosa (g 100 g™) 3,78 + 0,27
Solidos Totales (g 100 g™) 12,05 £ 0,08
SNG (g 100g™) 7,69 % 0,18
Cenizas Totales (g 100 g™') 0,99 £ 0,04
Calcio (mg 100 g™ 198,16 + 12,77
Fosforo (mg 100 g™) 263,28 * 0,12
Sodio (mg 100 g™ 129,57 + 18,46

Promedio £ desvio estandar (n=1) en base a las determinaciones por triplicado.

El pH fue de 6,65; similar al de Paz et al. (2017a) quienes tuvieron un valor
de 6,66 para leche de cabra Saanen. Este depende principalmente de la
estabilidad de las caseinas y se ve afectada por el periodo de lactacion, la dieta,
la raza y la presencia de burbujas de didxido de carbono liberadas durante el

orderie, refrigeracion y transporte de la leche.

La acidez titulable fue de 11,99 °D, inferior a lo permitido por la normativa
vigente (14-22 °D); la misma esta en funcion del periodo de lactacion y del
contenido de caseinas, iones y sales minerales. Al final de dicho periodo su valor
normal es de 16-18 °D, en tanto que en el momento del ordefo, oscila entre 12-
14 °D (Quintana Lopez et al., 2011).
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El porcentaje de proteinas (2,94 g 100 g™') estuvo préximo a lo minimo
exigido (2,8 g 100 g™'), y el de grasa (4,35 g 100 g ') y sdlidos totales (12,05 g
100 g™") por encima de lo establecido por la legislacién vigente: 3g 100 gy 9 g
100 g'1, respectivamente (ANMAT, 2014). Esto resulta positivo, ya que mientras
mayor sea el contenido de nutrientes presentes en la leche, mejor RQ se
obtendra, y cambios en sus niveles originarian fluctuaciones estacionales del
potencial de la materia prima (Guo et al.,, 2004); aspecto de fundamental
importancia para los elaboradores artesanales de queso, en el que pequehias
diferencias se traducen en términos de pérdidas o ganancias monetarias, es asi
que un aumento del 1 % en el rendimiento es equivalente a una ganancia del 20

% (St-Gelais, 2002).

El contenido de cenizas totales (0,99 g 100 g™') fue igual al de Paz et al.
(2017a). Esto también se evidencio en las concentraciones de calcio, fésforo y
sodio, que para Paz et al. (2017a) fueron de 219,99; 272,62y 132,82 mg 100 g’
' respectivamente. El contenido de minerales depende fundamentalmente del
periodo de lactacion, estado nutricional, asi como de los factores genéticos de

los animales (Kondyli, Katsiari, & Voutsinas, 2007).

Los parametros fisico-quimicos obtenidos de los quesos mozzarella, a los

5, 15y 30 dias, se presentan a continuacion.

Los valores de pH (Tabla 15) oscilaron entre 5,25 y 5,42. Durante el
almacenamiento, hubo una marcada diferencia por cada una de las muestras,

observandose valores significativamente inferiores al dia 30.
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Tabla 15. pH de los quesos mozzarella a base de leche de cabra, con y sin

adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias

539 = 0,01*4 542 + 0,01®" 542 + 0,01®
15 dias

5,31 = 0,01°8 5,38 = 0,01°" 5,37 = 0,01°F
30 dias

525 + 0,01°° 531 = 0,01°F 532 = 0,01°°

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Los mismos fueron similares a los de Paz et al. (2017a), quienes
registraron un valor de 5,42 para un queso mozzarella de cabra hilado a un pH
de desuerado de 5,0; al mismo tiempo, son inferiores a otros hilados a 5,3 (5,70)

y 5,6 (5,94).

La disminucion del pH del queso en la etapa de maduracion depende
principalmente de dos factores: los niveles cada vez mas altos de acido lactico y
el aumento en la solubilizacion de los iones fosfatos liberados del calcio

(Moynihan et al., 2016).

Los porcentajes de proteinas (Tabla 16) fluctuaron entre un minimo de
25,70 y un maximo de 31,78 g 100 g'. No se observaron diferencias significativas

entre las muestras.
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Tabla 16. Proteinas (g 100 g'') de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias
25,70 + 0,79*" 26,95 + 0,50*° 2591 = 0,76*°
15 dias
27,91 + 0,72°% 29,06 * 0,59°4° 28,09 = 0,75
30 dias
28,91 + 0,72° 31,78 + 0,67°" 30,17 + 0,47°"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Se encontroé un aumento gradual de las mismas desde el dia 5, al 15y al
30; estas diferencias podrian deberse a variaciones de humedad durante su

almacenamiento.

Las cifras estuvieron proximas a las registradas por Paz et al. (2017a),

cuyos valor fue de 26,50 g 100 g™

La materia grasa (Tabla 17) oscil6 entre valores minimos de 19,66; 20,66
y 22,66 al dia 5, y maximos de 22,66; 24,66 y 28,66 g 100 g™ al dia 30, para las

muestras F61LPatrén, F61L3 y F61L10, respectivamente.

Se observaron diferencias significativas entre una y otra, o que podria
deberse a incipientes grasos contenidos en el producto de fitoesteroles que no
es 100 % puro, por lo que su mayor adicion representa un aporte mas alto de

grasa; también hubieron diferencias para cada una de las muestras a lo largo del
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tiempo, quizas relacionado a la mayor concentracion de nutrientes que ocurre

durante el almacenamiento.

Tabla 17. Grasa (g 100 g') de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias
19,66 = 0,28°° 20,66 + 0,28°° 22,66 = 0,28°°
15 dias
20,66 + 0,28°° 22,66 + 0,28°° 25,66 + 0,28°°
30 dias
22,66 + 0,28°" 24,66 + 0,28°" 28,66 + 0,28°"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Los valores al dia 5 son cercanos a los correspondientes al dia 1 de Paz

etal. (2017a) (22,82 g 100 g™).

Para comparar con los parametros exigidos por el CAA, se calculd la
cantidad de grasa en base seca, y para el dia 5 se observaron valores de 39,61;
40,62y 44,27 g 100 g'1 para F61LPatrén, F61L3 y F61L10, respectivamente; los
mismos se encontraron dentro de los requisitos quimicos minimos esperados

para un queso mozzarella (35 g 100 g') (ANMAT, 2014).

La retencion de grasa depende de la relativa rigidez y estructura de la

cuajada, y temperaturas utilizadas durante la etapa de coagulaciéon; momento
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del corte o lirado; temperaturas y tiempos de calentamiento durante el amasado

e hilado (Moynihan et al., 2016; Paz et al., 2017a).

El contenido de sodlidos totales (Tabla 18) estuvo entre 49,63; 50,50 y
51,18 g 100 g™ al dia 5, y 55,73; 59,95 y 62,33 g 100 g™ al dia 30, para las
muestras F61LPatron, F61L3 y F61L10, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas entre ellas para el primer momento de analisis, pero si

durante los dias de almacenamiento entre y para cada una de las muestras.

Tabla 18. Solidos Totales (g 100 g™') de los quesos mozzarella a base de

leche de cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias
4963 + 0,64*° 50,50 + 0,64*° 51,18 + 0,87%°
15 dias
52,07 + 0,39°F 54,79 + 0,83*°F 56,89 + 0,68%°
30 dias
55,73 + 0,21°4 59,95 + 0,46°" 62,33 + 0,85°"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Las cifras al dia 5 estuvieron préximas a las registradas por Paz et al.

(2017) al dia 1: 52,49 g 100 g".

Los contenidos de cenizas totales (Tabla 19) estuvieron entre 2,77; 2,57
y 2,90 g 100 g™ al dia 5, y 3,50; 3,51y 3,50 g 100 g al dia 30, para las muestras

F61LPatrén, F61L3 y F61L10, respectivamente. No se observaron diferencias
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significativas entre ellas. Por el contrario, si las hubo dentro de la misma muestra
para los dias 5, 15 y 30, aumentando su concentracion durante el

almacenamiento.

Tabla 19. Cenizas Totales (g 100 g') de los quesos mozzarella a base de

leche de cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias

2,77 + 0,27*° 257 + 0,13*¢ 290 + 0,18*"°
15 dias

3,05 + 0,002A® 3,07 £ 0,01°F 3,14 + 0,08*"®
30 dias

3,50 + 0,00 3,51 £ 0,10 3,50 + 0,04

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Los valores al dia 5 fueron préximos a los del dia 1 de Paz et al. (2017a),
para quesos mozzarella de cabra hilados a pH de desuerado 5,0 (2,64 mg 100

gy 5,3 (2,98 mg 100 g7).

Las concentraciones de calcio (Tabla 20) estuvieron entre 635,83; 653,75
y 669,49 mg 100 g al dia 5, y 683,38; 705,85 y 709,38 mg 100 g™ al dia 30,
para las muestras F61LPatron, F61L3 y F61L10, respectivamente; las mismas
resultaron similares en todas las mediciones y no se observaron diferencias

significativas.
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Tabla 20. Calcio (mg 100 g') de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias
635,83 + 35,60°" 653,75 + 28,58°" 669,49 % 19,57*"
15 dias
658,94 = 35,60°" 683,49 = 1947°" 688,84 + 17,83%"
30 dias
683,38 + 28,59°" 705,85 + 22,84%A 709,38 * 19,64*"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Los valores fueron levemente inferiores a los de Paz et al. (2017a) (725,95
mg 100 g™'). Este mineral es uno de los componentes mas importante del queso,
y su mayor concentracion se asocia a un alto contenido de proteinas (Moynihan

etal., 2016).

En cuanto al contenido de fosforo (Tabla 21), los productos presentaron
valores similares, y solo se observaron diferencias significativas en la muestra

F61LPatron.

Las cifras fueron inferiores a las de Paz et al. (2017a), quienes registraron

un valor de 620,25 mg 100 g™
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Tabla 21. Fésforo (mg 100 g') de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias

519,53 = 3,17°" 573,58 + 4,92°% 579,93 + 5,83*"
15 dias

527,84 + 2,84°" 588,73 * 5,95°" 591,83 + 4,75
30 dias

532,85 = 4,46°" 598,65 * 4,97°" 597,74 + 6,87°"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Todas las muestras tuvieron una relacién calcio/fésforo mayor a 1, que

evitaria desencadenar una pérdida 6sea (Teegarden et al., 1998).

Con respecto al sodio (Tabla 22), los valores oscilaron entre 239,84;
230,48 y 242,84 g 100 g en el dia 5, y 279,43; 279,27 y 277,34 g 100 g en el
dia 30, para las muestras F61LPatron, F61L3 y F61L10, respectivamente. No se
observaron diferencias significativas entre ellas para los diferentes puntos de
analisis, pero si las hubo dentro de la misma muestra en F61L3 y F61L10, entre
el dia 5, y los dias 15 y 30. Los valores fueron menores que las mozzarellas

comerciales reportadas en otros estudios (Agarwal et al., 2011).
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Tabla 22. Sodio (mg 100 g') de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L3 F61L10
5 dias
239,84 + 942%A 230,48 + 52928 24284 + 7,38*P
15 dias
267,67 + 94237 272,75 + 6,50*" 268,37 + 3,94%A
30 dias
279,43 + 7,90%7 279,27 + 3,864 277,34 + 7,34%7

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

La humedad de los quesos (Tabla 23) para el dia 5, fue de 50,37

(F61LPatron); 49,15 (F61L3) y 48,82 (F61L10) g 100 g,

No se observaron diferencias significativas entre las muestras para el
primer momento de analisis. Por el contrario, si las hubo para el dia 30, en el que

se evidencio una marcada pérdida de humedad.

De acuerdo a la clasificacién general de quesos del CAA, los productos
puede considerarse inicialmente como de “alta humedad” (46-54,9 g 100 g™'); al
mismo tiempo, no superaron el maximo (60 g 100 g™') establecido como requisito

quimico para una mozzarella (ANMAT, 2014).
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Tabla 23. Humedad (g 100 g') de los quesos mozzarella a base de leche de

cabra, con y sin adicion de fitoesteroles, al dia 5, 15y 30 (F61L).

F61LPatron F61L5 F61L16
5 dias
50,37 + 0,64*" 49,15 + 0,64*" 48,82 + 0,87°"
15 dias
48,72 + 0,39%° 4482 + 0,83°° 42,96 + 0,68°°
30 dias
4526 * 0,21°° 40,05 * 0,46°° 37,62 0,85%¢

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias
significativas (P<0,05). Letras mayusculas diferentes en la misma columna,
indican diferencias significativas (P<0,05).

Los RQ de las Mozzarellas obtenidas fueron de 10,84; 11,19 y 10,63 %

para F61LPatrén, F61L3 y F61L10, respectivamente.

Kalantzopoulos (1993) indico que la capacidad de rendimiento del queso,
se relaciona principalmente con el contenido de proteinas, grasas y solidos
totales de la leche de cabra, mientras que otros autores agregan que también
influyen factores como el pretratamiento de la leche, tipo de coagulante, firmeza
de la cuajada al momento del lirado y manejo de la misma, disefio de la tina, etc.

(Fenelon, & Guinee, 1999).

Respecto al color, el parametro L* (Figura 11) no mostré diferencias

significativas (P <0,05) entre las muestras F61L3 (78,61a) y F61L10 (79,58a).
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Figura 11. Evolucién del parametro L* al dia 5, 15y 30, para las

muestras F61LPatrén, F61L3 y F61L10.
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Los parametros de a* (Figura 12) no fueron significativamente diferentes
(P<0,05) entre las muestras (18,06a; 18,79a y 19,83a para F61LPatron, F61L3

y F61L10, respectivamente).

Figura 12. Evolucién del parametro a* al dia 5, 15y 30, para las

muestras F61LPatrén, F61L3 y F61L10.
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Los valores de b* (Figura 13) presentaron un incremento en F61LPatron,
F61L3 y F61L10, tendiendo al blanco, crema y amarillo-crema (16,96¢; 22,27b y

26,16a, respectivamente).

Figura 13. Evolucién del parametro b* al dia 5, 15y 30, para las

muestras F61LPatron, F61L3 y F61L10.
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La leche de cabra se caracteriza por tener un color blanco debido a la
ausencia de carotenos y a que sus micelas son muy pequefas, permitiendo una
mayor difusién de la luz (Quintana Lépez et al., 2011), por lo que las diferencias
observadas podrian deberse a compuestos incipientes levemente amarillentos
presentes en los fitoesteroles al 61,20 %, que podrian estar afectando a los

productos finales.

La evaluacién del color mostré que a medida que se aumento la adicion
de fitoesteroles, el parametro L* evidencié mayor luminosidad; y para b*, los
quesos tendieron al amarillo. Por otro lado, los valores de a* resultaron similares

en las muestras, presentando todas un tinte crema.
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4.4.2 Ensayo F98L

Los resultados de los analisis fisico-quimicos de la leche utilizada en este

método, se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Caracteristicas fisico-quimicas de la leche de cabra utilizada en el

ensayo F98L.

Parametros fisico-quimicos LC

pH 6,60 * 0,00
Acidez Titulable (°D) 12,02 £ 0,05
Proteina (g 100 g™') 3,25 * 0,04
Grasa (g 100 g™) 2,73 + 0,02
Lactosa (g 100 g™') 516 + 0,06
Sélidos Totales (g 100 g™) 11,87 + 0,44
SNG (g 100 g™") 9,14 + 0,13
Cenizas Totales (g 100 g™') 0,73 £ 0,05
Calcio (mg 100 g™ 166,82 + 7,57
Fosforo (mg 100 g™') 328,20 * 11,12
Sodio (mg 100 g™ 46,14 * 4,25

Promedio + desvio estandar (n=1) en base a las determinaciones por triplicado.

La acidez titulable fue inferior a lo permitido por el CAA (14-22 °D), y su
valor depende fundamentalmente de la presencia de caseina, minerales e iones;

la misma es mayor durante el periodo de primavera-verano (Paz et al., 2017a).

El contenido de proteinas (3,25 g 100 g™') y sdlidos totales (11,87 g 100

g") se encontraron por arriba de lo minimo exigido por la legislacion (2,8 y 9 g
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100 g, respectivamente) (ANMAT, 2014), y por debajo de los registrados por
Paz, Armada, & Ramén (2014) para leche de cabra raza Saanen (4,80 y 14,23 g

100 g, respectivamente).

El porcentaje de grasa se ajusté a un valor de 2,73 g 100 g”', de manera

de obtener una leche semidescremada (1,5-2,9 g 100 g”') (ANMAT, 2014).

Los valores de lactosa (5,16 g 100 g') estuvieron préximos a los de Paz,

Armada, & Ramon (2014) (5,29 g 100 g'1).

El contenido de cenizas totales (0,73 g 100 g™') y calcio (166,82 mg 100 g
") fue inferior (0,99 g y 198,16 mg 100 g, respectivamente); y el de fésforo
(328,20 mg 100 g™), superior (263,28 mg 100 g') (Paz, Armada, & Ramon,
2014). La composicion nutricional de la leche de cabra se ve principalmente
afectada por el periodo de lactacion, alimentacion, contenido de caseinas, iones

y sales minerales (Quintana Lépez et al., 2011).

Los parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella obtenidos por el

método FO8L se presentan en la Tabla 25.

El pH de los quesos fue de 5,18; 5,18 y 5,21 para F98LPatron, FO8L3 y

FO98L10, respectivamente; y no se observaron diferencias significativas.

Los valores fueron levemente superiores a los de Moynihan et al. (2016),
quienes registraron 5,07 para una mozzarella de vaca hilada a pH 5,2 de la
cuajada; y cercanos a los de Tyagi et al. (2017): 5,28 para el mismo tipo de
producto aunque a partir de leche de bufala. Estas diferencias podrian deberse

a la acidez inicial de la leche, enzima coagulante (tipo, concentracion, fuerza,
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tiempo), pH de desuerado y/o cuajada elegidos al momento de calentar, amasar

e hilar los quesos (Early, 1998).

Tabla 25. Parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella a base de leche de cabra

(FOBL).
Parametros Muestras de quesos mozzarella
F98LPatrén (n=1) FO8L3 (n=1) F98L10 (n=1)
pH 518 + 0,01° 518 + 0,01° 521 + 0,01°
Proteinas (g 100 g™') 30,06 * 0,51° 29,17 + 0,07° 29,17 + 0,51°
Grasa (g 100 ™) 22,16 + 0,28° 22,33 + 0,28° 22,66 + 0,28°
Sélidos Totales (g 100 g™) 51,75 * 0,29° 51,38 + 0,55° 51,91 + 0,26°
Cenizas Totales (g 100 g™') 3,33 + 0,36° 2,84 + 0,07° 3,48 + 0,20°
Calcio (mg 100 ) 848,23 + 13,06° 84646 + 1,87° 847,79 + 19,56°
Fésforo (mg 100 g™) 647,81 = 10,30° 647,35 + 19,42° 64839 + 7,99°
Sodio (mg 100 g™) 257,71 + 1,15° 256,21 + 645° 25854 + 6,98
Humedad (g 100 g™ 48,24 + 0,29° 48,61 + 0,55° 48,08 + 0,26°

Promedio + desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras diferentes, en
la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

Los porcentajes de proteinas fueron 30,06 (F98LPatrén), 29,17 (FO98L3) y
29,17 (F98L10) g 100 g™'; no se observaron diferencias significativas entre las

muestras.

Los valores estuvieron levemente inferiores a los de Paz, Armada, &
Ramén (2014) (33,54 g 100 g™); al igual que las grasas (28,61 g 100 g). Sin
embargo, los valores de sélidos totales fueron similares (51,94 g 100 g™'). Los
contenidos de cenizas totales, calcio y fosforo resultaron inferiores, teniendo

valores de 2,97 g 100 g, 635,83 y 519,53 mg 100 g™, respectivamente. Estas
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diferencias podrian deberse a variables tales como el pH de desuerado, tiempo
y temperatura de calentamiento, fuerza aplicada en el amasado manual, entre

otros (Paz et al, 2017a).

No se observaron diferencias significativas entre las composiciones

quimicas de los productos obtenidos.

Los Quesos Mozzarellas tuvieron un RQ de 9,16% 9,58% y 9,352 % para
FO8LPatron, FO98L3 y F98L10, respectivamente, siendo menor al ensayo

anterior, debido a que se partié de materia prima parcialmente descremada.

Dependiendo de la composicion de la leche, el tipo de queso y su
tecnologia de elaboracion, el 75-78 % de la proteina y 85-95 % de la grasa
quedan retenidos en la cuajada, dando un rendimiento total que oscila entre el
9-15 %. En la produccidén de la Mozzarella, la retencion de grasa rara vez supera
el 90 % debido a las pérdidas adicionales que suceden en la etapa de

estiramiento en agua caliente (Farkye, 2004).

Las caracteristicas de textura de los quesos mozzarella obtenidos se

presentan en la Tabla 26.

Los valores de Elasticidad (6,65; 7,08; 6,67) y Cohesividad (0,71; 0,69;
0,64) de las muestras F98LPatron, F98L3 y F98L10, fueron similares, por lo que
no se evidenciaron diferencias significativas (P>0,05%). La Gomosidad fue
mayor en F98LPatron (2547,53) y disminuyd conforme aumentd la cantidad de
fitoesteroles, de 2062,72 (F98L3) a 1309,50 (FO8L10); lo que podria deberse al
aumento en la presencia de insipientes grasos, que actuarian como lubricantes
para la alineacion de las fibras proteicas durante el hilado, facilitando y acortando

el tiempo de estiramiento, obteniéndose productos menos gomoso. Al mismo
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tiempo, esto impactaria arrojando valores bajos de Masticabilidad en la muestra
FO8L10 (8776,95), con respecto a F98LPatron (16949,66) y FO8L3 (14609,33);
y en la Dureza, variando de menos (F98L10: 1662,66) a mas duro (F98LPatrén:

3119,00).

Tabla 26. Textura de los quesos mozzarella a base de leche de cabra (FO8L).

Parametros Muestras de quesos mozzarella

F98L (n=1) F98L3 (n=1) F98L10 (n=1)
Textura
Gomosidad 2547,53 + 125,53° 2062,72 + 65,05° 1309,50 + 187,50°
Dureza 3119,00 + 160,30° 2534,33 + 97,44°° 1662,66 =+ 206,03
Cohesividad 0,71 + 0,01° 0,69 + 0,02° 0,64 + 0,02°
Elasticidad 6,65 + 0,05° 7,08 + 0,16° 6,67 + 0,38°
Masticabilidad ~ 16949,66 + 854,29° 14609,3 + 750,92° 8776,95 + 1619,2°

Promedio + desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras diferentes,
en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

Los factores que pueden influir en la textura de un queso, son su
composicion quimica, pH, interacciones entre la caseina y proteinas séricas,
protedlisis, retencion de Ca, fuerza idnica, contenido de sal y protocolos de
fabricacion (McMahon, Oberg, & McManus, 1993; Rowney et al., 1999; Guinee

et al., 2002).

Con respecto al color (Tabla 27) en FO98LPatron, F98L3 y FO8L10, los
valores fueron: L* 78,7; 79,4; 79,53; a* 5,44; 5,72; 7,28; y b* 24,61; 24,94; 24,95;

respectivamente; y no se observaron diferencias significativas.
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Tabla 27. Color de los quesos mozzarella a base de leche de cabra (FO8L).

Parametros Muestras de quesos mozzarella

F98LPatrén (n=1) F98L3 (n=1) F98L10 (n=1)
Color
L* 78,70 = 1,122 79,40 + 2,10° 79,53 + 1,79°
a* 544 + 0,33° 572 + 1,33 7,28 + 0,96°
b* 24,61 + 0,46° 24,94 + 2,772 26,95 + 0,79°

Promedio £ desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras
diferentes, en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

La cantidad de fitoesteroles totales retenidos en la matriz del queso

mozzarella, se muestran en la Tabla 28.

Las concentraciones de Fitoesteroles Totales en las muestras fueron de
0,00 (F98LPatrén); 0,04 (F98L3)y 0,19 (FO8L10) g%. En este ensayo, la adicion
del compuesto bioactivo al pool inicial de leche de cabra pasteurizada, no
garantizaria que el mismo se encuentre en cantidades esperadas en el producto
final, ya que debido a su afinidad con el agua, estarian perdiéndose parcialmente
en la etapa de desuerado, y amasado tipico de éste tipo de queso, por lo cual se

replantea adicionarlos en otra etapa del proceso de elaboracion.
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Tabla 28. Fitoesteroles Totales y Perfil de Fitoesteroles de los quesos

mozzarella a base de leche de cabra (F98L).

Parametros Muestras de quesos mozzarella
F98LPatron FO8L3 FO8L10

Fitoesteroles Totales 0,00 g% 0,04 g% 0,19 g%

Colesterol 99,61 mg% - -

Perfil de Fitoesteroles

Brassicasterol 0,38 % 1,00 % 0,47 %
24-metilencolesterol ) 0,83 % 0,30 %
Campesterol ) 20,89 % 21,16 %
Campestanol - 0,52 % 0,34 %
Stigmasterol - 23,81% 24,97 %
B-sitoesterol - 51,80 % 1,57 %
d-5,24-stigmastadienol - 0,57 % 0,57 %

4.4.3 Ensayo F98HM

Los resultados de los analisis fisico-quimicos de la leche utilizada en este

método, se muestran en la Tabla 29.

La acidez titulable fue proxima a lo permitido por el CAA (14-22 °D), las
proteinas y los solidos totales por encima de 2,8 g 100 g" y 9 g 100 g™,
respectivamente (ANMAT, 2014). Se trabajé con leche semidescremada, de

igual manera que el método precedente.
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Tabla 29. Caracteristicas fisico-quimicas de la leche de cabra utilizada en este

método (FO8HM).

Parametros fisico-quimicos LC

pH 6,66 * 0,01
Acidez Titulable (°D) 13,80 £ 0,25
Proteina (g 100 g™') 3,79 * 0,04
Grasa (g 100 g™) 2,06 + 0,05
Lactosa (g 100 g™') 426 + 0,35
Sélidos Totales (g 100 g™) 11,20 + 0,28
SNG (g 100 g™") 9,14 + 0,61
Cenizas Totales (g 100 g™') 1,09 + 0,06
Calcio (mg 100 g™ 172,90 + 2,82
Fosforo (mg 100 g™') 372,38 + 8,82
Sodio (mg 100 g™ 70,50 * 2,14

Promedio £ desvio estandar (n=1) en base a las determinaciones por triplicado.

Los parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella obtenidos se

presentan en la Tabla 30.

El pH de ambos quesos fue de 5,46; por lo que no hubo diferencias

significativas entre los productos.

Los valores fueron superiores a los de Moynihan et al. (2016) (5,07) para
una mozzarella de vaca hilada a un pH de la cuajada de 5,2; y similares a los de

Paz et al. (2017a): 5,42 para un queso mozzarella de cabra hilado a un pH de
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desuerado de 5,0. Estas diferencias podrian deberse al pH de desuerado y/o

cuajada elegidos al momento de calentar, amasar e hilar los quesos.

Tabla 30. Parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella a base de

leche de cabra (FO8HM).

Parametros Muestras de quesos mozzarella
F98HMPatron F98HM10
pH 546 + 0,012 546 + 0,01°
Proteinas (g 100 g™") 27,21 + 0,51° 27,95 * 0,62°
Grasa (g 100 g™) 19,00 + 0,00° 19,50 + 0,00°
Sélidos Totales (g 100 g™") 47,86 + 0,182 48,27 + 0,33°
Cenizas Totales (g 100 g™') 3,43 + 0,022 3,29 + 0,08°
Calcio (mg 100 g™') 871,51 + 0,96° 858,60 + 1,60°
Fosforo (mg 100 g™) 807,28 + 12,08° 800,09 + 3,59°
Sodio (mg 100 g™ 218,79 + 10,912 234,02 + 3,79°
Humedad (g 100 g™") 52,14 + 0,18° 51,72 + 0,33°

Promedio £ desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras
diferentes, en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

Los porcentajes de proteinas fueron 27,21 (FO98HMPatron) y 27,95
(F98HM10) g 100 g”'. No se observaron diferencias significativas entre las

muestras.

Las cifras son superiores a las de Tyagi et al. (2017): 19,22 g 100 g1, para
un queso mozzarella a base de leche de bufala; y proximas a las de Smith et al.
(2017) (25,40 g 100 g™') para la de vaca. Esto podria deberse al contenido inicial
de proteinas de la materia prima.
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La materia grasa en base humeda fue de 19,00 (F98HMPatron) y 19,50
(F98HM10) g 100 g'. No se observaron diferencias significativas entre las
muestras, lo que estaria demostrando la escasa retencion del compuesto

bioactivo en la matriz.

Los valores fueron levemente inferiores a los de Tyagi et al. (2017), para
quesos mozzarella de bufala (22,48 g 100 g'); y préximos a los de Smith et al.

(2017) (20,02 g 100 g') para los de vaca.

Por otro lado, la cantidad de grasa en base seca fue de 41,43
(F98HMPatron) y 40,38 (F98HM10) g 100 g, superiores a los requisitos
quimicos minimos exigidos para un queso mozzarella (35 g 100 g™'). (ANMAT,
2014). Al mismo tiempo, fue inferior a la de Tyagi et al. (2017) cuya cifra
informada fue de 46,47 g 100 g'; esto podria deberse al contenido graso inicial
de la materia prima: la leche de bufala fue estandarizada a 4 g 100 g, y la de

cabraa 2,06 g 100g™.

El contenido de sdlidos totales fue de 47,86 (FO8HMPatron) y 48,27
(F98HM10) g 100 g”'. No se observaron diferencias significativas entre las

muestras.

Los valores fueron inferiores a los registrados por Tyagi et al. (2017)
(51,99 g 100 g™") y Smith et al. (2017) (51,00 g 100 g') para quesos mozzarella
de bufala y vaca, respectivamente. Esto podria deberse a diferencias en: el
contenido inicial de sélidos de la materia prima utilizada, y el proceso llevado a

cabo para la obtencidn del producto, principalmente al trabajo en tina.
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El porcentaje de cenizas totales fue de 3,43 (F98HMPatron) y 3,29
(F98HM10) g 100 g'. No se observaron diferencias significativas entre las

muestras.

Los valores fueron similares a los de Smith et al. (2017) para quesos

mozzarella a base de leche de vaca (3,17 mg 100 g™).

El contenido de calcio fue de 871,51 (F98HMPatron) y 858,60 (F98HM10)

mg 100 g™, y no se observaron diferencias significativas.

Las cifras fueron superiores a los de Smith et al. (2017) (593,15 mg 100
g")y Paz et al. (2017a) (725,95 mg 100 g™'), para quesos mozzarella de vaca y

cabra, respectivamente.

El contenido de fésforo fue de 807,28 (F98HMPatron) y 800,09

(F98HM10) mg 100 g™, y no se observaron diferencias significativas.

Las muestras tuvieron una relacion calcio/fésforo mayor a 1, importante

en la prevencion de la osteoporosis (Teegarden et al., 1998).

El contenido de sodio fue de 218,79 (F98HMPatrén) y 234,02 (F98HM10)

mg 100 g™, y no se observaron diferencias significativas.

Los valores fueron superiores a los de Tyagi et al. (2017), quienes
registraron 138,00 mg 100 g, para quesos mozzarella a base de leche de
bufala; sin embargo, resultaron inferiores a los comerciales reportados en otros

estudios (Agarwal et al., 2011).
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La humedad de los quesos fue de 52,14 (F98HMPatrén) y 51,72
(F98HM10) g 100 g'. No se observaron diferencias significativas entre las

muestras.

Las cifras fueron similares a los de Tyagi et al. (2017), quienes registraron
51,62 g 100 g”', para mozzarellas de bufala; y levemente superiores a los de

Smith et al (2017) para quesos a base de leche de vaca: 49,00 g 100 g™.

De acuerdo a la clasificacién general de quesos del CAA, los productos
puede considerarse como de “alta humedad” (46-54,9 g 100 g™"); al mismo
tiempo, no superaron el maximo (60 g 100 g') establecido como requisito

quimico para este tipo de quesos (ANMAT, 2014).

El RQ de ambas Mozzarellas fue de 10,82 %, proximos al de Paz et al.

(2017) (11,20 %).

Se determinaron los Fitoesteroles Totales s6lo en la muestra adicionada

con el compuesto bioactivo (Tabla 31).

Los resultados mostraron un contenido final de 0,18 g% de fitoesteroles
totales en el producto final, por lo que puede afirmarse que su adicion durante la
etapa de calentamiento, amasado e hilado, y moldeado, tampoco garantizarian
que los mismos se encuentren en cantidades suficientes, debido al estiramiento
mecanico y manipulacion de la masa, que favorecerian una mayor pérdida de

grasa y compuesto.
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Tabla 31. Fitoesteroles Totales y Perfil de Fitoesteroles de la muestra

FO8HM10.

Fitoesteroles Totales 0,18 g%
Colesterol -
Perfil de Fitoesteroles

Brassicasterol 0,39 %
Campesterol 21,45 %
Stigmasterol 25,23 %
B-sitoesterol 51,68 %
Sitostanol 0,58 %

444 Ensayo F98HMPer

Se obtuvo una emulsion con la siguiente composicion: alginato de sodio 1
g%, agua desmineralizada 89 g% vy fitoesteroles 10 g%. La agitacion durante 8
min a 12.000 rpm resulté en un producto homogéneo, y la difusion de gotas sobre
el bafo gelificante de CaCly, bajo agitacion continua, permitié obtener perlas que
presentaron las siguientes caracteristicas: forma esférica con diametros
promedio de 0,5 mm; tamano uniforme y definido, sin aglomeracion; incoloras y

traslucidas (Figura 14).

Benavides et al. (2016) evaluaron diferentes condiciones de
emulsificacién, e indicaron que si el proceso de emulsion se produce por un
tiempo de entre 3-5 min a mas de 10.000 rpm, se forma un flujo turbulento con
remolinos que ejercen esfuerzos de cizallamiento sobre las gotas, reduciendo su

tamano y favoreciendo la homogeneidad de la fase dispersa; por el contrario,
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tiempos de hasta 1 min a velocidades iguales o inferiores a 8.000 rpm, aumentan

la polidispersabilidad.

Figura 14. Capsulas de alginato de sodio, conteniendo fitoesteroles.

Con las capsulas obtenidas, se elaboré el queso mozzarella,
adicionandolas durante las etapas de calentamiento, amasado e hilado, y
moldeado; sin embargo, no lograron incorporarse a la matriz del queso
mozzarella de una manera homogénea (Figura 15), por lo cual este método no

se considerd adecuado.

Figura 15. Capsulas de alginato de sodio, conteniendo fitoesteroles,

distribuidas en la matriz del queso mozzarella a base de leche de cabra.

163



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Capitulo IV - Los Fitoesteroles

4.4.5 Ensayo F98LipLec

Se obtuvo una emulsién con la siguiente composicion: lecitina 1 g%, leche
98 g% Yy fitoesteroles 1 g%. En cuanto a su estabilidad, a las 48 horas, no se
observo separacion de fases antes ni después de la centrifugacion, lo cual podria
atribuirse a la lecitina que tiene la capacidad de evitar el floculado, de actuar
como barrera mecanica y electrostatica a la coalescencia, sin agregacion de
particulas (McClements, 2005). La disminucion de la temperatura y la velocidad
de agitacion cuando se obtuvo la pre-emulsion, permitio reorganizar la estructura
liposomal, estabilizando a la misma (McClements, 2005; Fili, Margalef, &

Armada, 2015).

La homogeneidad de la microemulsion final (Figura 16) se deberia a que,
cuando el surfactante (en este caso, lecitina de soja liquida) se dispersa en agua,
sus moléculas con una region cabeza polar y una region cola apolar, se auto-
asociarian, dando lugar a una fase en equilibrio que depende de interacciones

inter e intramoleculares (Carlucci, Cicconi Vidal, & Bregni, 2004).

Figura 16. Microemulsion de leche de cabra + lecitina + fitoesteroles

(liposomas).
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Por otro lado, los fitoesteroles que también son anfifilos, se ubicarian
como componente de la membrana liposomal de la misma manera en que el
colesterol se incorpora a las bicapas de fosfolipidos en los mamiferos,
insertandose con su grupo OH hacia el exterior acuoso y su estructura plana
hidrofobica entre las cadenas hidrocarbonadas (Hermida, Bregni, & Barnadas

Rodriguez, 2006).

Se adicion6 la emulsibn a la leche pasteurizada, pudiendo
homogeneizarse totalmente con el pool inicial. Esto se deberia a la morfologia
de los liposomas, cuyos componentes basicos son las moléculas de fosfolipidos.
Cuando estas se dispersan en agua, producen micelas (esferas) de bicapas
cerradas para proteger sus grupos hidrofobicos en el interior lipéfilo, mientras su
cabeza hidréfila permanece en contacto con la fase acuosa. Esta caracteristica,
permite incorporar una amplia variedad de componentes funcionales en su

centro (Kaya-Celiker, & Mallikarjunan, 2012), como los fitoesteroles.

Durante la elaboracion del queso mozzarella, cuando se alcanz6 un pH
de 5,3, se calentd la masa para proceder al hilado, y se observdé un
desgranamiento de la misma, haciéndose imposible su union y amasado (Figura

17).

Este efecto podria estar dado por la presencia de lecitina, que al tener un
bajo peso molecular y alta solubilidad, en emulsiones de aceite en agua, se
adsorben mas rapido en las gotitas (Dickinson, 1991), compitiendo con las

proteinas y pudiendo moverlas inclusive cuando estas ya fueron fijadas en la
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superficie (Pugnaloni et al., 2004).

Figura 17. Masa del queso mozzarella desgranada.

Por otro lado, dependiendo de las propiedades fisico-quimicas de sus
constituyentes y de su composicion, la estabilidad de una microemulsion puede
verse afectada por las altas temperaturas requeridas para este tipo de quesos
de pasta hilada, que ejercen un efecto sobre la formacion y existencia de
regiones, en la que el balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) de los surfactantes puede
cambiar y desestabilizar la interfase (Carlucci, Cicconi Vidal, & Bregni, 2004). Al
mismo tiempo, esto provoca la difusion de una fase a la otra, ayudando a formar
estructuras autoensambladas (como microemulsiones bicontinuas) cerca de la
interfase, que al hidratarse con la fase continua, estallan o sufren inversién
provocando una emulsion espontanea (Riehm et al., 2017). Es decir que, la
estabilidad de la formulaciéon microemulsiva final debe ser siempre examinada

en términos de temperaturas de aplicacién, e inclusive, almacenamiento
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(Carlucci, Cicconi Vidal, & Bregni, 2004), por lo que esta forma de adicién de

fitoesteroles no fue considerada.

4.4.6 Ensayo F98LipGrs

Se obtuvo una emulsién liposomal con la siguiente composicion: grasa de
leche de cabra 1 g%, leche de cabra 98 g% y fitoesteroles 1 g%. En cuanto a la
estabilidad, el producto result6 homogéneo inmediatamente después de la
centrifugacion; pero a las 12 horas, se observé claramente como la grasa junto

con los fitoesteroles, se separaron del resto de la leche (Figura 18).

Figura 18. Separacion de fases de emulsion liposomal con leche de cabra +

grasa de leche de cabra + fitoesteroles, a las 12 horas.

Esto podria deberse a la ausencia de un agente emulsionante, ya que el
papel de estas moléculas tensioactivas, que se absorben en la superficie de las
gotitas de aceite/grasa recién formadas durante la homogeneizacion, es reducir
la tension interfacial para evitar la sedimentacion, floculacion o coalescencia de

las emulsiones durante su procesamiento, almacenamiento y/o utilizacion
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(Moran-Valero, Pizones Ruiz-Henestrosa, & Pilosof, 2017), motivo por el cual

este método no fue contemplado para continuar con la elaboracién del queso.

4.4.7 Ensayo F98GT

Se obtuvo una emulsién con la siguiente composicién: goma tragacanto 1
g%, leche 98 g% Yy fitoesteroles 1 g%. La misma fue homogénea y no presento
grumos ni separacion de fases (Figura 19). Estudios anteriores han reportado
que la goma tragacanto puede ser adecuada para crear emulsiones de aceite en

agua (Balaghi, Mohammadifar, & Zargaraan, 2010; Dickinson, 2009).

Figura 19. Incorporacion de la emulsion leche de cabra + goma tragacanto +

fitoesteroles

Una vez obtenido el producto, se lo adicioné a la leche pasteurizada y se
procedié a elaborar el queso. Durante la coagulacion, el suero tuvo apariencia
traslucida, levemente amarillenta, sin micelas grasas perceptibles visualmente.
No obstante, en la etapa de calentamiento, amasado e hilado, se observé como
los fitoesteroles iban separandose de la masa, dando como resultado una

mozzarella sin retencién de fitoesteroles en su matriz (Figura 20).
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Figura 20. Queso mozzarella a base de leche de cabra, sin retencion de

fitoesteroles en su matriz.

-

La mayoria de las emulsiones estabilizadas electrostaticamente son
sensibles al pH de la fase continua, perdiendo estabilidad con su disminucién
(Hunter, 1998), lo que ocurre desde el comienzo de la elaboracién del queso en
el que la leche tiene un pH aproximado de 6,60 + 0,10, hasta el momento previo
al hilado en el que el pH es de 5,3 £ 0,05. Esto se deberia a la disminucion de la
fuerza de repulsion electrostatica entre las gotitas, hasta un punto en el que no
llega a ser suficiente para inhibir su agregacion. Sumado a lo anterior, esta el
hecho de que tampoco son termodinamicamente estables, por lo tanto, no se
ven favorecidas durante la etapa de calentamiento tipico de los quesos de pasta
hilada, por lo que tienden a romperse a través de varios mecanismos, tales como
cremado o sedimentacion, floculacién, coalescencia e inversidon de fases

(Abdolmaleki et al., 2016).
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4.4.8 Ensayo F95HM

La adicion de fitoesteroles en polvo, durante la etapa de calentamiento,
amasado e hilado, y moldeado, presento dificultad para incorporarlo a la masa,
formandose grumos dentro de su matriz y sobre la superficie; como resultado se
obtuvo un producto heterogéneo, con una gran cantidad de compuesto bioactivo

que no logro integrarse a la mozzarella (Figura 21).

Figura 21. Queso mozzarella a base de leche de cabra, con fitoesteroles en

polvo, adicionados en la etapa de hilado final y moldeado.

: ;r’w ;

Algo similar les sucedio a Bermudez-Aguirre, & Barbosa-Canovas (2012),
quienes no pudieron incorporar durante el estiramiento, polvo de linaza como
fuente de omega-3 a un queso mozzarella de vaca, debido a que su alta
higroscopicidad provocd su mayor absorcion en el desuerado, haciendo que se

pierda y quedando fuera de la cuajada de queso.
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449 Ensayo F98Inyec

La inyeccion del compuesto se realizdé con un dispositivo que contaba de
dos partes: 1) un contenedor donde se colocaba el queso mozzarella; y 2) una
tapa con incrustaciones de agujas de diferentes longitudes y diametros,

distribuidas de manera uniforme (Figura 22).

Figura 22. Dispositivo de inyecciéon multiple para incorporacion de fitoesteroles

al queso mozzarella a base de leche de cabra.

La mezcla de fitoesteroles fundidos coloreados con amaranto, se coloco
en una jeringa de 10 ml de capacidad, y se incorpor¢ de forma homogénea al
producto final. Este procedimiento resulté factible y no presenté dificultad durante

su ejecucion (Figura 23).
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Figura 23. Inyeccion de fitoesteroles al queso mozzarella a base de leche de

cabra.

Una vez terminado este paso, se observo que el compuesto bioactivo se
deslizé por los canales formados por las agujas, distribuyéndose de manera

homogénea en la superficie (Figura 24) e interior (Figura 25) del producto.

Figura 24. Fitoesteroles inyectados al queso mozzarella a base de leche de

cabra (superficie del producto).
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Figura 25. Fitoesteroles inyectados al queso mozzarella a base de leche de

cabra (interior del producto).

Los resultados de los analisis fisico-quimicos de la leche utilizada en este

método, se muestran en la Tabla 32.

El pH de la leche de cabra fue de 6,60, similar al de Palma Parodi,
Barrionuevo, & Corradetti, (2015) para raza Saanen (6,68), quienes registraron
valores constantes durante todo el periodo productivo (primavera, verano y
otofio). La acidez titulable fue inferior a lo permitido por el CAA (14-22 °D), y su
valor depende fundamentalmente del periodo de lactacion (Paz, Armada, &

Ramodn, 2014).

El contenido de proteinas (3,21 g 100 g™') estuvo por arriba de lo minimo
exigido por la legislacién (2,8 g 100 g™, respectivamente) (ANMAT, 2014), y
similar a los de Palma Parodi, Barrionuevo, & Corradetti (2015) para leche de

cabra raza Saanen (3,48 g 100 g™).
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Tabla 32. Caracteristicas fisico-quimicas de la leche de cabra utilizada en el

ensayo F98Inyec.

Parametros fisico-quimicos LC

oH 6,60 = 0,00
Acidez Titulable (°D) 11,20 £ 0,05
Proteina (g 100 g™') 3,21 + 0,09
Grasa (g 100 g™) 2,90 + 0,05
Lactosa (g 100 g™') 4,60 + 0,06
Sélidos Totales (g 100 g™) 11,83 + 0,47
SNG (g 100 g 8,93 +0,18
Cenizas Totales (g 100 g™') 1,12 + 0,08
Calcio (mg 100 g™ 182,79 + 7,74
Fosforo (mg 100 g™') 367,48 £ 9,35
Sodio (mg 100 g™ 42,96 + 3,96

Promedio £ desvio estandar (n=1) en base a las determinaciones por triplicado.

El porcentaje de grasa (2,90 g 100 g') se ajusté de manera de obtener
una leche semidescremada (1,5-2,9 g 100 g”') (ANMAT, 2014). Palma Parodi,
Barrionuevo, & Corradetti (2015) observaron que este componente es el que
presentd mayor variacién durante el periodo de su estudio (4,24 g 100 g™),
iniciando en 3,07 g 100 g™, y llegando al final de la lactancia a un valor de 6,00

g 100 g™, siempre por sobre el rango estipulado por el CAA (Min. 3,00 g 100 g°
1).
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Los valores de lactosa (4,60 g 100 g') estuvieron préximos a los de Palma
Parodi, Barrionuevo, & Corradetti (2015) (4,51 g 100 g ), quienes registraron

valores constantes, sin grandes fluctuaciones durante todo el periodo de estudio.

El contenido de sélidos totales (11,83 g 100 g™') fue superior a lo minimo
exigido por la legislacion (9 g 100 g™, respectivamente) (ANMAT, 2014); esto
depende fundamentalmente del periodo de lactacion, presentando un aumento
de sus valores hacia el final de la misma (Palma Parodi, Barrionuevo, &

Corradetti, 2015).

El contenido de cenizas totales (1,12 g 100 g™"), calcio (182,79 mg 100 g
", fosforo (367,48 mg 100 g™') y sodio (42,96 mg 100 g') son similares a la de
otros autores (Paz, Armada, & Ramon, 2014), los cuales se ven influenciados
principalmente por el periodo de lactacion, contenido de caseinas, iones y sales

minerales (Quintana Lopez et al., 2011).

Los parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella obtenidos por el

meétodo FO8L se presentan en la Tabla 33.

El pH de los quesos fue de 5,22 para todos los productos, similar a los

productos anteriores (Paz et al, 2014; 2017; Tyagi et al., 2017).

Los porcentajes de proteinas fueron 29,17 (F98InyecPatrén), 29,76
(F98Inyec3) y 27,68 (F98Inyec6) g 100 g'; no se observaron diferencias
significativas entre las muestras. Los valores son superiores a las registradas
por Paz et al. (2017b), quienes analizaron la composicion quimica de
mozzarellas a base de leche de cabra, de cuatro establecimientos elaboradores

artesanales de quesos (26,58; 26,74; 26,35y 21,66 g 100 g™).
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Tabla 33. Parametros fisico-quimicos de los quesos mozzarella a base de leche de cabra

(F98Inyec).

Parametros Muestras de quesos mozzarella

F98InyecPatrén F98Inyec3 F98Inyec6
pH 522 + 0,01° 522 + 0,01° 522 + 0,01°
Proteinas (g 100 g™') 29,17 + 0,51° 29,76 * 0,51° 27,68 + 0,01°
Grasa (g 100 g™) 21,33 + 0,28° 24,83 + 0,28° 28,33 + 0,28°
Sélidos Totales (g 100 g™) 53,75 + 0,66° 58,19 + 0,34° 59,21 + 0,25°
Cenizas Totales (g 100 g™') 217 + 0,13° 2,28 + 0,05° 2,18 + 0,02°
Calcio (mg 100 g™") 874,23 + 9,73° 873,93 + 11,03 883,72 + 9,35°
Fosforo (mg 100 g™) 634,81 + 13,65° 639,42 =+ 924° 642,47 + 8,68°
Sodio (mg 100 g™) 24971 + 4,13° 252,39 + 7,29° 25254 + 7,87°
Humedad (g 100 g™") 4625 + 0,66° 41,80 =+ 0,34° 40,78 + 0,25°

Promedio + desvio estandar en base a las determinaciones por triplicado. Letras diferentes, en
la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).

Los valores de grasa en base humeda fueron de 21,33; 24,83 y 28,33 g
100 g” para F98InyecPatron, F98Inyec3 y F98Inyec6, respectivamente. Se
observaron diferencias significativas entre las muestras, lo que evidenciaria la
presencia y el aumento de la concentracion de fitoesteroles segun la cantidad

incorporada.

Los valores se encuentran dentro de los rangos registrados por Paz et al.
(2017b) para quesos mozzarella a base de leche de cabra (19,90-28,75 g 100 g

'), elaboradas en diferentes tambos de la region NOA.

Por otro lado, la cantidad de grasa en base seca fue de 39,68

(F98InyecPatron), 42,67 (F98Inyec3) y 47,84 (F98Inyec6) g 100 g™, superiores
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a los requisitos quimicos minimos exigidos para un queso mozzarella (35 g 100

g"). (ANMAT, 2014).

Los porcentajes de solidos totales fueron de 53,75 (F98InyecPatron),
58,19 (F98Inyec3) y 59,21 (F98Inyec6) g 100 g™'. No se observaron diferencias
significativas entre las muestras adicionadas con fitoesteroles, pero si entre
estas y el producto patron. Sin embargo, todas las cifras resultaron similares a
las reportadas por Paz et al. (2017b) (51,33; 52,38; 53,47 y 55,09 g 100 g') para

el mismo tipo de alimento.

Dentro de los rangos de cenizas totales (2,17-2,28 g 100 g'), calcio
(873,93-883,72 g 100 g), fosforo (634,81-642,47 g 100 g') y sodio (249,71-
252,54 g 100 g™), no se observaron diferencias significativas, y los valores
resultaron proximos a estudios similares (Paz et al., 2017a; 2017b; Smith et al.,

2017).

La humedad de los quesos fue de 46,25; 41,80 y 51,72 g 100 g para
F98InyecPatrén, F98Inyec3 y F98Inyec6, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas entre las muestras adicionadas con fitoesteroles, pero

si entre estas y el producto patron.

Las cifras fueron similares a los rangos reportados por Paz et al. (2017b)

(44,91-48,67 g 100 g™') para el mismo tipo de queso.

De acuerdo a la clasificacién general de quesos del CAA, los productos
pueden considerarse generalmente como de “alta humedad’ (46-54,9 g 100 g
"); al mismo tiempo, no superaron el maximo (60 g 100 g™') establecido como

requisito quimico para este tipo de producto (ANMAT, 2014).
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Los Quesos Mozzarellas tuvieron un RQ del 12,77, levemente superior al
rango registrado por Paz et al. (2017b) (9-11 %) para quesos mozzarella a base

de leche de cabra.

En la evaluacion sensorial, las muestras F98InyecPatron, FO8Inyec3 y
F98Inyec6 gustaron por igual para Aceptabilidad Global (7,05; 6,67; 6,81) y los
atributos de Color (7,42; 7,38; 7,25), Textura (6,69; 6,89; 6,70), Sabor (6,46; 5,86;
6,30) y Aroma (6,69; 6,65; 6,84), por lo que no se encontraron diferencias
significativas (P>0,05%) entre ellas. Con respecto a la preferencia, tampoco se
evidenciaron diferencias significativas para F98InyecPatrén (191), F98Inyec3

(209) y F98Inyech (200).

La cantidad de fitoesteroles totales retenidos en la matriz del queso

mozzarella, se muestran en la Tabla 34.

Las concentraciones de Fitoesteroles Totales en las muestras fueron de
0,00 (F98InyecPatron); 3,30 (F98Inyec3) y 6,59 (F98Inyec6) g%; y dentro de
ellos el que se encuentra en mayor proporcion es el [-sitosterol, comunmente
presente en grasas animales y aceites vegetales (Kin et al., 2014). En este
ensayo, la adicion del compuesto bioactivo mediante inyeccion directa a los
productos finales, garantizaria que el mismo se encuentre en las cantidades

requeridas.
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Tabla 34. Fitoesteroles Totales y Perfil de Fitoesteroles de los quesos

mozzarella a base de leche de cabra (F98Inyec).

Parametros Muestras de quesos mozzarella

F98InyecPa F98Inyec3 F98Inyec6

trén

Fitoesteroles Totales 0,00 g% 3,30 g% 6,59 g%
Colesterol 99,36 mg% - -
Perfil de Fitoesteroles

Brassicasterol 0,28 % 0,98 % 1,00 %
24-metilencolesterol ) 0,85 % 0,80 %
Campesterol ) 21,08 % 21,06 %
Campestanol - 0,25 % 0,30 %
Stigmasterol - 24,51 % 24,69 %
B-sitoesterol - 52,25 % 52,17 %
d-5,24-stigmastadienol - 0,53 % 0,54 %

Kin et al. (2014) determinaron este compuesto en mozzarellas
comerciales, cuya muestra estuvo constituida por ocho productos naturales (99
% leche de vaca + 1% otros ingredientes) y cuatro de imitacion (99 % de aceite
vegetal -aceite de palma y aceite de oleina de palma- + 1 % otros ingredientes),
y obtuvieron valores entre 0,000177-0,000275 y 0,005761-0,006821 g de
Fitoesteroles Totales; 0,000117-0,000143 y 0,001090-0,001349 g de
Campesterol; 0,000047-0,000049 y 0,000595-0,000702 g de Stigmasterol;
0,000059-0,000105 y 0,004076-0,004770 g de B-sitoesterol, por 100 g de

muestra, respectivamente. Esto sucede debido a que los fitoesteroles en las
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muestras naturales se derivan principalmente de las grasas lacteas, mientras

que los de imitacion se obtienen a partir de aceites vegetales (Kin et al., 2014).

Bermudez-Aguirre, & Barbosa-Canovas (2012), mencionan que en
general la incorporacion de compuestos en el queso, utilizando un proceso de
elaboracién convencional, parece ser un gran reto; y en el caso de los
fitoesteroles esto se acrecienta debido a su naturaleza hidrofébica e insoluble
que dificultan su aplicacion (Di Battista et al., 2015). A la vez, mencionan que las
condiciones de elaboracion, tales como temperatura, oxigeno o tiempos de
procesamiento, pueden afectar de manera negativa el contenido final de

nutrientes anadidos (Bermudez-Aguirre, & Barbosa-Canovas, 2012).

Sin embargo, existen nuevos enfoques que ofrecen una manera
interesante de incorporarlos a la matriz en el proceso de elaboracién. Uno de
ellos, consiste en el uso de la alta presién hidrostatica en el queso mozzarella,
en términos de incorporacion de compuesto bioactivo en concentraciones
deseables, y afirman que esta nueva tecnologia ofreceria muchas ventajas no
s6lo para el consumidor, sino también para el tecndlogo de alimentos

(Bermudez-Aguirre, & Barbosa-Canovas, 2012).

4.5 CONCLUSIONES

A partir de los ensayos realizados en el presente capitulo, se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

* Laincorporacion directa de fitoesteroles, en sus distintas presentaciones,
sobre la leche pasteurizada o durante la etapa de calentamiento,

amasado e hilado de la masa del queso, no fue factible.
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La obtencion de perlas de alginato de sodio lograron la encapsulacion de
los fitoesteroles, sin pérdida de compuesto bioactivo durante la etapa de
hilado y amasado. Sin embargo, no es posible su homogeneizacion en la

matriz, dando como resultado un producto heterogéneo.

La formacion de liposomas de fitoesteroles con lecitina fue posible,
obteniendo una microemulsion homogénea y estable después de la
centrifugacion, que podia ser adicionada a la leche. No obstante, se
observo un desgranamiento de la masa del queso durante la etapa de
coagulacion, que se acentud durante el calentamiento, haciéndose

imposible el amasado del coagulo.

La obtencién de liposomas de fitoesteroles remplazando la lecitina por
grasa de leche de cabra, no fue factible debido a la inestabilidad de la
emulsion, lo que origind separacion de fases con imposibilidad de ser

incorporada al pool de leche inicial.

La emulsién con goma tragacanto result6 homogénea y estable, pero
durante la etapa de calentamiento, hilado y amasado, los fitoesteroles se

funden, drenando fuera de la matriz del queso.

El uso de fitoesteroles en polvo no resulta un ingrediente posible de utilizar

en este tipo de productos.

La inyeccién de fitoesteroles al queso, resulta sencillo y factible, por lo

cual es posible su correcta difusion homogénea a través del producto final.
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5 ENSAYOS BIOLOGICOS

5.1 INTRODUCCION

5.1.1 Generalidades

La enfermedad cardiovascular (ECV) es un gran desafio para la poblacion
mundial (Kobayashi et al., 2012). En 2008, 17,3 millones de personas murieron
por enfermedades cardiovasculares, y se prevé que sera la principal causa de
muerte para el 2030, afectando aproximadamente 23,6 millones de individuos en
todo el mundo (World Health Organization —-WHO-, 2009, 2014; Ogunremi,

Sanni, & Agrawal, 2015).

La hipercolesterolemia, es una elevacion de los lipidos, que incluye
grasas, acidos grasos, colesterol, ésteres de colesterol, fosfolipidos y
triglicéridos en el torrente sanguineo; constituye la causa principal de la
aterosclerosis y otras condiciones asociadas a la misma, como la enfermedad
coronaria del corazén, cerebrovascular isquémica y vascular periférica (Kumar

et al., 2012; Wang et al., 2010).

5.1.2 Dislipemias: Definicién y clasificacién

Con el nombre de dislipemias se conoce a aquellas situaciones
caracterizadas principalmente por el aumento en la concentracion de una, varias,

o todas las fracciones lipidicas del plasma (Longo, & Navarro, 2004).

Los principales lipidos plasmaticos, como colesterol y triglicéridos,
circulan en el plasma unidos a macromoléculas transportadoras denominadas
lipoproteinas. Al mismo tiempo, ellas son el resultado de la combinacion de

lipidos con particulas proteicas llamadas apoproteinas. Segun el tamano, los
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principales lipidos que transportan, el tipo de apoproteinas que contienen y otras

caracteristicas, las lipoproteinas se clasifican en seis grupos:

1)

Quilomicrones: Son las de mayor tamafo, estan compuestas
principalmente (90-95 %) por triglicéridos de origen exdégeno y
contienen varias apoproteinas (A y C son las mas abundantes). Su
funcidn primordial es el transporte de los triglicéridos y el colesterol
ingerido con los alimentos, desde el intestino hacia el higado y los

tejidos periféricos (adiposo, muscular).

VLDL (Very Low Density Lipoproteins): Son de menor tamafio,
contienen algo menos de triglicéridos (50-65 %), los que ademas son
de origen endogeno, y algo mas de colesterol y sus apoproteinas
principales son las del grupo C (I, Il y lll) y la B 100. Su funcion es

transportar los triglicéridos que sintetiza el higado hacia la periferia.

LDL (Low Density Lipoproteins): Tienen un tamafio mucho menor que
las anteriores, su componente lipidico mayor (35-45 %) es el colesterol
esterificado y su unica apoproteina es la B 100. Son las responsables
de la mayor cantidad del transporte del colesterol del higado a los

tejidos.

HDL (Hight Density Lipoproteins): Son las mas pequenfas, ricas en
fosfolipidos y colesterol, contienen apoproteinas del grupo A (I y Il) y
funcionan como vehiculos principales del transporte del colesterol de

los tejidos al higado).

Por lo dicho anteriormente, se entiende que las dos primeras sean

liproteinicas ricas en triglicéridos y las dos ultimas, ricas en colesterol.
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Durante el metabolismo normal de estas lipoproteinas se originan otras

dos macromoléculas transportadoras, son las remanentes:

5) Q: Originadas después que ha tenido lugar la degradacion catabdlica

de los Quilomicrones.

6) IDL: Originadas después que ha tenido lugar la degradacion catabdlica

de las VLDL (Longo, & Navarro, 2004).
5.1.3 indice aterogénico (IA)

Hasta hace 30 afios, el Dr. William Castelli refirio que la relacion entre el
CT y HDL era capaz de actuar como predictora de riesgo coronario (Castelli,
1984; Castelli et al., 1986), por lo que se construyd un indice denominado “de
Castelli”, para posteriormente llamarse “aterogénico”. Al principio se sugirié
como valor limite la cifra de 4,5; teniendo que si o si establecer medidas de
prevencion mayores y/o la indicacién de tratamiento hipolipemiante cuando el
valor fuese mayor (Siniawski et al., 2010), ya que estaria directamente asociado
con el aumento en el riesgo de padecer una ECV. Asimismo, otros autores
recomiendan que, dado el aumento de los niveles de colesterol en la poblacion
mundial, el valor limite del IA deberia revisarse y proponen una cifra estimada de

3,25 (Siniawski et al., 2011).
5.1.4 Ensayos biolégicos en animales

Ferreira-Santos et al. (2017), estudiaron el efecto de un hidrolizado de
caseina de leche suplementado con fitoesteroles en 24 ratas SHR machos de 13
semanas de edad, naturalmente hipertensas pero con hipercolesterolemia

inducida por una dieta estandar, suplementada con 1 % de colesterol y 0,25 %
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de acido colico. Luego de 2 semanas de adaptacion, se dividieron en cuatro

grupos alimentadas de la siguiente manera (n = 6):

Grupo C: SHR control + dieta estandar

Grupo CH: SHR hipercolesterolémicas

Grupo CHL: SHR hipercolesterolémicas + hidrolizado de caseina (300

mg/kg/dia)

Grupo CHLP: SHR hipercolesterolémicas + hidrolizado de caseina (300

mg/kg/dia) + fitoesteroles (450 mg/kg/dia)

Luego de 8 semanas de tratamiento, el grupo CH presentd un aumento
drastico de los niveles plasmaticos de CT y LDL, una ligera disminucion de HDL,
sin cambios significativos en los TG, lo que demostr6 que el modelo
hiperlipidémico se establecio con éxito. Por otro lado, aunque la administracion
de caseina hidrolizada no tuvo ningun efecto en la prevencioén de alteraciones
relacionadas con el estado hipercolesterolémico (Grupo CHL), la adicién de
fitoesteroles dio como resultado una recuperacion significativa de los niveles de

CT y LDL (Grupo CHLP).

En general se observd que, si bien en ratas hipercolesterolémicas
hipertensas el tratamiento con hidrolizado de caseina mejord los parametros
relacionados con el proceso hipertensivo, la incorporacién de fitoesteroles
previno otras alteraciones relacionadas a estas patologias, principalmente el
estrés oxidativo y el perfil lipidico alterado, por lo que su administracién estaria

indicada cuando ambos trastornos se producen juntos.
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Por otro lado, Athithan, & Srikumar (2017) evaluaron el efecto de la ingesta
oral de esteroides vegetales [fitoantaesteroide ketoisoforma  28-
Homocastasterona (28-HC)], sobre los niveles de glucosa en sangre y lipidos
plasmaticos en ratas Wistar machos normales y diabéticas, por un periodo de 15

dias. Los animales se dividieron en los siguientes grupos (n = 6):

Grupo I: Control (0,1 ml de etanol al 50%)

Grupo ll: Control + 28-Homocastasterona (50 ug en 0,1 ml de etanol al 50 %)

Grupo llI: Control + 28-Homocastasterona (100 ug en 0,1 ml de etanol al 50 %)

Grupo IV: Control + 28-Homocastasterona (150 pug en 0,1 ml de etanol al 50 %)

Grupo V: Control diabético (0,1 ml de etanol al 50 %)

Grupo VI: Diabético + 28-Homocastasterone (50 ug en 0,1 ml de etanol al 50 %)

Grupo VII: Diabético + 28-Homocastasterone (100 pug en 0,1 ml de etanol al 50

%)

Grupo VIII: Diabético + 28-Homocastasterone (150 ug en 0,1 ml de etanol al 50

%)

La administracion de 28-Homocastasterona resulté en una reduccion del
nivel circulante de glucosa en sangre en ambos grupos: en el control se redujo
de 92 a 65 mg/dl, dentro del rango permitido (50-135 mg/dl), siendo el valor
normal 72 mg/dl; en los animales diabéticos vari6 en 34-54 % (para el uso de 50-
150 pg 28-HC, respectivamente), observandose una reduccién doble de la

glucemia debido a este compuesto.
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El valor de CT en el grupo | fue de 77 mg/dl, siendo lo normal de 76,8
mg/dl. Para el resto del control (ll, lll, y IV), la administracion de 28-HC (50-150
Mg) produjo una reduccion, al igual que con el diabético (VI, VIl y VIII) cuya
disminucién varié entre el 33-62 %. El grupo V (control diabético), en cambio,

registro un aumento del 24 % en el nivel de colesterolemia.

Los niveles de TG fueron, en el grupo control 98 mg/dl, y en el diabético
significativamente elevado en un rango de entre el 132-228 %. La administracion
de 28-HC (50-150 pg) redujo su nivel a valores porcentuales de entre el 31-44 %

en el control (grupo Il, lll y IV) y 59-88 % en el diabético (VI, VIl y VIII).

De esta manera, queda demostrada la potencia bioldgica de este producto
natural (fitoesteroide 28-HC), atenuando los niveles elevados de Glucosa, CT y

TG en sangre.

Aunque los efectos beneficiosos de los fitoesteroles en la salud
cardiovascular se han informado en diferentes estudios (Misawa et al., 2008;
Chien et al., 2010; Liang et al., 2011; Marineli et al., 2012; Ferreira-Santos et al.,
2017; Athithan, & Srikumar, 2017), no se han investigado la administracion
conjunta de éste compuesto bioactivo en una matriz como la del queso

mozzarella a base de leche de cabra.

5.2 OBJETIVOS

Evaluar el efecto del queso mozzarella a base de leche de cabra,
adicionado con fitoesteroles, sobre el perfil lipidico en ratas Wistar albinas, con

Dislipemia inducida.
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5.3 MATERIALES Y METODOS
5.3.1 Materiales

Se utilizaron 20 ratas Wistar albinas hembras de 4 semanas de edad, con
un peso promedio inicial de 100,91 + 9,15 g, libres de patdgenos especificos,
obtenidas del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias — Universidad

Nacional de La Plata (U.N.L.P.).

Para la elaboracion de los Quesos Mozzarella a base de leche de cabra
se utilizaron los materiales descriptos en el Capitulo Ill, pagina 78, y el
compuesto bioactivo denominado Advasterol Ester 97-99 % (A.O.M.S.A.)
mencionado en el Capitulo IV, pagina 122. Los productos se obtuvieron de

acuerdo al Ensayo F98Inyec, desarrollado en el Capitulo IV.

El pellet consumido por los animales durante las dos primeras semanas
de adaptacién consistio en Alimento Balanceado Completo Gepsa Feeds,

obtenido de la empresa Grupo Pilar S. A. (Buenos Aires, Argentina).

Por ultimo, para la elaboracion de las dietas normales e hipergrasa, se

utilizo:

* Caseinato de calcio 100% puro, Grado USP, Pura Quimica®, Grupo

Todo Droga (Cordoba, Argentina).

* Grasa. Aceite de girasol comercial Natura® (100 ml: 100 g de grasas
totales, de las cuales 10 g saturadas, 0 g trans, 22,30 g
monoinsaturadas, 60 g poliinsaturadas, 0 mg colesterol), AGD
(Buenos Aires, Argentina) para las dietas normales, y grasa bovina
comestible refinada La Cordobesa® (100 g: 100 g de grasas totales,

199



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Capitulo V - Ensayos biologicos

de las cuales 51 g saturadas, 6 g trans, 37 g monoinsaturadas, 6 g
poliinsaturadas, 80 mg colesterol), RDC (Coérdoba, Argentina) para las

hipergrasa.
* Almidon. Fécula de maiz Maizena®, adquirida en locales comerciales.

* Fructosa. Alimento a base de jarabe de maiz de alta fructosa y
dextrina, sabor caramelo, de Alimentos Natali®, obtenido de dietéticas

locales.

e Minerales. Mineral Mix AIN 93 M, marca MP Biomedicals™, de ETC

Internacional S. A. (Buenos Aires, Argentina).

e Vitaminas. Vitamin Mix, marca MP Biomedicals™, de ETC

Internacional S. A. (Buenos Aires, Argentina).
5.3.2 Métodos
5.3.2.1 Dietas

Las dietas experimentales para el grupo control fueron preparadas
teniendo en cuenta los estandares dietéticos de mantenimiento recomendados
por el ultimo reporte final del American Institute of Nutrition (AIN-93M) (American
Institute of Nutrition, 1993; Reeves, Nielsen, & Fahey, 1993); en los 4 grupos
restantes la dislipemia fue inducida incluyendo 25 g% de grasa bovina comestible
refinada en la dieta estandar AIN-93M y la administracion de agua con fructosa

al 10 g%. La composicion de ambas se detalla en la Tabla 35.
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Tabla 35. Composicion de las dietas estandar AIN 93 M (Gl) y modificada

hipergrasa (Gll, Glll, GIV y GV), administradas a los animales.

Composicion (g 100 g™) Dieta Control AIN 93 Dieta hipergrasa

M (GI) (GlI, Glll, GIV y GV)
Caseinato 12,80 12,80
Grasa 9,70* 25,00**
Almiddn 77,50 67,20
Mineral Mix AIN 93 M 3,50 3,50
Vitamin Mix 1,00 1,00
L-cistyne 1,80 1,80
Choline Bitartrate 2,50 2,50
T-butyl- hydroquinone 0,008 0,008

*Aceite de girasol **Grasa bovina

La composicion de las dietas suplementadas con queso mozzarella a
base de leche de cabra, sin fitoesteroles (Glll) y con el compuesto bioactivo en
dos concentraciones [3,33 (GIV) y 6,66 (GV) g%], administradas durante el

periodo de tratamiento (Semanas11-20), se detallan en la Tabla 36.

De acuerdo a las diferentes composiciones quimicas de los quesos,
primero se procur¢ aportar la cantidad suficiente para cubrir las necesidades de
grasa, que para las muestras F98InyecPatrén, FO8Inyec3 y F98Inyecb, se logrd
con una porcion de 45,47; 39,06 y 34,23 g de queso, respectivamente.
Finalmente, el requerimiento del resto de los nutrientes se alcanz6 agregando

caseina, almidon, minerales y vitaminas segun sea necesario.
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Tabla 36. Composicion de las dietas suplementadas con quesos mozzarella a base de
leche de cabra, sin fitoesteroles (F98InyecPatrén), y con el compuesto al 3,33 g%

(F98Inyec3) y al 6,66 g% (F98Inyec6).

Composicion (g 100 g™) Muestras de quesos mozzarella
F98InyecPatrén F98Inyec3 F98Inyec6
(45,47 g) (39,06 g) (34,23 g)

Proteina (queso/caseinato) 13,26 / 0,00** 11,62 / 1,18* 9,47 [ 3,33*

Grasa (queso/grasa) 9,70 / 0,00 9,70 / 0,00 9,70 / 0,00
H de C (queso/almidén) 0,00 / 77,04 0,00 / 77,50 0,00 / 77,50
Min. (queso/minerales) 0,98 /| 2,52 0,89 / 2,61 0,74 | 2,76
Vit. (queso/vitaminas) 0,00 / 1,00 0,00 / 1,00 0,00 / 1,00

*Nutrientes aportados por el queso. **Nutrientes para completar el requerimiento nutricional
segun AIN 93 M.

5.3.2.2 Diseino experimental

Los animales fueron mantenidos segun la guia establecida por la National
Research Council: Guide for the care and use of Laboratory Animals (2011), en
el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Salud — U.N.Sa., en forma individual
en jaulas higiénicas de 30 x 40 x 30 cm, de policarbonato. Se mantuvieron a una
humedad de 60 + 10 %, con circulacion de aire libre a temperatura ambiente (24
+ 2 °C), y un ciclo de 12 horas luz (artificial de 8 am a 8 pm) y 12 horas de

oscuridad.

Previo al inicio del ensayo, los animales tuvieron un periodo de
aclimatacién durante las Semanas 0-2, en el que se les proporcion6 alimento
(pellet segun recomendacion AIN 93 M) y agua potable ad libitum. Se los dividid

aleatoriamente en 5 grupos experimentales. Durante las Semanas 2-11, se
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administré una alimentacion normal (AIN 93 M) al Gl y en los GllI, Ill, IVy V, se
indujo la hipercolesterolemia mediante una dieta hipergrasa. Finalmente, en las
Semanas 11-20, los Gl y Il fueron alimentados con dieta normal, mientras que
los demas recibieron como alimento, queso mozzarella a base de leche de cabra
sin fitoesteroles (Glll), y con el compuesto biactivo al 3,33 (GIV) y 6,66 (GV) g%.

Esta division aleatoria de los grupos, se resume en la Tabla 37.

Tabla 37. Distribucion por grupos de los animales de experimentacion (n = 4).

Grupo (G) Dieta Dieta Dieta
Semana 0-2 Semana 2-11 Semana 11-20
(Tiempo 0) (Pre-Tratamiento) (Post-Tratamiento)
Gl (Control) AIN93 M AIN93 M AIN93 M
Gll AIN93 M Modificada AIN 93 M
hipergrasa
Glil AIN 93 M Modificada Queso mozzarella sin
hipergrasa fitoesteroles*
GIv AIN 93 M Modificada Queso mozzarella con
hipergrasa fitoesteroles al 3,33 g%~
GV AIN 93 M Modificada Queso mozzarella con
hipergrasa fitoesteroles al 6,66 g%*

* F98InyecPatrén: sin el compuesto bioactivo. / F98Inyec3 y F98Inyecb6: fitoesteroles al
3,33 y 6,66 g%, los cuales aportarian en el producto final, el 50 y 100 % de la
recomendacioén diaria, respectivamente (FDA, 2003).

5.3.2.3 Analisis bioquimicos

Las extracciones de sangre para la toma de muestras se realizaron la
Semana 2 previo al inicio del ensayo (Tiempo 0), la Semana 11 luego de la
administracion de la dieta hipergrasa (Pre-Tratamiento), y la semana 20 cuando
se finaliz6 con la administracion del compuesto bioactivo a evaluar (Post-

Tratamiento).
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Se midieron las concentraciones de Glucemia (G), Colesterol Total (CT),
Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL), Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) y
Triglicéridos (TG). Las determinaciones se realizaron mediante un analizador
automatico A-15 de ©Biosystems S. A. (Buenos Aires, Argentina), por técnicas
enzimaticas, con controles de calidad externos en el Centro de Educacion
Médica e Investigaciones Clinicas “Norberto Quirno” (CEMIC) de la Ciudad
Autonoma de Buenos Aires, mediante el ProgBA sobre la preparacion de
muestras y esquemas de control externos. Con los datos de CT y HDL, se calculo
el indice Aterogénico (IA), de acuerdo a la siguiente férmula (Olmez et al., 2015;

Ferreira-Santos et al., 2017):

IA=CT-HDL
HDL

Por otro lado, las variaciones en el peso corporal de cada animal fueron
controladas semanalmente, mediante una balanza electrénica Kern EG/EW

(precision: 0,01 g).
5.3.2.4 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos (estabulacion, manipulacion, toma de muestra,
anestesia y eutanasia) se realizaron de acuerdo con las normas cientificas,
técnicas y administrativas para la investigacion en salud y los principios éticos
de la experimentacion animal del National Research Council: Guide for the care
and use of Laboratory Animals (2011). El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica e Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud (Resolucién —CD-

N° 286/18), de la Universidad Nacional de Salta.
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5.3.2.5 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media + desvio estandar de las
mediciones replicadas. Para encontrar diferencias significativas entre las
mediciones, las mismas fueron procesadas mediante analisis unidireccional de
la varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95 % y Prueba de Duncan
para determinar el nivel de significacion entre ellas (P<0,05), utilizando Microsoft

de Excel StatProTM.

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1 Dietas

En todo momento, la ingesta de alimentos por parte de los animales fue
suficiente para permitir un continuo crecimiento, que se evidenci6 tanto en el
aumento de tamafio como de peso. Los mismos aceptaron positivamente la dieta
AIN 93 M (Figura 26) brindada durante el periodo de Pre-Tratamiento, la cual
consistié en un polvo blanco de consistencia ligera en la normal y un poco
apelmazada, aunque igualmente suelta, en la hipergrasa. Asi mismo, en el Post-
Tratamiento, la suplementacion con queso mozzarella a base de leche de cabra

patrén y con el compuesto bioactivo, fue igualmente bien recibida.

El consumo diario de alimento por animal fue de 7,27 g/dia para todos los
grupos en las dos primeras semanas de aclimatacion; para el periodo de Pre y
Post-Tratamiento, ascendio alrededor de 13,33 g/dia para Gl y 18,33 g/dia para
Gll, GllI, GIV y GV; por lo que podria decirse que la dieta alta en contenido graso

provocd un aumento de la ingesta, con respecto al grupo control.
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Figura 26. Ingesta de dieta AIN 93 M de los animales.

5.4.2 Diseio experimental

Durante el periodo experimental, se observd que los animales se
adaptaron al ambiente y sus jaulas sin inconvenientes, respondiendo
adecuadamente al tratamiento; no ocurrieron muertes durante el transcurso de
dicho estudio; tampoco evidenciaron ningun cambio corporal y/o conductual que

implique la posible presencia de enfermedad.

5.4.3 Analisis bioquimicos

Para la toma de muestras, en cada momento de analisis, las ratas fueron
privadas de alimentos durante la noche anterior y mantenidas unicamente con
agua ad libitum. Para realizar las extracciones de sangre, los animales fueron
previamente anestesiados mediante vapor de isofluorano (algodon empapado
con 0,5 ml) en una camara individual de vidrio. Una vez dormidas, se realiz6 un
corte de entre 1-2 mm del extremo de la cola, en un angulo de 45 °. Las muestras
se obtuvieron por goteo, y fueron recepcionadas en tubos eppendorf estériles,
conteniendo en sus paredes heparina como anticoagulante. Se centrifugd a

3.000 rpm durante 10 minutos, para separar el suero de los elementos formes.
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Finalmente, se mantuvieron a temperatura de refrigeracion (4 + 1 °C) hasta el
momento de su analisis bioquimico. Los controles realizados a los animales
luego de la extraccion, incluyeron mantener presionada la cola hasta la detencidn
del sangrado, recuperacién inmediata de su total vitalidad (respiracion,
recuperacion de la movilidad, desplazamiento dentro de la jaula) y
comportamiento en el corto periodo (consumo de agua y alimento, y

acicalamiento).

Los resultados de los analisis de Glucemia de los animales, se muestran

en la Tabla 38.

Tabla 38. Valores de Glucemia (mg/dl) en los diferentes Grupos de animales,

registrados en los periodos de Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento.

Grupos Tiempo 0 Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
Gl 140,33 + 1,13%% 145,33 + 3,66°° 141,33 + 1,612°
Gl 131,50 + 0,75 21550 + 1,53%A 165,00 + 1,55°AB
Gl 135,50 + 1,89°" 216,50 + 1,473 165,25 + 1,60°"
GIV 129,67 + 1,66°B 217,33 + 2,04%* 157,67 + 1,59°B
GV 135,00 + 2,88°"B 216,67 + 2,45%A 157,33 + 3,79

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).
Letras mayusculas diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas
(P<0,05).

Para el Tiempo 0O, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento, en el Gl no se
observaron diferencias significativas, esto se deberia a que recibio el mismo tipo
de dieta durante todo el tiempo de ensayo. Para el resto de los grupos, se
observaron grandes diferencias entre la segunda determinacion (Pre-

Tratamiento), en la cual se registraron los valores mas altos de glucemia. Luego
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del tratamiento, si bien las cifras bajan de manera significativa, no vuelven a los

valores iniciales de la primera toma de muestra.

Entre los grupos, para el Tiempo 0, los valores tuvieron un valor minimo
de 129,67 y maximo de 140,33 mg/dl, siendo significativamente diferentes, lo
cual podria deberse a variaciones individuales en los animales. Para la
determinacién realizada en el Pre-Tratamiento, se observaron valores altos de
glucemia en Gll, Glll, GIV y GV, por lo que si hubo diferencias significativas
respecto al control (Gl). Lo mismo podria deberse a que este ultimo se hidrato
todo el tiempo s6lo con agua, mientras que el resto recibidé una solucién con

fructosa al 10 g%.

Los valores, para todos los grupos en el Tiempo 0, son superiores a los
de Athithan, & Srikumar (2017) para ratas Wistar albinas machos, cuyo grupo
control, sin patologia y sin tratamiento, registré una cantidad promedio de 92 + 6
mg/dl de glucosa en sangre; al mismo tiempo, fueron cercanos a las de las
diabéticas que recibieron medicacion (150 pjng de fitoesteroide 28-
Homocastasterone en 0,1 ml de etanol al 50 %) (150 + 14 mg/dl). Por otro lado,
los valores de todos los grupos a lo largo del ensayo, resultaron inferiores a las
cifras informadas para las diabéticas sin tratamiento, cuya cantidad ascendia a
los 330 + 16 mg/dl. Esto podria deberse a que los autores, indujeron esta
patologia en sus animales, con la inyeccion intraperitoneal de 60 mg/kg de
estreptozocina (STZ), una sustancia quimica de origen natural, particularmente

téxica para las células beta del pancreas, productoras de insulina.

Los resultados de los analisis de CT de las ratas Wistar, se muestran en

la Tabla 39.
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Tabla 39. Valores de CT en los diferentes Grupos de animales, registrados en los

periodos de Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento.

Grupos Tiempo 0 Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
Gl 79,33 * 6,80*" 88,33 = 8,40°" 96,67 * 9,00%"
Gll 74,50 + 8,80°" 97,50 = 8,60°" 92,50 * 9,90**
Gl 74,00 + 8,90°* 99,50 + 8,60°* 77,75 + 7,10°"
GIV 79,00 + 9,10%* 97,67 + 9,90°* 71,00 + 7,00%*
GV 76,67 * 9,66*" 98,33 + 5,13%* 70,67 + 2,08%"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).
Letras mayusculas diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas
(P<0,05).

Para el CT, no se observaron diferencias significativas dentro del mismo
grupo durante el transcurso de la experimentacion, aunque tampoco para el
mismo tiempo entre ellos. Sin embargo, en el Tiempo 0 pueden verse datos
cercanos para todos los grupos; en el Pre-Tratamiento la cifra mas baja se
registra para Gl (control), teniendo el resto de los grupos valores mas altos y
similares; y en el Post-Tratamiento, las cifras de Glll, GIV y GV bajan
considerablemente respecto al grupo que no recibié queso mozzarella como
alimento, siendo 70,67 mg/dl la cifra mas baja registrada, correspondiente a los

animales que fueron suplementados con fitoesteroles al 6,66 g%.

Teniendo en cuenta el ensayo de Athithan, & Srikumar (2017), los datos
para todos los grupos en el Tiempo 0, son similares al control (77 £ 8 mg/dl); y
los del Pre-Tratamiento con dieta hipergrasa (Gll, Glll, GIV y GV) cercanos a los
de las diabéticas sin medicacion (95 + 10 mg/dl). Al final del ensayo (Post-

Tratamiento), las cifras de Gl y Gll también son similares a las del grupo diabético
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sin medicacion (95 £ 10 mg/dl), sin embargo, las que recibieron queso mozzarella

a base de leche de cabra, tuvieron valores préximos al control (77 + 8 mg/dl).

Ferreira-Santos et al. (2017), determinaron 95,5 mg/dl de CT en el grupo
SHR hipercolesterolémico, cuya alimentacion estuvo suplementada con
hidrolizado de caseina (300 mg/kg/dia) y fitoesteroles (450 mg/kg/dia); los
mismos son proximos al de Gl y GllI. Por su parte, Glll, GIV y GV, quienes
recibieron queso mozzarella a base de leche de cabra sin fitoesteroles, y con el
compuesto bioactivo al 3,33 y 6,66 g%, respectivamente, presentan cifras mas
bajas, inclusive que su grupo control (84,5 mg/dl), en el cual no se indujo la
colesterolemia alta. Esto podria deberse a que, ademas del beneficio aportado
por el componente funcional, los lacteos caprinos en general poseen globulos
grasos pequefos y se encuentran mejor distribuidos en la matriz, lo que resulta
en una digestidn mas eficiente a nivel gastrointestinal (Paz et al., 2014; Paz et
al., 2017), por lo que su consumo es recomendado en una amplia gama de
transtornos clinicos, debido a su capacidad metabdlica Unica para proporcionar
energia directa, no dando lugar a la formacién de lipoproteinas y/o a su depésito

en los tejidos adiposos (Haenlein, 2004).

Los resultados de los analisis de la fraccion HDL de los animales, se

muestran en la Tabla 40.
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Tabla 40. Valores de HDL en los diferentes Grupos de animales, registrados en los

periodos de Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento.

Grupos Tiempo 0 Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
Gl 33,67 = 4,80°" 33,00 = 4,20°" 33,00 * 3,00*"
Gll 34,50 + 4,60°* 42,00 + 3,90°* 30,50 * 2,90%*
Gl 26,75 + 4,40°* 42,75 + 4,20°" 28,00 = 3,00%*
GIV 36,67 + 2,70°* 41,00 + 5,00°" 27,33 £ 2,50°*
GV 31,33 + 7,64°" 40,66 + 4,58°" 27,67 + 3,06°"

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).
Letras mayusculas diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas
(P<0,05).

Para HDL, no se observaron diferencias significativas para cada uno de
los grupos a lo largo del ensayo, y tampoco para el mismo tiempo entre los ellos.
Sin embargo, dentro de Gl, pueden verse valores muy proximos en las tres
determinaciones, debido a que siempre recibié el mismo tipo de alimentacion;
por el contrario, para el resto se evidencia un aumento de HDL durante el periodo
de Pre-Tratamiento, seguida de su disminucion hacia el final (Post-Tratamiento),
con una media maxima de 33,00 mg/dl en el grupo control (Gl) y minima de 27,33
y 27,67 para GIV y GV, los cuales recibieron como alimento (semana 11-20)
queso mozzarella a base de leche de cabra con fitoesteroles al 3,33 y 6,66 g%,

respectivamente.

Algo similar les ocurrio a Ferreira-Santos et al. (2017), cuyo grupo control
(sin hipercolesterolemia y sin administracion de fitoesteroles) registra un
promedio de 38,0 + 3,7 mg/dl de HDL; mientras que el hipercolesterolémico, cuya

alimentacion estuvo suplementada con 300 mg/kg/dia de hidrolizado de caseina
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y 450 mg/kg/dia de fitoesteroles, obtuvo una media de 32,1 + 1,5 mg/dl de HDL.

Los resultados de los analisis de LDL de los animales, se muestran en la

Tabla 41.

Tabla 41. Valores de LDL en los diferentes Grupos de animales, registrados en los

periodos de Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento.

Grupos Tiempo 0 Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
Gl 43,33 = 2,50°" 55,33 = 4,40°" 62,67 * 6,10°"
Gll 37,50 % 4,30°* 55,00 = 5,004 61,50 = 7,00%*
Glll 44,50 + 4,60°* 54,75 + 4,20°* 49,00 + 4,20°*
GIV 39,33 * 6,50*" 56,33 = 4,90°" 42,67 x 4,60°"°
GV 42,67 + 9,35%* 56,67 + 2,52°* 41,67 + 2,08%°

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).
Letras mayusculas diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas

(P<0,05).

Para la fraccion LDL, no se observaron diferencias significativas dentro

del mismo grupo durante todo el tiempo de ensayo. Sin embargo, en el periodo

de Post-Tratamiento, luego de la administracion de queso mozzarella a base de

leche de cabra suplementado con fitoesteroles al 3,33 y 6,66 g%, se observaron

cifras significativamente mas bajas para sus correspondientes grupos: GIVy GV,

respectivamente.

De acuerdo a lo reportado por Ferreira-Santos et al. (2017), los datos a

Tiempo 0, serian préximos a su grupo control (36,5 + 5,2 mg/dl de LDL), lo que

es esperable ya que los animales fueron siempre alimentados con dieta normal;

al mismo tiempo, los datos de GIV y GV resultaron muy similares al grupo
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suplementado con 300 mg/kg/dia de hidrolizado de caseina y 450 mg/kg/dia de

fitoesteroles, el cual registro una media de 42,6 + 7,4 mg/dl de LDL.

Cabe destacar que los datos de HDL y LDL registrados a lo largo del
ensayo, fueron informados teniendo en cuenta las cifras absolutas, por lo que
resulta importante considerar ambas fracciones en términos relativos

(porcentajes) con respecto al CT, tal como se observa en la Figura 27.

Figura 27. Fracciones de HDL, LDL y otras lipoproteinas, respecto al CT, para
los GlI, GlI, GllI, GIV y GV, segun Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-

Tratamiento.
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Para HDL, puede verse como en Gl va cambiando de 42 (Pre-
Tratamiento) a 34 % (Pos-Tratamiento), a pesar de no haber consumido una
dieta hipergrasa; en Gll de 46 a 33 %, partiendo de un valor inicial (Tiempo 0)
mas alto, podria decirse que ésta reduccion resulta mas marcada que en el grupo
anterior, debido a que ademas de que se le suministré mas grasa en las semanas
2-11, no recibi6 el alimento bajo estudio de la 11-20; en Glll, alimentado con

queso mozzarella a base de leche de cabra, se observé un restablecimiento de
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su cifra hacia el final del ensayo (36 %); y GIV y GV registran cantidades relativas
muy préximas en los tres tiempos determinados, por lo que teniendo en cuenta
lo sucedido con el grupo control (Gl), podria afirmarse que la suplementacion
con fitoesteroles ayudo al mantenimiento de los valores de HDL, a pesar de los

cambios sucedidos en la alimentacion a lo largo del periodo de experimentacion.

Los resultados de los analisis de TG de los animales, se muestran en la

Tabla 42.

Tabla 42. Valores de TG en los diferentes Grupos de animales, registrados en los

periodos de Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento.

Grupos Tiempo 0 Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
Gl 86,33 * 9,80°" 84,50 = 6,70*° 80,33 + 1,10°°
Gll 84,00 + 1,29%4 103,67 + 8,60*" 107,50 + 9,00%"
Gl 86,80 + 1,12°* 108,25 + 7,60*" 89,00 =+ 9,40°"®
GIV 86,67 + 1,08°* 109,33 £ 1,25°% 80,00 =+ 6,10°®°
GV 82,33 + 4,19°* 108,33 + 4,98%" 65,00 * 4,58

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).
Letras mayusculas diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas
(P<0,05).

Respecto a los TG, no se observaron diferencias significativas dentro del
mismo grupo durante todo el tiempo de experimentacion para Gl, Gll y Glll,
aunque si para GIV y GV. Estos ultimos, tuvieron valores altos de TG luego de
la administracion de la dieta hipergrasa, por lo que hubo diferencias significativas

entre el Pre-Tratamiento y los otros dos periodos cuyas cifras fueron mas bajas.
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Por otro lado, para el Tiempo 0 no se observaron diferencias significativas
entre los distintos grupos, ya que hasta ese momento, todos los animales
recibian el mismo tipo de dieta. Por el contrario, si las hubo para el periodo de
Pre-Tratamiento, en el que se observé que Gl registro valores significativamente
inferiores a los del resto; esto podria deberse al consumo de sélo agua como
fuente de hidratacion durante toda la experimentacion, diferente a Gll, Glll, GIV
y GV que recibieron solucion de fructosa al 10 g%. Hacia el final del ensayo
(Post-Tratamiento), los valores mas bajos de TG estuvieron entre Gl que tuvo
una dieta normal, y GIV y GV que, si bien fueron alimentadas con dieta
hipergrasa, se les proporcioné queso mozzarella con fitoesteroles al 3,33 y 6,66
g%, respectivamente; los mismos tuvieron diferencias significativas respecto a
Gll y Glll, cuyas cifras fueron mas altas, debido posiblemente a que, si bien
recibieron una alimentacion alta en grasa durante la semana 2-11, no se les

administré el compuesto bioactivo.

Los valores de todos los grupos a Tiempo 0, son inferiores a los del grupo
control (sin diabetes y sin medicacion) de Athithan, & Srikumar (2017), cuya cifra
promedio fue de 98 + 6 mg/dl. Sin embargo, durante el Pre-Tratamiento, si bien
Gll, GllI, GIV y GV aumentan esta fraccion lipidica en sangre, no lo hacen tanto
como en el grupo diabético (sin medicacién) estudiado por dichos autores (228
+ 12 mg/dl); y para el periodo de Post-Tratamiento, GIV y GV tienen valores
proximos, aunque inferiores, a los grupos diabéticos con medicacion: 94 + 14
mg/dl (50 ug de fitoesteroide 28-Homocastasterone en 0,1 ml de etanol al 50 %)
y 74 + 10 mg/dl (100 pg de fitoesteroide 28-Homocastasterone en 0,1 ml de

etanol al 50 %), respectivamente.
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Los resultados obtenidos en la ecuacion de IA, se muestran en la Tabla

43.

Tabla 43. Valores de IA en los diferentes Grupos de animales, registrados en los

periodos de Tiempo 0, Pre-Tratamiento y Post-Tratamiento.

Grupos Tiempo 0 Pre-Tratamiento Post-Tratamiento
Gl 1,35 + 0,02°° 1,67 + 0,03°* 1,92 + 0,03%°
Gll 1,15 + 0,03%C 1,32 = 0,02°F 2,03 z 0,02°*
Glll 1,76 + 0,03*" 1,32 = 0,03°F 1,77 + 0,02°¢
GIV 1,15 + 0,02°C 1,38 + 0,05°° 1,59 + 0,03°°
GV 1,44 + 0,03°P 1,41 £ 0,03%P 1,55 + 0,03°°

Letras minusculas diferentes en la misma fila, indican diferencias significativas (P<0,05).
Letras mayusculas diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas
(P<0,05).

Tal como se observa, mientras que Glll y GV presentaron un
restablecimiento y mantenimiento del 1A, respectivamente; en GlI, Gll y GIV, se

observo un aumento hacia el final (Post-Tratamiento).

Por otro lado, a Tiempo O se detectaron diferencias significativas entre
todos los grupos, lo que podria deberse a variaciones individuales previo al inicio
del ensayo. Sin embargo, hacia el final del mismo, los valores mas altos se
observaron en los grupos control sin hipercolesterolemia y sin tratamiento (Gl) y
el hipercolesterolémico sin tratamiento (Gll); cifras medianas para el alimentado
con queso mozzarella a base de leche de cabra sin fitoesteroles (Glll), y los
indices mas bajos para los suplementados con el alimento y el compuesto
bioactivo bajo estudio (GIV y GV). La mejora de esta cifra en los ultimos tres

grupos, estaria favorecida tanto por las propiedades de la leche de cabra como
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materia prima, como asi también por el agregado de esteroles vegetales. A la
vez, resulta destacable que ninguno de los indices supera el valor limite de 4,5
indicado por Castelli (1984); ni por otros autores mas estrictos que propusieron
una cifra estimada de 3,25 (Siniawski et al., 2011; Zubiaga Toro et al., 2016), por
lo que podria afirmarse que los animales no tuvieron riesgo de padecer una

enfermedad coronaria durante el tiempo de investigacion.

En general, los valores en el Tiempo 0 y Pre-Tratamiento, son similares a
los de Ferreira-Santos et al. (2017), quienes informaron 1,3 £ 0,3 para su grupo
control (sin hipercolesterolemia); ninguno de los grupos del presente estudio,
alcanz¢ cifras tan altas como las de los autores: 4,3 + 0,4 (hipercolesterolémicas
sin tratamiento) y 4,5 = 0,7 (hipercolesterolémicas alimentadas con 300
mg/kg/dia de hidrolizado de caseina); y para el periodo de Post-Tratamiento, Gl
y Gll presentan un indice préximo: 2,0 + 0,2 para las hipercolesterolémicas
suplementadas con 300 mg/kg/dia de hidrolizado de caseina y 450 mg/kg/dia de
fitoesteroles, por su parte Glll, GIV y GV, resultaron inferiores. Los autores
concluyeron que, aunque la administracion oral de hidrolizado de caseina no tuvo
ningun efecto en la prevencion de alteraciones relacionadas con el estado
hipercolesterolémico, la adicion de fitoesteroles dio como resultado una

recuperacion significativa de los niveles de CT, LDL e IA.

Por ultimo, las variaciones semanales en el peso corporal de cada grupo,

se muestran en la Figura 28.

217



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Capitulo V - Ensayos biologicos

Figura 28. Promedio del registro de peso corporal de los animales, por grupo

(Gl, GlI, Glll, GIV y GV), segun semana.
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Para Gl, GllI, Glll, GIV y GV, el promedio de peso corporal inicial fue de
87,8 + 4,20% 96,25 + 9,02% 92,9 + 5,35% 104,32 + 4,72° y 113,33 + 6,25% y el
final de 218,33 + 8,02 227,50 + 7,46°% 240,00 + 4,25"; 230,00 + 7,55° y 251,66
+ 6,60% respectivamente, por lo que podria decirse que las diferencias
significativas observadas hacia el final, estdan en concordancia con las
registradas al inicio. El aumento de peso de todos los grupos, desde el inicio y
hasta el final del ensayo, fue de entre 130-150 g, similar al de Hadrich et al.
(2016) para ratas Wistar machos alimentadas con dieta hipergrasa: de 145,40 +

9,20 a 290,68 + 10,05 g, es decir un incremento total de 145,28 g.

El promedio del aumento semanal de peso para Gl, GllI, Glll, GIV y GV

fue de 6,60%; 8,67°; 9,33 8,48°y 8,50, respectivamente. En los GlI, GllI, GIV y
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GV, existe un notable ascenso hacia la semana 13, debido posiblemente a la
ingesta de la dieta hipergrasa, situacién que no se evidencia en el control (Gl),
cuyo promedio es el mas bajo y estable durante todo el tiempo de
experimentacion. Luego, en el periodo de Post-Tratamiento, en el cual los
animales vuelven a una alimentacion normograsa, puede verse como el peso
vuelve a parametros muy parecidos a los de GIl. Por lo mencionado, podria
decirse que la dieta alta en contenido graso provocé un aumento del peso

corporal, con respecto al grupo control.

5.5 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente capitulo, se arribaron a las

siguientes conclusiones:

El comportamiento de los animales fue normal durante todo el experimento.

* Las variaciones en la Glucemia estarian atribuidas principalmente al

suministro de fructosa.

* La dieta hipergrasa afecta de manera desfavorable las distintas fracciones
lipoproteicas; sin embargo, su perfil mejora considerablemente conforme

aumenta la suplementacion con fitoesteroles.

* La mejora general del perfil lipidico en sangre, redunda en valores bajos de
IA 'y, por lo tanto, en la menor probabilidad de desarrollar una enfermedad

coronaria en los animales.
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RESUMEN

En nuestro pais, la Mozzarella tradicional se elabora con leche de vaca.
Su obtencion a partir de leche de cabra se plantea como una alternativa para las
economias regionales del NOA, en donde la explotacion lechera caprina tiene
gran importancia. Con el fin de implementar el proceso de obtencion de la
mozzarella a partir de leche de cabra, se realizaron actividades de capacitacion
y estandarizacion de la elaboracion en pequefas plantas queseras de la region
NOA, y posteriormente se evaluaron los productos obtenidos. Se llevaron a cabo
visitas de entrenamiento en tres plantas productoras, adecuando el proceso a
las instalaciones y equipamiento disponibles en cada establecimiento. Durante
cada elaboracion, se analizo el efecto de variables (pH, composicion de leche de

cabra, tiempos, temperaturas) sobre la produccion y rendimiento quesero. Al final
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de cada capacitacion, se indago a los participantes sobre la experiencia llevada
a cabo y la factibilidad para su implementacion. Ademas se realizé el control de
calidad de la materia prima y los productos finales, mediante analisis fisico-
quimicos (pH, humedad, lactosa, proteinas, grasas, cenizas totales, calcio,
fésforo, sodio, textura y color) y microbiolégicos (Recuento de Coliformes y
Staphylococcusaureus, investigacion de Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes). También, se determinoé el rendimiento quesero (RQ = kg de
queso/litros de leche x 100). En cada establecimiento visitado se labraron actas
para registrar la actividad. El proceso optimizado fue entregado a cada productor
y todo el personal capacitado se interiorizé en el mismo, asi como en la utilizacién
de nuevos ingredientes de uso industrial (cultivos starter y enzima quimosina):
registrando concentraciones, tiempos, temperaturas y pH Optimo para la
elaboracion. Con respecto a la materia prima, se observo en todos los casos
ausencia de actividad de fosfatasa alcalina en la leche pasteurizada y, tanto los
analisis fisico-quimicos como los microbioldgicos tuvieron valores de acuerdo a
la legislacion argentina (Codigo Alimentario Argentino-CAA). Para los quesos, se
determind que a pH 5,3 se obtenia un producto con buena calidad nutricional y
sensorial, independientemente de la composicidn de la leche. El RQ oscil entre
9 a 11 %, similar a otros tipos de quesos caprinos. Tanto la composicién quimica
como microbiologica de los quesos cumplié con las normas vigentes (CAA). Los
parametros de dureza, cohesividad, adhesividad y elasticidad fueron los
esperados para este tipo de producto de pasta hilada, mientras que la
masticabilidad fue algo mayor. Con respecto al color, los valores resultaron
acordes a la materia prima utilizada, reflejando productos mas blancos y

luminosos. La actividad de capacitacion fue positiva, con gran interés por parte
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de los participantes, manifestando la factibilidad de incorporar la elaboracion de
este producto en sus establecimientos. Durante la degustacion, los comentarios
con respecto al sabor y la textura fueron adecuados. La implementacion y el
desarrollo de queso mozzarella, en pequefas plantas elaboradoras de lacteos,
permitiria mejorar la produccion, agregar valor y ofrecer alternativas para

dinamizar las economias regionales.

Palabras clave: leche de cabra, queso mozzarella, NOA, vinculacion

tecnologica.

1. Introduccion

El queso Mozzarella, es una variedad de queso hilado, originalmente de
Italia, y elaborado con leche de bufala. Se caracteriza por su estructura y
consistencia plastica debida al estiramiento termo-mecanico al que se somete la
cuajada durante su procesamiento, lo que origina una alineacion paralela de

fibras de caseinas, entrelazadas con canales de grasa y suero (Vogt et al, 2015).

En nuestro pais, la Mozzarella tradicional se elabora con leche de vaca
(Paz et al, 2017). Su obtencion a partir de leche de cabra se plantea como una
alternativa para las economias regionales del NOA, en donde la explotacion

lechera caprina tiene gran importancia.

Con el fin de implementar el proceso de obtencion de la Mozzarella a partir
de leche de cabra, se realizaron actividades de capacitacion y estandarizacion
de la elaboracion en pequefias plantas queseras de la region NOA, y

posteriormente se evaluaron los productos obtenidos.
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2. Materiales y métodos

Se implementd el proceso de elaboracion de quesos Mozzarella a partir
de leche de cabra, en las siguientes plantas elaboradoras: Finca Santa Anita
(Figura 1), Coronel Moldes, Salta (en dos momentos); Escuela de Lacteos
Artesanales Los Hacedores de Quesos, Provincia de Santiago del Estero junto
a la Asociacion Grupos Unidos del Sur, Graneros, sobre el camino vecinal La
Esperanza, La Madrid, Tucuman; y Finca La Huella, Vaqueros, Salta. Se
relevaron instalaciones y equipamiento a fin de prever necesidades en funcion

de los parametros tecnolégicos para implementacion del proceso.

Figura 1. Implementacion del proceso de elaboracion de Queso Mozzarella a

base de leche de cabra, en Finca Santa Anita.
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2.1 Elaboracion de queso Mozzarella en plantas productoras

Se realizd el proceso de elaboracién de queso a través de clases
demostrativas, transfiriendo conocimientos y permitiendo la participacion activa

de los productores.

Durante la elaboracién, se analizaron los efectos de variables (pH,
composicion de leche de cabra, tiempos, temperaturas) sobre la produccion y
RQ. Al final de cada capacitacion, se indagé a los participantes sobre la

experiencia llevada a cabo y la factibilidad para su implementacion.

El proceso se realiz6 a partir de leches pasteurizadas. Se adicioné CaCl,
al 0,02 %, bacterias lacticas liofilizadas de inoculacion directa: Streptococcus
thermophilus (ST-M7 ®) y Lactobacillus helveticus subsp. bulgaricus (LB-12 ®)
con una relacion coco:bacilo 1,0:1,5, que corresponden a una concentracion de
0,010:0,015 %, a 37 °C por 30 minutos, y enzima coagulante CHY-MAX™,
quimosina 100% pura (Chr. Hansen, Argentina) al 0,003 %, a 43 °C por 30

minutos (Paz et al, 2017).

Se lir6 la cuajada, se desuero parcialmente y se midié pH. Cuando este
llegd a 5,3 se procedié al amasado e hilado de la cuajada en agua caliente
(Figura 2), hasta obtener una pasta elastica y fibrosa que se sumergio en
salmuera fria al 20 % (Paz et al, 2017). En la planta de la Finca Santa Anita se
envaso al vacio, en las otras se dispusieron sobre estantes refrigerados. Se

valoro vida util y almacenamiento por parametros sensoriales.
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Figura 2. Clase demostrativa del procedimiento de amasado e hilado de la

cuajada en agua caliente.

2.2 Control fisico-quimico de leche pasteurizada y queso mozzarella

En las muestras de leche de cabra, se determiné fosfatasa alcalina (Kit
enzimatico), pH (peachimetro digital HI8424 Hanna Instruments), Acidez Dornic
(por titulacion) y prueba de azul de metileno (AOAC, 1996). Se tomaron muestras
de leche de los diferentes establecimientos, que fueron transportadas al
laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciencias de la Salud y se determind
humedad gravimétricamente por desecacion en estufa; lactosa por diferencia
[100 — (humedad + proteina + grasas + cenizas); proteinas con técnica de
formaldehido (Egan, Kirk & Sawyer, 1991); grasas: Gerber, cenizas totales por
calcinacion en mufla; calcio y sodio por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica

y fésforo por Espectrofotometria de Absorcion Molecular (AOAC, 1996).
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Las muestras de queso de las plantas elaboradoras fueron trasladadas al
Laboratorio de Alimentos y se determiné pH, humedad; lactosa, grasas; cenizas
totales; calcio, sodio, fosforo por métodos descriptos anteriormente; proteinas
por Kjeldahl (AOAC, 1996); textura con Texturémetro QTS (Brookfield), las
muestras refrigeradas se cortaron con moldes cilindricos de 20 mm de diametro,
utilizando una célula de carga 500N con un émbolo plano a una velocidad de 30
mm min-1, compresion al 50% y los datos se recolectaron a través del software
Pro v2.0 (Pons and Fiszman, 1996) y color por colorimetro de Reflectancia
ColorTec PCM (Precision Microsensor Inc., Pittsford, EUA), se utiliz6 escala de
color CIE Lab (L*, a*, b*) con un iluminante D65 (luz diurna estandar) y un angulo

de medicion de 10°, segun Comision Internationale de I'Eclairage.

2.3 Control microbiolégico de leche pasteurizada y queso mozzarella

Los analisis de microbiologia se realizaron de acuerdo al criterio
microbiolégico y normativas establecidas para leche entera pasteurizada
(ANMAT, 2015, CAA-Capitulo VII-Art. 558) y queso mozzarella (Res GMC

Mercosur N° 78/96).

Para el control de leche pasteurizada se realizaron Recuento de Aerobios
Mesofilos Totales (Agar recuento en placa), Recuento de Coliformes Totales
(Agar Bilis Rojo Violeta Lactosa, con confirmacion en Caldo Verde Brillante
Lactosa Bilis 2%), e investigacion de Escherichia coli (Caldo Verde Brillante
Lactosa Bilis 2%, agar EMB y confirmacién mediante pruebas bioquimicas

(Gram, Oxidasa, IMVyC)).

En el caso del queso mozzarella, el control microbiolégico consistio en el

recuento de Coliformes Totales (Norma FIL 73A:1985), recuento de Coliformes
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Fecales (Norma APHA 1992 c.24), recuento de Estafilococos coagulasa
positivos (Norma FIL 145:1990), investigacion de Salmonella spp. (FIL

93A:1985) e investigacion de Listeria monocytogenes (FIL 143:1990) (Figura 3).

Figura 3. Control microbiolégico a las muestras de Queso Mozzarella a base

de leche de cabra.

2.4 Rendimiento quesero

El rendimiento quesero de los productos obtenidos (Figura 4), se calculd

segun la siguiente formula

RQ = (Kg de queso / Lts de leche) x 100
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Figura 4. Productos finales.

3. Resultados y discusion

Los integrantes del proyecto, en cada visita de entrenamiento en las
plantas productoras, transfirieron conocimientos, habilidades y destrezas en
funcion a la demanda de los productores, capacidad de las instalaciones y

equipamiento disponibles en los establecimientos.

En cada uno de los establecimientos visitado se labraron actas para
registrar las actividades. Participaron productores de la planta y de parajes

cercanos.

3.1 Elaboracion de queso Mozzarella en plantas productoras

La elaboracion de queso Mozzarella fue factible en todos los

establecimientos.

233



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Proyecto de Vinculacion Tecnologica

El proceso optimizado fue entregado a cada productor y todo el personal
capacitado se interiorizd en el mismo, asi como en la utilizacion de nuevos
ingredientes de uso industrial (cultivos starter y enzima quimosina): registrando

concentraciones, tiempos, temperaturas y pH 6ptimo para la elaboracion.

Se determind que en todas las muestras de queso Mozzarella, a pH 5,3
se obtenia un producto con buena calidad nutricional y sensorial,

independientemente de la composicion de la leche.

Cabe destacar que los productores no utilizan en su produccién fermentos
liofilizados, por lo que se los entreno en su pesaje, conservacion y utilizacion,

demostrando cada productor la habilidad y destreza adquirida.

3.2 Control fisico-quimico de leche pasteurizada y queso Mozzarella

Con respecto a la materia prima, se observo en todos los casos ausencia
de actividad de fosfatasa alcalina, lo que determiné un buen tratamiento de
pasteurizacion; no se observé decoloracion de azul de metileno por mas de 5

horas y en donde el pH y acidez Dornic correspondieron a leche fresca.

Los analisis fisico-quimicos de leche de cabra tuvieron valores de acuerdo

a la legislacion argentina, se presentan en la Tabla 1 (ANMAT, CAA, 2015).
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de leche de cabra.

Parametros/Plantas 1 2 3 4

pH 6,77 + 0017 669 + 001° 672 + 001° 670 + 0,01°
Ac Titulable (°D) 11,88 + 0,00° 11,23 + 0,02° 1203 + 0,02*° 1325 + 0,21°
Proteinas (g 100g”") 3,25 + 0,03° 340 #+ 000° 351 + 002° 367 + 0,01°
Grasas (g 100 g™) 400 + 0,00° 295 + 004° 245 + 004" 481 + 0,02°
Lactosa (g 100 g™) 285 + 0,10° 4,14 + 022 433 + 0,09 246 =+ 0,09°
Sél Tot.(g100g™") 11,09 + 0,20° 1135 + 0,22° 1120 #+ 0,01 11,90 * 0,11°
Cenizas (g 100 g™) 0,98 + 0,01 0,84 + 0,01 0,92 + 0,00 0,95 + 0,00
Calcio (mg 100 g™) 163 + 4,03° 168 + 225° 172 + 1,66° 216 + 8,37°
Sodio (mg 100 g™) 136 + 1,65° 133 + 339" 125 + 1,13° 130 + 2.84°
Fo6sf (mg 100 g™) 149 + 156° 156 + 128° 196 + 1,13° 214 + 283°

Promedio + desvio estandar. Letras diferentes, en la misma fila, indican diferencias significativas
(P<0,05).

La composicion fisica-quimica de los quesos cumplié con las normas

vigentes (Tabla 2) (ANMAT, CAA, 2015).

Todas las muestras correspondieron a quesos de alta humedad, asi
mismos al pasar el contenido de grasa a base seca (39,27; 37,99; 42,22 y 52,18
g 100 g™, para los quesos de los establecimientos 1, 2 3 y 4 respectivamente) se
observo que todas las muestras superaron el minimo requerido por ley para este

tipo de producto (35,0 g 100 g-') (ANMAT, CAA, 2015).

235



Tesis Doctoral: Lic. Noelia Fernanda Paz / Proyecto de Vinculacion Tecnologica

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas de queso mozzarella de cabra.

Parametros 1 2 3 4
Proteina 26,58 + 0,12° 26,74 =+ 0,10° 26,35 =+ 0,10° 2166 = 0,16°
(g100g")

Grasas 20,16 + 0,23° 19,90 =+ 0,31® 2258 =+ 0,11° 28,75 =+ 0,20°
(g100g")

Lactosa (g 1,62 =+ 011* 247 =+ 0,19 1,80 + 0,22%° 2,20 + 0,00%
100 g™

Sol Tot. 51,33 + 0,12° 5238 =+ 0,31° 5347 =+ 0,12° 5509 =+ 0,03°
(g100g™")

Cenizas 292 + 0,08° 325 + 0,03° 2,73 + 0,00° 2,48 + 0,00°
(g100g")

Calcio 801 + 1,25°¢ 824 + 4,18° 921 + 3,93° 858 + 4,13°
(mg 100 g™)

Sodio 568 + 4,95° 566 + 11,74° 630 + 7,71 560° + 9,507
(mg 100 g™)

Fésforo 588 + 3,03° 609 =+ 3,02° 702 + 4,91° 628 + 7,89°
(mg 100 g™)

Promedio + desvio estandar. Letras diferentes, en la misma fila, indican diferencias significativas
(P<0,05).

En las muestras, se determiné que el contenido de calcio fue mayor que
el de fosforo, con una relacién Ca:P mayor a 1, lo cual se debe al control de la
acidez de la materia prima y al agregado de cloruro de calcio. Es importante para
la salud mantener esta relacién, para evitar pérdida de calcio por orina y

descalcificacion 6sea (Ramon et al, 2013).

Los parametros de dureza, cohesividad, adhesividad y elasticidad fueron
los esperados para este tipo de producto de pasta hilada, mientras que la

masticabilidad fue algo mayor.

Con respecto al color, la luminosidad (L*) fue alta, para el parametro a* se

observaron valores mayores que en los quesos de leche de vaca, ya que los de
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leche de cabra, generalmente son de color mas blanco, debido a que estos
animales son capaces de convertir el B-caroteno en vitamina A y también
producen leche con glébulos de grasa de menor diametro en comparacion con
los de las vacas. Los valores de b* fueron altos debido a la reaccion de Maillard,
que disminuy6 la luminosidad debido a la produccion de compuestos de
pardeamiento, los resultados fueron acordes a la materia prima utilizada (Tabla

3).

Tabla 3. Caracteristica de textura y color de quesos.

Parametros Rango minimo - maximo
Textura
Dureza 1045 - 1343
Cohesividad 0,65-0,70
Adhesividad 12-13
Elasticidad 6,49 — 6,67
Masticabilidad 5684 — 7518
Color
L* 7714 -77,70
a* 3,62 -5,60
b* 23,61 — 24,39

3.3 Control microbiolégico de leche pasteurizada y queso Mozzarella

El leche y quesos los analisis microbioldgicos tuvieron valores de acuerdo

a la legislacion argentina (Codigo Alimentario Argentino-CAA).
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3.4 Rendimiento quesero

El RQ oscilé entre 9 a 11 %, similar a otros tipos de quesos caprinos, la

mayor retencion de calcio origina un mayor rendimiento.

4. Conclusiones

Las actividades de capacitacion fueron positiva, con gran interés por parte
de los participantes, manifestando la factibilidad de incorporar la elaboracion de
este producto en sus establecimientos. Durante la degustacion, los comentarios
con respecto al sabor y la textura fueron adecuados. Con respecto al color, los
valores resultaron acordes a la materia prima utilizada, reflejando productos mas

blancos y luminosos.

La implementacion y el desarrollo de queso mozzarella, en pequefias
plantas elaboradoras de lacteos, permitié mejorar la produccion, agregar valor y
ofrecer alternativas para dinamizar las economias regionales. Ademas implico la
cooperacion y apoyo interinstitucional entre docentes, investigadores y personal
de apoyo administrativo de las Facultades de Ciencias de la Salud, Facultad de
Ingenieria e INIQUI de la Universidad Nacional de Salta, CERELA (Tucuman),
Universidad Santo Tomas de Aquino (Tucuman) para que productores de
localidades de Salta (Coronel Moldes, Vaqueros), Santiago del Estero y

Tucuman desarrollen y optimicen el proceso de acuerdo a sus posibilidades.
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En base a la hipdtesis planteada y a los resultados obtenidos en el

presente trabajo, se concluye lo siguiente:

En general, las muestras de leche de cabra pertenecientes a tambos

locales, poseen buena calidad higiénico-sanitaria y nutricional.

Es posible obtener una mozzarella de cabra, con adecuadas
caracteristicas fisicas, quimicas, texturales, microestructurales,
colorimétricas y sensoriales; al mismo tiempo, su proceso de obtencion,
desde el punto de vista técnico y econdmico, es viable de ser transferido

a productores artesanales de quesos de cabra.

El método adecuado para la incorporacién de fitoesteroles al queso, es el
de inyeccidn del compuesto biactivo a través de canales en los productos
terminados; éstos, a su vez, poseen buenas propiedades nutricionales y

sensoriales.

Los fitoesteroles incorporados al queso mozzarella a base de leche de
cabra, mejora el perfil lipidico en animales con hipercolesterolemia
inducida, por lo que la formulacién de un producto destinado a personas

con ENT, es factible.
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Las perspectivas que se abren a partir de este trabajo comprenden:

Utilizar leche de cabra u otras leches no tradicionales, para la elaboracion de
diversos productos lacteos de consumo masivo, como leche en polvo, leches
fermentadas, yogurths y distintas variedades de quesos.

Formular un queso mozzarella a base de leche de cabra, adicionado con
otros tipos de sustancias bioactivas (omega-3, DHA, CLA, inulina, FOS, GOS,
carotenoides, flavonoides, L. case).

Evaluar la vida util del queso mozzarella a base de leche de cabra, con
adicion de fitoesteroles, estudiando los posibles cambios bioquimicos que
podrian experimentar en términos de oxidacion y/o interaccidn sustancia
bioactiva-alimento.

Estudiar la aplicacién de fitoesteroles en alimentos no lacteos de consumo
frecuente, tales como el pan.

Desarrollar otras metodologias de incorporacion de fitoesteroles, que
permitan su agregado a matrices alimentarias solidas y liquidas, asegurando
su estabilidad y adecuada concentracion en productos finales.
Microencapsular fitoesteroles con otros materiales de pared que permitan su
utilizacién en diversas tecnologias de procesamiento de alimentos y evaluar
eficiencia de encapsulacion.

Continuar profundizando en areas de investigacion referentes a la adicion de
compuestos con actividad biologica (probidticos, prebidticos, fitoquimicos) a
diferentes matrices alimentarias, a fin de prevenir y/o ayudar al tratamiento
de ENT o demas patologias asociadas a la nutricion y estilos de vida

inadecuados.
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ANEXO |

Especificaciones de los fitoesteroles esterificados (61,20 %)

AOM

' ADVANCED

ORGANIC MATERIALS
Name

Chemical name: Phytosterol Esters

Description

ADVASTEROL ESTER s a light yellow liquid viscous, having a slight characteristic vegetable oil
aroma. It is obtained by esterification of free plant sterols with fatty acids from vegetable oil
(rapeseed). AVASTEROL ESTER is a concentrated form of phytosterol esters (mainly Beta-
sitosterol, Campesterol, Stigmasterol and Sitostanol ).

General Characteristics:

*Appearance: Light yellow (liquid, above 45°C)

*Creamy White (solid, ambient temperature)

*Odour: Slightly vegetable oil
*Taste: Little to none
*Colour (Gardner units) (liquid): 12 max.

*Acidity (rapeseed fatty acids): 0.5% max.

*Rapeseed fatty acid profile. Min(%) Max(%)

C16 fatty acids 4 6
C18 fatty acids 1 3
C18:1 fatty acids 55 65
C18:2 fatty acids 18 25
C18:3 fatty acids 6 12
>(18:3 fatty acids - 5

Molecular weight:

(calculated for each sterol as the oleic acid ester)

*Campesterol ester 667.11
*Stigmasterol ester 679.12
*B-Sitosterol ester 681.14 -

Microbiological tests (cfu/g):
(EP 6.0, RD 3177/83)

*E. Coli: None/g

*Salmonella: None/10g

*Lysteria Monocytogenes : None/10g
*Shigella : None/10g

*Clostridium Perfringens : None/g

ADVASTEROL ESTER
PHYTOSTEROL ESTERS
SPECIFICATIONS

*Staphylococcus Aureus : None/g
*Enterobacteriaceae: max 100/g
*Total Aerobic Count: max 1000/g
*Yeast & Moulds: max 100/g
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ANEXO |

(Continuacion)

AOM

ADVANCED
ORGANIC MATERIALS

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product: Plant Sterol Esters (ADVASTEROL ESTER)
Batch Number: 350-000150210

Parameters Results
Appareance Light yellow (liquid)
Creamy white (solid)
Taste Little to none
Odour Slightly vegetable oil
Colour (Gardner Units - Liquid) 4-5
Total sterol Esters 99,20%
Total Sterol Content 61,20%
Free Sterols 0,10%
Acidity 0,26%
Benzo (a) pyrene <2 ppb
Microbiology test (CFU/g)
E. Coli None
Salmonella None / 10
Lysteria Monocytogenes None / 10
Shigella None / 10
Clostridium Perfringens None
Staphylococcus Aureus None
Enterobacteriaceae ) <10
Total aerobic Count < 100
Yeast & Moulds < 10

Manufacturing Date: January-10
Expiration Date: July-11

Storage: Store in closed packaging under close and dry conditions.
Analysis Date: February 5, 2010
Analyzed: Q.C. Maria J. Blanco

Approval: Q.A. Santiago Prizzon
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ANEXO |

(Continuacion)

AOM ADVASTEROL ESTER
ADVANCED PHYTOSTEROL ESTERS

ORGANIC MATERIALS SPECIFICATIONS

Standard Specifications:

*Total free sterols and sterol ester content (%) 98 % min

*Total sterol ester content(%) 97 % min
*Total sterols content calculated (%) 60 % min
-*Total free sterols content (%) 2 % max
*Beta-sitosterol <80%
*Campesterol <40%
*Stigmasterol <30%
*Campestanol <5%
*B-Sitostanol <15%
*Brassicasterol <3
*Other sterols <3%

Ingredients:

Antioxidants: mixed tocopherols derived from soya IP
Ascorbyl Palmitate

Irradiation:
This product has not been irradiated.

Viscosity (30°C)
‘2400 -2700cP

Specific gravity 25°C
0.91 - 0.98 g/cm3

Uses:
ADVASTEROL ESTER is widely used in food preparations or supplements as LDL cholesterol
reducer.

Storage:

Store under cool and dry conditions, protect from heat, light and oxygen. Store in tightly
closed containers.

Stability:

The shelf life is at least 18 months from packaging date (unopened).

Advanced Organic Materials SA
Parque Industrial Pilar Calle 14, Lote 1 Pilar, Buenos Aires, 1629 Argentina
TEL: 54-2322-496-456
FAX: 54-2322-496-531

This technical specification contains information base on our laboratory analysis. Advanced Organic Materials SA assumes 2
responsibility with regards to the suitability of the products for any specific purposes intended by the user. Recommendations for the use
and application of the product are given for information purposes. These suggestions do not release customers from conducting the
necessary tests as suitability of the product is dependant on the characteristics of the intended process. The user of the product is solely
responsible for compliance with all laws and regulations applying to the use of the product, including intellectual property rights of third

parties.
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ANEXO Il

Especificaciones de los fitoesteroles esterificados (97-99 %)

FITOESTEROLES i~ AOM

ADVASTEROL ESTER

Especiticaciones de producto

NOMBRE NORMAS DE ETIQUETADO
ADVASTEROL ESTER a FDA permite colocar la siguiente declaracion para
productos que contienen esteroles:
“Alimentos que contienen por lo menos 0.65 gramos de
esteroles esteres por porcion, ingeridos dos veces por dia para
. un total de 1.3 gramos, como parte de una dieta baja en grasas
DESCRIPCION saturadas y colesterol, puede reducir el riesgo de enfermedades
ADVA RO R es un liquido viscoso amarillo claro  cardiovasculares.”
con un ligero aroma caracteristico de los aceites vegetales.
Son obtenidos por la esterificacion de esteroles vegetales con
acidos grasos también de origen vegetal. ADVASTEROL APLICACION DEL PRODUCTO
ESTER es una forma concentrada de Fitoesteroles Esteres ADVA RO R es una substancia liposoluble que
(Beta-sitosterol, Campesterol and Stigmasterol). puede ser utilizada en una amplia gama de preparaciones
alimenticias como reductor del colesterol LDL. Requiere de
un proceso de emulsionantes cuando se adiciona a la leche o

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO otras substancias con alto contenido de agua.
Composicion
T ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Contenido FOtal de esteroles Se debe almacenar en envases sellados, ya que el
(ésteres + libres) i producto es sensible a la exposicion con aire, luz o
Esteroles libres 0.5-3.0  altas temperaturas.
Beta-Sitosterol 34-50
Campesterol 17-30

Stgmastrol 2 I —

a vida util es de 18 meses desde la fecha de
Caracteristicas manufactura.
Viscosidad a 30° (cP)* 2400 — 2700
Peso Molecular* 665.05 — 681.14

e d Acider g K o R —
ndice de Acidez (mg KOH/g)* & esta disponible en envases

Compuestos Organicos Volatiles* Cumple USketalicos de 18 kg y en tambores metalicos de 190
32, Method IV kg.

Metales Pesados
Metales pesados como Pb (mg/kg)* (Y E SR CERTIFICACIONES
Micotoxinas (Aflatoxina B1)* Ausente  AD . ASTERO R es un producto con
Residuos de Pesticidas (ppm)* Max. 2 certificacion Kosher.

Analisis Microbiologicos

*:Informacion demostrada estadisticamente, no se determina

Recuento de aerobios Totales (CFU/g)* Max. 100

Hongos (CFU/g)* Max. 25 regularmente.

Levaduras (CFU/g)* Max. 25

Coliformes (MPN/100g)* Max. 40

Salmonella * Auser.lte Responsable de Aseguramiento de Calidad
Escherichia Coli * Negativo AOM S.A.
Staphylococcus aureus* Negativo

DISCLAMER

Esta especificacion técnica contiene informacion basada en nuestros andlisis de laboratorio. Advanced Organic Materials SA no asume
ninguna responsabilidad en relacion a la aplicacidn par ticular de estos productos por parte del usuario final. Recomendaciones sobre la
utilizacion del producto son a titulo informativo, Dichas recomendaciones no eximen al cliente de llevar a cabo las pruebas necesarias
yaque la aplicabilidad del producto depende de las caracteristicas de cada proceso, €l usuario de estos productos es el responsable de
cumplir con las leyes y regulaciones vigentes, incluyendo derechos de propiedad intelectual.

LInfrmasdn roporOonald reresena vadrEs TOC, 108 MEDNNE SR ANUATY 2 OSN0SICON O Cleme
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ANEXO il

Especificaciones de los fitoesteroles en polvo (95 %)

‘ AOM

ADVANCED
ORGANIC MATERIALS

ADVASTEROL 95

PHYTOSTEROLS

Nombre

Phytosterols Esteroles

derivados del aceite vegetal

Descripcién Los esteroles de planta de ADVASTEROL 95 son un polvo grisaceo
que tiene un aroma caracteristico leve del aceite vegetal. ADVASTEROL 95 se
deriva de los aceites vegetales y es rico en Beta-sitosterol, el estigmasterol y el
campesterol junto con pequefas cantidades de otros esteroles. Caracteristicas
de producto

Caracteristicas de producto

Esteroles de planta totales: Minimo el 95%

Beta-sitosterol: 35 - el 50% *

Campesterol: 18 - el 27% *

Estigmasterol: 21 - el 30% *

Brassicasterol: 0 - el 2% *

Sitostanol: 0 - el 2% *

Otros esteroles: 2-el 3% *

* Como por ciento de esteroles totales

Peso molecular 400.69 —

aspecto 414.72 del polvo blanco

Olor: Aceite vegetal leve Densidad: 0.3 - 0.5 g/cm3

Punto de fusién 135 - 145°C

Maximo de los metales pesados 10 PPM

Solubilidad en insoluble en agua

Pautas de etiquetado :El FDA permitira la demanda siguiente para los productos
que contienen los esteroles de planta: Los “alimentos que contienen por lo menos
0.4 gramos por la porcion de los esteroles de planta, comida dos veces al dia
con las comidas para un producto total diario por lo menos de 0.8 gramos, como
parte de una dieta baja en grasa saturada y colesterol, pueden reducir el riesgo
de enfermedad cardiaca.”

Uso del producto ADVASTEROL 95: se puede utilizar en una gran variedad de
preparaciones de alimento como colesterol de LDL reductor. Puede también ser
utiizado en los cosméticos para sus caracteristicas de emulsion y
estabilizadoras.

Condiciones de almacenaje: Almacén en el empaquetado cerrado bajo
condiciones secas. Proteja contra calor, luz y humedad

Vida util: La vida util del producto esta por lo menos a 48 meses a partir de la
fecha de empaquetado.

Empaquetado ADVASTEROL 95: esta disponible en envases de 25 kilogramos
o en bolsos grandes de 400 kilogramos.

Estandares ADVASTEROL 95: tiene certificaciéon kosher Avanzado
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http://www.aomsa.com.ar/pdf/STEROL%2090%20-
%?20Product%20Data%20Sheet.pdf

ESTERES DEL FITOSTEROL ESTER DE ADVASTEROL

Nombre

Esteres del esterol de planta Esteres del fitosterol

Descripcion El ESTER de ADVASTEROL es derivado por la esterificacion de los
esteroles de planta con los acidos grasos obtenidos del aceite vegetal. EI ESTER
de ADVASTEROL es un color crema a la goma amarillo claro en la temperatura
ambiente. Los tocoferoles mezclados se agregan como antioxidantes naturales.
Caracteristicas de producto

Esteroles de planta totales: Minimo el 56%

Beta-sitosterol: 35 - el 50% *

Campesterol: 18 - el 27% *

Estigmasterol: 21 - el 30% *

Brassicasterol: 0 - el 2% *

Sitostanol: 0 - el 2% * Otros esteroles: 2 - el 3% *

* Como por ciento de esteroles totales

Peso molecular 665.05 - 681.14 (MW calculado como el éster del esterol del
acido oléico) Goma aceitosa viscosa amarilla del aspecto

Olor: Aceite vegetal leve

Punto de fusién 25 - 30°C Maximo 1.0 g KOH/g del grado de acidez Maximo del
valor del peréxido 2.0 mEq/Kg

Contenido en agua, maximo 0.1% del K. Fischer

Pautas de etiquetado El FDA permitira la demanda siguiente para los productos
que contienen los esteroles de planta: Los “alimentos que contienen por lo menos
0.65 gramos por la porcion de los ésteres del esterol de planta, comida dos veces
al dia con las comidas para un producto total diario por lo menos de 1.3 gramos,
como parte de una dieta baja en grasa saturada y colesterol, pueden reducir el
riesgo de enfermedad cardiaca.” Uso del producto EI ESTER de ADVASTEROL
es las sustancias solubles en la grasa que se pueden utilizar en una gran
variedad de alimento preparaciones como reductor del colesterol de LDL.
Requiere la emulsificacion cuando esta agregado a la leche o a otros productos
alimenticios con agua.

Los usos incluyen: aceites vegetales, margarina y extensiones, yogur, barras de
bocado, ensalada las preparaciones, queso, bebidas de la salud, y fomentan
mas.

Condiciones de almacenaje y vida util Almacén en el empaquetado cerrado bajo
condiciones frescas y secas. Cuando estan almacenados refrigerados en la vida
util de 4 a 8 °C son 6 meses.

Empaquetado El ESTER de ADVASTEROL esta disponible en envases de 25
kilogramos o en tambores de 180 kilogramos. Estandares El ESTER de
ADVASTEROL tiene certificacion kosher Avanzado

http://www.aomsa.com.ar/pdf/PHYTOSTEROLS%20ESTER%20-
%?20Product%20Data%20Sheet.pdf
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