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RESUMEN

La presente Tesis esta enfocada en contribuir al desarrollo de alimentos procesados sanos
y nutritivos mediante la modificacion y mejora de formulaciones y procesos involucrados en
la elaboracién de productos lacteos azucarados tipo dulce de leche reemplazando
totalmente la fase lipidica de origen bovino por aceite vegetal rico en acidos grasos
insaturados.

Se buscé que dicho reemplazo mejore el perfil de acidos grasos del producto, disminuyendo
los saturados provenientes de la leche en favor de los insaturados, lograndose de esta
forma un alimento capaz de ser ingerido por la poblacion siguiendo las recomendaciones
respecto a la ingesta de grasas.

Teniendo en cuenta que toda vez que en una formulacion tradicional de un producto tipo
dulce de leche se sustituye la fase grasa lactea, que desempefa multiples funciones
(apariencia, textura, palatabilidad y flavor), por aceite, se producen cambios
microestructurales en el alimento, que afectan sus propiedades fisicas, comportamiento
reologico, estabilidad y caracteristicas sensoriales representando un verdadero desafio
tecnolégico. En este trabajo de Tesis en particular, el reemplazo de la grasa lactea por
aceites vegetales, como el aceite de nuez pecan, implicé la formacion de una emulsion O/W
estable durante el tratamiento térmico y posterior almacenamiento del producto, realizando
la caracterizacion e interpretacion reolégica y fisicoquimica del comportamiento
microestructural, utilizando como matriz un dulce de leche elaborado a partir de leche 0%
grasa, lo cual destaca la diferencia con la tecnologia tradicional respecto de la propuesta.
Dicho desarrollo fue llevado a cabo mediante la incorporacion de aditivos (tocoferoles, goma
xantica) adecuados para prevenir la oxidacién lipidica y obtener un producto con las mismas
caracteristicas de apariencia, textura, flavor y color que el dulce de leche tradicional, asi

como también que permitan su produccion a escala pre-industrial o piloto.
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Introduccion General

Capitulo 1




Capitulo 1 Introduccién general

1.1 Dieta occidental y salud

Las costumbres alimenticias de la poblacion de América constituyen lo que se denomina
dieta occidental. Esta dieta esta constituida por alimentos altamente procesados, elevados
niveles de carne vacuna y porcina, alimentos fritos y sal. A su vez incluye importantes
cantidades de alimentos farinaceos altamente refinados.

La dieta de una poblacion es un factor clave para el control y desarrollo de enfermedades
cronicas, de las cuales se puede mencionar algunos tipos de cancer, diabetes y
enfermedades cardiovasculares (Buzina y col., 1991; Halliwell, 1997; Satia-Abouta y col.,
2002).

Las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de muerte en todo el
mundo. En el afio 2012 provocaron casi 17.5 millones de muertes; lo que representa a 3 de
cada 10 muertes. De estas, 7.4 millones se atribuyeron a la cardiopatia isquémica, y 6.7
millones, a los accidentes cerebrovasculares (OMS, 2015). Las cardiopatias isquémicas,
entre otras enfermedades, han permanecido entre las principales causas de muerte durante
la década 2001-2011. Argentina no es ajena a esta problematica ya que las enfermedades
del sistema circulatorio son la primera causa de muerte provocando el 30% del total de las
defunciones anuales en el 2012 (Ministerio de Salud, 2013). Se estima que en el afio 2010,
en nuestro pais se perdieron 80.93 afios potenciales de vida por muerte prematura debido a
causas cardiacas y cerebro vasculares cada 10000 habitantes (Ministerio de Salud, 2012) y
en una Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (INDEC, 2013) se establecié que entre el
34.1% y el 29.8% de los mayores de 18 afos se detectd hipertension arterial e
hipercolesterolemia, respectivamente.

En la actualidad la prevalencia de enfermedades no transmisibles (obesidad, hipertension
arterial, diabetes, enfermedades cardiovasculares, entre otras) sefiala una fuerte tendencia
epidemiolégica que crece tanto en paises desarrollados como en paises en desarrollo. Es
por ello que la Organizacion Mundial de la Salud, entre sus recomendaciones, incluye limitar
la ingesta energética procedente de las grasas, sustituir las grasas saturadas por grasas
insaturadas y tratar de eliminar los acidos grasos trans de la dieta (OMS, 2003, 2008;
European Commission, 2012).

Mas preocupante aun, es el aumento de la obesidad infantil; asi, en EE.UU. el 16.9% de los
ninos y adolescentes son obesos (IOM, 2012), mientras que nuestro pais lidera los
porcentajes de obesidad en nifios menores de 5 afios en América Latina, con un 7.3% de
prevalencia (FAO, 2010) y segun la Sociedad Argentina de Pediatria se detecté que 20.8%
de los nifios de 10 a 19 afios presentaban sobrepeso y 5.4% presentaban obesidad
(Kovalskys y col., 2005).
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Sobre la base de datos de anatomia patolégica se conoce que el proceso ateroesclerotico
se inicia en la infancia y el grado de extension de las lesiones en nifios y adultos jévenes se
correlaciona con la presencia de los mismos factores de riesgo identificados en adultos.
Debido a la precocidad con que se presentan las lesiones, asi como por el hecho de que
muchos de los habitos se establecen en la infancia y primeros afios de vida, las acciones
tendientes a evitar el establecimiento de los riesgos en la infancia y adolescencia son
fundamentales en la reduccién de este grupo de enfermedades. Parece entonces razonable
iniciar estilos de vida saludables en la infancia con el fin de mejorar el estado de salud en la
vida adulta (Sociedad Argentina de Pediatria, 2005).

1.1.1 Los lipidos de la dieta

Los acidos grasos que constituyen los triglicéridos, principal grasa presente en los
alimentos, pueden clasificarse en funcién de la presencia o no de dobles enlaces en su
molécula, pudiendo ser saturados (AGS) cuando no presentan dobles enlaces, o
insaturados (AGI) en caso contrario. Estos, a su vez, pueden tener un sélo doble enlace
(mono-insaturados, AGMI) o dos 0 mas (poli-insaturados, AGPI). Todos los AGI naturales
presentan isomeria tipo cis, representando la gran mayoria de las grasas de la dieta. Sin
embargo, existen formas de AGI con isomeria trans, en forma minoritaria en los alimentos
naturales, pero que han adquirido gran importancia en la dieta de los paises modernos
debido a su generacién durante el procesado industrial de grasas insaturadas.

Es ampliamente reconocido que el tipo de grasa en la dieta influye en los niveles de
colesterol plasmatico en mayor medida que la ingesta total de grasas. Por lo tanto, la
sustitucién de las grasas saturadas por insaturadas puede ser mas eficaz en reducir el
riesgo de enfermedades coronarias que la reduccion de la ingesta total de grasas (O’Byrne y
col., 1997; KrisEtherton y col., 1999). Entre los alimentos ingeridos, la grasa vacuna es una
fuente importante de acidos grasos saturados (AGS, 54%) y mono-insaturados (AGMI, 30%)
y presenta una escasa cantidad de acidos grasos poli-insaturados (AGPI) (Garcia, 2009;
Orellana y col., 2009). Por ello, su perfil de acidos grasos dista mucho del requerido para
una buena alimentacion, por lo que su excesivo consumo constituye un factor de riesgo para
el desarrollo de enfermedades coronarias y vasculares (Muchenje y col., 2009).

El AGMI mas representativo es el acido oleico, abundante especialmente en el aceite de
oliva y en aceites de semillas como girasol alto oleico y colza, aunque también abunda en la
grasa animal.

Kris-Etherton y col. (1999) informaron que las dietas con alto contenido de acidos grasos
mono-insaturados tienen un efecto favorable sobre la relacion colesterol total/lipoproteina de
alta densidad (HDL), la cual es un indicador mas exacto del riesgo de enfermedad coronaria

que el nivel de colesterol total solo. Las dietas ricas en acidos grasos mono-insaturados
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reducen los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) sin afectar negativamente a la
fraccion HDL, reduciendo asi el riesgo de enfermedades del corazén. La dieta mediterranea
es un modelo que merece ser tenido en cuenta ya que, a pesar de ser rica en grasa, lo es a
base de AGMI, puesto que un 17-20% de la energia diaria procede del acido oleico, un
AGMI considerado un factor clave de los beneficios cardiovasculares de dicha dieta.

Dentro de los AGPI existen dos familias, los omega-6 o n-6, asi llamados por tener el primer
doble enlace en el carbono de la posiciéon 6, contando desde carbono opuesto al del grupo
acido, y los omega-3 o n-3, que lo tienen en el carbono en posicién 3 en el mismo sentido.
Dos de los AGPI, el acido linoleico (AL, C18:2 n-6) y el a-linolénico (ALA, C18:3, n-3)
merecen un especial interés, debido a su importante funcién biolégica y, especialmente,
porque no pueden ser sintetizados por los mamiferos y deben ser aportados por la dieta, por
lo que se consideran AG esenciales. Tienen funciones tales como reguladores metabdlicos
en sistemas cardiovascular, pulmonar, inmune, secretor y reproductor, son imprescindibles
para preservar la funcionalidad de las membranas celulares y participan en procesos de
trascripcién genética. Una vez que nuestro organismo dispone de ellos a través de la dieta,
pueden ser utilizados para generar acidos grasos de cadena mas larga y de gran
importancia bioldgica.

Asimismo, los AGPI n-3, grupo que incluye al acido a-linolénico, acido eicosapentaenoico
(EPA, 20:5 n-3), acido docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3) y acido docosahexaenoico (DHA,
22:6 n-3), se reconocen como constituyentes esenciales para el crecimiento y desarrollo
normal de los animales. Estan implicados en la expresion de genes (como segundos
mensajeros) y en sefales de transduccién de las vias para regular la transcripcion de genes
especificos (Clarke y Jump, 1994; Graber y col., 1994); ademas, pueden participar en el
crecimiento del cerebro e higado durante la etapa de desarrollo, especialmente el DHA
(Martinez y Ballabriga, 1987), y jugar un papel importante en la prevencion y tratamiento de
diversos tipos de enfermedades. Diversos estudios han demostrado que los acidos grasos
n-3 pueden retrasar la aparicion de tumores, inhibir su tasa de crecimiento o disminuir su
tamafio y numero (Funahashi y col., 2006; Kim y col., 2009). Los AGPI n-3 estan
posiblemente involucrados en la regulacién de trastornos inflamatorios crénicos por la
disminucion de la produccién de eicosanoides inflamatorios, citoquinas y especies reactivas
de oxigeno, y la inhibicion de la expresion de moléculas de adhesion (Calder, 2006).

El EPA y DHA pueden sintetizarse por el organismo a partir del ALA de la dieta pero
normalmente en una cantidad insuficiente a partir de los cinco afios de edad, por ello,
algunos expertos sugieren que es recomendable incluirlos dentro de los AG esenciales e
incluirlos en la dieta. Altos niveles de AGPI n-3 de cadena larga en la dieta mostraron estar
asociados al desarrollo del sistema nervioso central (SNC), mientras que un defecto de

éstos se relaciona con algunos trastornos neuroldgicos (Assisi y col., 2006). El 65% de los
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lipidos del cerebro son poli-insaturados y de éstos, mas del 85% corresponden a DHA (35 -
40%) y acido araquidonico (C20:4 n-6) (40 - 50%) (Valenzuela y Nieto, 2001). El acido
araquidonico esta presente ademas en todos los tejidos mientras que el DHA se encuentra
en el tejido nervioso, visual y reproductivo (Clandinin, 1999).

Las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2008) sobre el
consumo de lipidos incluyen la disminucion del consumo de grasas saturadas y el
incremento de insaturadas. Por otra parte la American Heart Association (AHA, 2013)
recomienda varios habitos para lograr una alimentacién mas saludable, con un mejor perfil
de acidos grasos. Sin embargo debido a que la relacién 6ptima de n-6/n-3 de la ingesta,
varia segun el individuo, resulta dificil definir relaciones exactas, por lo que se sugieren
tendencias como que, la mayoria de las grasas de la dieta deben ser mono o poli-
insaturadas. La AHA (2013) recomienda una ingesta de AGPI n-6 de 5 a 10% de las calorias
diarias totales. Sin embargo, la resistencia de la poblacion a los cambios de habitos en la
dieta sugiere que hay un mercado posible de alimentos frecuentemente consumidos, que
podrian ser reformulados para incorporarles ingredientes mas beneficiosos para la salud y/o
reducir la cantidad de los componentes que resultan en exceso considerando la dieta
occidental.

Asimismo, durante la ultima década, los requerimientos de los consumidores en el campo de
la produccién de alimentos han cambiado sustancialmente. Estos consideran cada vez mas
que la alimentacién contribuye directamente a su salud. De este modo, se tiene en cuenta
que los alimentos no soélo satisfagan el hambre y que provean los nutrientes necesarios, sino
que ademas y especialmente prevengan enfermedades relacionadas con la nutricién, y que
mejoren el bienestar fisico y mental. Esto se relaciona con el concepto “alimento funcional”
hace referencia a alimentos modificados por el agregado de ingredientes considerados
beneficiosos para la salud o por eliminaciébn o reduccion de componentes que son

considerados perjudiciales (Bigliardi y Galati, 2013).

1.2 El dulce de leche

El dulce de leche es una confitura elaborada a base de leche, tipico de Sudamérica. Se
puede encontrar al dulce de leche en otros paises con diferentes nombres (“arequipe” en
Colombia o Venezuela, “cajeta” en México, “manjar blanco” en Bolivia, Ecuador, Panama y
Pert) (INTI, 2008).

En el afio 2012 la produccién argentina de dulce de leche fue de 144.000 toneladas (siendo
algo mayor en los meses comprendidos entre marzo y octubre), un 13.4% mayor respecto al
afno 2011. Sin embargo, su produccién se ha sostenido en los ultimos 10 afos, ya que el

aumento promedio fue de un 4%. Principalmente es consumido como dulce para untar,
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alcanzando por habitante los 3.4 kg/afio en 2012 (Direccion de Industria Alimentaria, 2012—
S.AAG.P.yA).

1.2.1 El producto

El dulce de leche es un producto de humedad intermedia obtenido de la concentracion de la
leche por evaporacion a presion atmosférica, con adicion de azucar (sacarosa), que ademas
de responsable del sabor tipico del dulce de leche tiene un papel clave en la determinacion
del color final y consistencia. El producto obtenido es un sistema complejo que consta de
glébulos grasos dispersos en una fase acuosa continua saturada que contiene azucar,

glucosa, proteina y otros componentes minoritarios (Navarro y col., 1999).

Segun el Cédigo Alimentario Argentino (RESOLUCION GMC N° 137/96, CAA, 2015) se
permiten determinadas operaciones en su proceso de elaboracion para lograr ciertas
caracteristicas o evitar ciertos problemas en el producto final.

> Neutralizacion de la leche mediante la adiciéon de bicarbonato de sodio (segun
buenas practicas de fabricacion, b.p.f.) para mantener el pH en condiciones no muy acidas
(Rovedo y col., 1991; Pauletti y col., 1999), promover el pardeamiento y evitar la coagulacion
proteica (Heimlich y col., 1994).

> El empleo de la enzima RB-galactosidasa (lactasa) segun b.p.f. para hidrolizar
parcialmente la lactosa (se discutira en el Capitulo 5).

> Sustitucion parcial de la sacarosa por monosacaridos y/u otros disacaridos.
Por ejemplo la glucosa evita la cristalizacién de la lactosa y una textura indeseable del
producto final (Martinez y col., 1990; Hynes y Zalazar, 2009), posee un poder edulcorante
inferior, pero es econdmica y agrega brillo al producto.

> Agregado de aromatizantes/saborizantes (aromatizante de vainilla, vainillina y/o
etilvainillina solos 0 en mezclas) segun b.p.f., cuya cantidad se ajusta después de ensayos
organolépticos (INTI, 2008).

> Agregado de conservante (acido sorbico y sus sales de Na, K o Ca, 600 mg/kg

(en acido sorbico) concentraciéon maxima en el producto final.

Segun nuestro CAA, el dulce de leche debe reunir determinadas caracteristicas sensoriales:
- Consistencia: debe ser cremosa o pastosa, sin cristales perceptibles. La consistencia
podra ser mas firme en el caso del dulce de leche repostero y para heladeria. Podra
presentar consistencia semi-solida o sdlida y parcialmente cristalizada cuando la humedad

no supere el 20 % m/m.
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- Color: debe ser castano acaramelado, proveniente de la reaccién de Maillard. En el caso
del dulce de leche para heladeria o heladero el color podra corresponder al colorante
adicionado.

- Sabor y olor ("flavor"): debe ser dulce caracteristico, sin olores ni sabores extrafios
(Zunino, 1998).

Entre los requerimientos fisicoquimicos que se buscan (Tabla 1-1), el de humedad
determinaria en gran parte sus caracteristicas de consistencia, y el color desarrollado

durante su elaboracion.

Tabla 1-1. Requisitos fisico-quimicos para la elaboracion de dulce de leche en Argentina
(RESOLUCION GMC N° 137/96, CAA, 2009).

Requisitos Dulce de Leche Método de Analisis
FIL 15B: 1988
Materia grasa (g/100 g) 6.0a9.0 FIL 13C: 1987
Cenizas (g/100 g) max. 2.0 AOAC 15° Ed. 1990.930.30
Proteinas (g/100 g) min. 5.0 FIL 20B: 1993

1.2.2 Clasificacion de dulce de leche
Dependiendo de las caracteristicas de la materia prima, ciertas variables en el proceso de

elaboracion y la naturaleza de los aditivos, podemos clasificar este producto como:

v Dulce de Leche (se lo conoce como “familiar” o tradicional)
4 Dulce de Leche para reposteria o repostero

4 Dulce de Leche para heladeria o heladero

v Dulce de Leche con crema

v Dulce de Leche mixto

En el dulce de leche para reposteria o heladeria se permite el agregado de hasta el 2% de
espesantes y estabilizantes autorizados (RESOLUCION GMC N° 137/96, CAA, 2015), a fin
de lograr un producto consistente, mas oscuro que el tradicional y con caracteristicas de
“corte”. Para obtener mayor color en el producto se neutraliza la leche unos 2°D mas que en

el caso del dulce familiar, con carbonato de calcio o bicarbonato de sodio.

1.2.3 Elaboracion del dulce de leche
El dulce de leche se prepara hirviendo la leche con adicion de sacarosa hasta alcanzar el

70% (peso/peso) de solidos totales. Durante la evaporacion, se produce un extenso
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pardeamiento no enzimatico, que conduce a un producto de color marrén que tiene un sabor
caracteristico y agradable. El tipo de azucar y la etapa en la que se agrega pueden afectar
fuertemente las caracteristicas del producto final (Corradini y Peleg, 2000). El proceso
completo dura 2-3 h, finalizando cuando el contenido de sdlidos solubles totales alcanza 65
a 70 °Brix.

La mayoria de las plantas dulceras operan segun el sistema de elaboracion tradicional
concentrando en pailas abiertas, sin embargo pueden aplicarse sistemas mas evolucionados
como son los sistemas continuos y combinados. Para el sistema en paila tradicional la
secuencia de operaciones es la representada en la Figura 1-1.

Tanques dosif.
glucosa

Leche pasteurizada _D _g

4°C
— - Tanque
almacenamiento [[E‘ HE‘
de leche
U U 7 II A "
Turbo mezclador

Intercambiador
de calor

&
Tanque Tanques de mezcla
alimentacion
de pailas

=

f 1 f B LB Salade I
envasado

a0 '

L _ _

Pailas de coccién a Enfriadores Homogeneizador
presién atmosférica

Figura 1-1. Esquema de proceso de elaboracion de dulce de leche en paila.

Las pailas operan bajo enérgica agitacion por efecto de dos sistemas que giran en diferente
sentido, uno de ellos es un ancla raspadora que evita que el dulce se pegue a las paredes
calientes, el otro actua en sentido inverso al anterior rompiendo la espuma que se forma por
accién del CO,generado por la reaccion de Maillard.

A medida que avanza la concentracién se va acentuando el color del producto, de tal
manera que al alcanzar el “punto final" del dulce no solamente su tenor de sdlidos es el
deseado sino también sus caracteristicas organolépticas. Poco antes de terminar la
concentracion, aproximadamente cuando el producto llega a 55-60% de sélidos se agrega la
glucosa. Entonces, es de fundamental importancia determinar el momento en que debe

darse por terminada la concentracion. Si se pasa del punto final, se reducen los
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rendimientos y se perjudican las caracteristicas organolépticas del dulce. Por el contrario, la
falta de concentracion produce un producto fluido, sin la consistencia tipica.

En las plantas es normalmente la pericia del dulcero lo que determina el punto exacto,
empleando a veces pruebas empiricas. Una de ellas consiste en dejar caer una gota de
dulce dentro de un vaso con agua y evaluar si llega al fondo sin disolverse. Otra consiste en
separar entre los dedos indice y pulgar una pequefa cantidad de producto y observar como
y cuanto se estira. Asimismo, con mucha practica, la simple evaluacion del flujo de dulce
vertido desde un cucharén informa sobre el punto deseado. Sin embargo, es necesario
complementar la experiencia con la exactitud, para lo cual las observaciones empiricas se
hacen a modo de orientacién, y ya en las cercanias del punto final se controlan con el
refractémetro para determinar el contenido se solidos expresados como grados Brix.

Una vez determinado este punto final e inmediatamente después, tiene lugar el enfriamiento,
que puede realizarse en la misma paila o en un recipiente al efecto. La velocidad del
enfriamiento es muy importante para las caracteristicas del producto y su almacenamiento,
ya que un descenso de temperatura muy lento favorece la formacién de cristales grandes de
lactosa, en tanto que uno muy rapido facilitara la formacién de muchisimos cristales muy
pequenos (discutido posteriormente).

El envasado se realiza generalmente cuando el producto alcanza unos 50-55 °C para
permitir el facil flujo por la boquilla de dosificacion. Envasar a mayor temperatura tendria el
inconveniente de que continuarian produciéndose vapores dentro del envase, que
condensando en la superficie interior de la tapa podrian facilitar la aparicion de colonias de

hongos (Zamboni y Zalazar, 1994).

1.2.4 Laleche

Para la elaboracion del dulce la principal materia prima, como es sabido, es la leche, la cual
puede ser fluida o reconstituida. Se puede utilizar leche entera o parcialmente descremada,
segun el contenido de grasa del dulce deseado. Tanto la leche en polvo como la fluida
tienen ventajas e inconvenientes, de modo que se puede aconsejar su uso alternativo o
combinado conforme a las circunstancias y a las instalaciones.

Si bien la composicion de la leche varia con las épocas del afo y la alimentacion de los
animales, podemos generalizar diciendo que en promedio la leche posee: lactosa 4.8%,
proteinas 3.5%, grasa 3.2%, cenizas 0.8%. La leche es un sistema complejo, ya que la
lactosa y ciertos minerales estan como soluciones verdaderas, las proteinas del suero como
soluciones coloidales, las caseinas como dispersion y las grasas como emulsion (Zunino,
1998).
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Lipidos de la leche

La composicién lipidica de la leche bovina es muy compleja. Los triacilgliceroles
comprenden la mayor proporcidén, constituyendo hasta el 97-98% de los lipidos totales.
Estan presentes en glébulos de 2-3 ym de didmetro rodeados por una membrana. Se han
identificado mas de 400 acidos grasos diferentes, no obstante, solamente 20 acidos grasos
individuales suponen la mayoria de los residuos de los triacilgliceroles. En la Tabla 1-2 se
relacionan los doce acidos grasos mayoritarios y sus porcentajes en peso del total de los

lipidos.

Tabla 1-2. Acidos grasos mayoritarios constituyentes de la grasa de la leche de vaca.

Acido graso Porcentaje Acido graso Porcentaje
en peso en peso

C4.0 3.6 C15:0 1.5

C6:0 2.2 C16:0 25.2
C8:0 1.1 c18:0 11.9
C10:0 1.9 C16:1 1.8
C12:0 3.0 C18:1 25.5
C14:0 11.2 C18:2 2.1

Ademas de ser objeto de la mayor variabilidad en la cantidad total, los lipidos estdn mas
sujetos que otros constituyentes de la leche a cambios en su composicion por factores
ambientales y dieta.

La leche contiene relativamente poco colesterol; por ejemplo, un vaso de leche de 227 g
contiene 27 mg, mientras que un huevo grande tiene 275 mg y 100 g de un pez de agua
dulce aporta 70 mg. Puesto que el colesterol se presenta en la membrana del glébulo graso,

su concentracion esta relacionada con el contenido graso de la leche (Swaisgood, 2010).

Proteinas de la leche

La leche contiene 3.5% de proteina total y alcanza calidades nutritivas de muy alto valor
biologico. En la glandula mamaria se encuentran seis productos genéticos mayoritarios: as1-
caseina, as-caseina, B-caseina, k-caseina, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina. Cada una de
estas proteinas exhiben polimorfismo genético porque son productos de genes autosémicos,
alélicos y predominantes. Las proteinas de la leche se clasifican bien como caseinas o bien
como proteinas del suero segun su precipitacion por pH, siendo las primeras inestables al

descenso del mismo.
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Las caseinas suponen el 80% de las proteinas de la leche. Se encuentran en forma de
complejos esféricos, altamente hidratados y singulares conocidos como micelas de caseinas
junto al fosfato calcico coloidal (CCP). Tales complejos son polidispersos, variando su
tamano desde 30 a 300 nm de diametro, con un pequefio porcentaje que se aproxima a los
600 nm. (Swaisgood, 2010).

Las cuatro caseinas poseen diferente secuencia de aminoacidos y difieren ampliamente en
su distribucién de carga y su tendencia para agregarse en presencia de iones Ca®* (Walstra
y col, 1984). as-, as- y P-caseinas son sensibles al calcio y precipitarian a las
concentraciones de calcio de la leche. Por el contrario, la k-caseina es insensible al calcio y,
estabilizaria a las demas caseinas contra la precipitacion (de Kruif y Holt, 2002). Segun el
modelo mas aceptado de estructura de micelas caseinicas, la mayor parte de las caseinas
sensibles al calcio se localizan en el interior de la micela, mientras que la k-caseina se
encuentra en el exterior de la misma. El extremo C-terminal de la k-caseina es muy
hidrofilico y tiene una considerable carga negativa. Esta parte de la molécula sobresale de la
micela en el medio circundante como un hilo flexible, formando una capa pilosa en la

superficie (Walstra y col., 1984).

K -caseina

Os1-, Os2- Y B-caseinas

Fosfato de calcio

Figura 1-2. Modelo propuesto de estructura de micelas de caseinas.
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Figura 1-3. Construccion y estabilizacién de la micela de caseina (Rollema y Fox, 1992).

La superficie de la micela tiene un numero de carboxilos disociados y algunos grupos ester
fosfato que le otorgan una elevada carga negativa (potencial zeta a 20 °C de -13mV) y asi
una estabilizacion electroestatica. La capa difusa superficial de cadenas polipeptidicas
flexibles, hidrofilicas, mayoritariamente segmentos C-terminal de «k-caseinas, brindan
estabilizacion estérica (Holt, 1992). Esta capa pilosa de k-caseina actua como barrera contra
la agregacion a menos que estas cadenas sean eliminadas por tratamiento enzimatico o por
disminucion de la calidad del solvente (por ejemplo, por agregado de etanol). Dentro de la
micela, las moléculas de caseinas individuales estan asociadas por puentes hidrofébicos y
electroestaticos en los cuales el fosfato de calcio coloidal también juega una importante
funcion.

Ademas de la B-lactoglobulina y a-lactoalbumina, productos genéticos de la glandula
mamaria, el suero de leche también contiene albumina sérica e inmunoglubulinas que
proceden de la sangre.

Las composiciones de aminoacidos y pesos moleculares de las principales proteinas de la
leche se conocen con mucha exactitud mediante analisis de aminoacidos y por
determinacion de la estructura primaria por secuenciado quimico o inferidos por el
secuenciado genético. Un distintivo clave de las caseinas es su alto contenido de residuos
fosfoserilo y su moderadamente grande contenido de prolina. Aunque las caseinas son
bastantes pobres en cisteina, las proteinas del suero contienen considerablemente mucho

mas de este residuo (Fennema, 2008).
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Efecto del tratamiento térmico sobre proteinas lacteas

Las proteinas de suero adoptan una determinada conformacion dependiendo de las
condiciones del medio (pH, fuerza iénica, temperatura, composicion del solvente, etc.) que
influirdn en el delicado balance que existe entre las fuerzas intervinientes. Por ejemplo, a
temperaturas relativamente bajas (menores a 65 °C) predomina la fuerza hidrofébica
favoreciendo el estado nativo, mientras que a temperaturas mas elevadas predomina la
entropia configuracional que favorece el estado desnaturalizado. Cada proteina de suero
posee una temperatura caracteristica de desnaturalizacion. Por ejemplo, en la B-
lactoglobulina la desnaturalizacién ocurre por encima de los 78 °C mientras que en la a-
lactoalbimina, la misma se produce a temperaturas superiores a los 62 °C (Bryant y
McClements, 1998). A su vez, las proteinas de suero pueden agregarse o permanecer como
moléculas individuales en solucion dependiendo de las condiciones del medio. Cuando
dichas proteinas son tratadas térmicamente por encima de su temperatura de
desnaturalizacién se despliegan parcialmente permitiendo la exposicidén de los sitios activos
no polares. En ausencia de electrolitos, las proteinas de suero desnaturalizadas pueden
permanecer separadas debido a la elevada repulsion electrostatica. En cambio, cuando la
concentracién de sal se incrementa, dicha repulsién disminuye permitiendo la formacién de
uniones hidrofobicas en cada punto de la superficie de la molécula. Este fendmeno permite
la formacion de agregados que a su vez pueden interaccionar entre si por medio de uniones
disulfuro inter e intra moleculares (Bryant y McClementes, 1998). Cuando la concentracién
de proteina supera un valor critico, los agregados de proteinas de suero formaran una red
tridimensional que retiene agua denominada gel. Las condiciones del medio (concentracion
de proteina, pH, fuerza idnica) y la presencia de componentes no proteicos, influyen sobre
su capacidad de gelificacion (de Wit y col., 1988, Ennis y Mulvihill, 2000). En cambio, a
concentraciones por debajo de este valor critico, los agregados permaneceran solubles en

las suspensiones (Figura 1-4, Aguilera, 1995).
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Figura 1-4. Esquema de la desnaturalizacion y agregacion de las proteinas de suero lacteo

cuando son tratadas térmicamente.

La textura de los geles de proteinas de suero depende de la velocidad de calentamiento y
enfriamiento, concentracién de proteinas, pH, fuerza idnica e interacciones con otros
componentes alimenticios, como los hidratos de carbono (Kinsella y Whitehead, 1989;
Smith, 1994). Segun Morr y Ha (1993), en la B-lactoglobulina, los residuos de aminoacidos
que contienen azufre, facilitan la polimerizacion de las proteinas mediante la formacion de
enlaces covalentes disulfuro intermoleculares a altas temperaturas de procesamiento y
almacenamiento.

Por otro lado, las caseinas tienen excelente solubilidad y estabilidad térmica por encima de
pH 6. El calentamiento continuado (por ej., 20-40 min a 140 °C) desestabiliza las micelas
con formacion de gel. La desestabilizacién micelar se produce por una combinacién de
factores, el mas importante de los cuales es la reduccién del pH. Asimismo, la adicion de
sales cambia la estabilidad micelar (Fennema, 2010).

Cuando la leche es tratada a temperaturas superiores a 70 °C, las diferentes proteinas del
suero interaccionan de una manera muy compleja, y en una primera etapa se forman
complejos solubles, que actuan como intermediarios en la asociacion de B-lactoglobulina
con las micelas de caseinas y con a-lactoalbumina, que entonces precipita en la superficie
de las micelas, dando lugar a la formacion de agregados entre ellas o bien con las micelas
de caseina, esencialmente con la k-caseina, a través de puentes disulfuro o uniones

hidrofébicas, interacciones electrostaticas o idnicas, formando lo que se conoce como
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complejos de proteinas de suero/k-caseina (Corredig y col., 2011; Donato y Guyomarc’h,
2009, Singh y Fox 1987a; Jang y Swaisgood 1990).

B-lactoglobulina

Micelas de caseina desnaturalizada

5”
Proteinas de suero t ’sH /:\’5 I?ueme
'! (B-lactoglobulina) /,-/ | disulfuro
‘ ) o~ ; w
& l:, ‘ ‘_.
=’ -

Figura 1-5. La k-caseina se adhiere a la B-lactoglobulina durante la desnaturalizacion
(Rollema y Fox, 1992).

Por el calentamiento, parte de la k-caseina se libera a la fase sérica donde se asocia con
proteinas de suero (Corredig y col., 2011; Singh y Fox, 1987a; Jang y Swaisgood 1990).
Estos agregados de proteinas de suero de leche formados entre proteinas son dispersados
en la fase soluble o bien adsorbidos en la superficie de las micelas de caseinas (Corredig y
col., 2011). Donato y Guyomarc’h, (2009) informaron que el tamafio de los agregados se
encuentra comprendido entre 30 y 100 nm y la relacion de agregados solubles/ligados
depende del pH de la leche. Se ha encontrado, para tales complejos aislados de leche
descremada calentada, una relacion de proteinas de suero/k-caseina (molar o de masa) de
1-5:1 y de 0.5-3.5:1 para los complejos solubles y ligados a micelas de caseinas,
respectivamente. De esto se deduce que los residuos de cistina que estan localizados en el
para-k-caseinato de la proteina deben estar relativamente accesibles a las proteinas
entrantes. La duda aun persiste en como las proteinas del suero agregadas penetran la
capa pilosa para formar los puentes disulfuros con la k-caseina. Quizas existirian cambios
en la capa pilosa de k-caseina durante el calentamiento, o el calentamiento provocaria
rearreglos de la superficie de la micela que permiten que esta interaccion ocurra (Singh,
2004).

El tratamiento térmico, asimismo, cambia marcadamente la fase suero en los alrededores de
las micelas (por ejemplo, cambios en pH y minerales solubles, en particular iones calcio,
ruptura de lactosa y urea) asi como a las propias micelas (asociacién de proteinas de suero,
cambios en fosfato de calcio coloidal, defosforilacion, disociacion de caseinas). No se sabe

exactamente cual cambio particular es directamente responsable de la coagulacién, de la
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predisposicion de la leche a la coagulacién o consecuencia del proceso de coagulacion. Las
etapas iniciales en un proceso de coagulacion por calor deben involucrar un cambio en
interacciones coloidales que permiten a las micelas acercarse unas a las otras y permanecer
juntas lo suficiente como para que ocurra una reaccion quimica.

A temperaturas superiores a 100 °C, el procesamiento térmico de sistemas lacteos
concentrados conteniendo sacarosa induce la gelacién térmica de las proteinas de la leche,
lo que define la textura de productos tales como el dulce de leche y leche condensada, tanto
durante su elaboracion o esterilizacién (Rozycki y col., 2010). Las variables que mas influyen
en el proceso de gelacion de estos sistemas son la temperatura, el pH y la concentracion de
proteina, que esta determinada por la relacién caseina-sacarosa (Rozycki y col., 2010).

Los geles de proteinas lacteas son irreversibles, en contraste con muchos otros geles
alimenticios. Los geles lacteos son generalmente clasificados como geles particulados, a
pesar que es reconocido que no son geles particulados simples ya que la estructura interna
de las particulas de caseinas juega un importante rol en sus propiedades reologicas. En
estos productos gelificados la apariencia global, microestructura, y propiedades reoldgicas
son atributos importantes que contribuyen con su percepcion sensorial global y funcionalidad
(Lucey, 2002).

La coagulacién de la leche en calentamientos extensos a altas temperaturas (120-140 °C)
es una consecuencia de la pérdida de la estabilidad de las micelas de caseina, como
resultados de numerosos cambios fisicos y quimicos en sus componentes. Las micelas de

caseinas constituyen los bloques basicos que conforman este gel lacteo.

Influencia de la sacarosa

La sacarosa afecta la desnaturalizacion y funcionalidad de las proteinas de suero. Segun
Kulmyrzaev y col. (2000) tendria dos efectos: en primer lugar, estabiliza el estado globular
de las proteinas, lo que hace necesario calentar el sistema a temperaturas mas altas para
que las moléculas se desplieguen, y en segundo lugar, aumentar la fuerza de las
interacciones proteina-proteina, lo cual significa que una vez que las moléculas estan
desplegadas, aumenta la atraccion entre ellas, conduciendo a geles mas resistentes. El
efecto global de la sacarosa por lo tanto, dependera del equilibrio de estos dos procesos

diferentes.

Desarrollo del color - Reaccion de Maillard

En determinadas condiciones, los azlcares reductores producen colores pardos que poseen
gran interés y son deseables en algunos alimentos, como el dulce de leche. Este
pardeamiento es debido a la reaccidn quimica entre azucares reductores, principalmente D-

glucosa, y restos amino de aminoacidos libres o formando parte de una proteina, conocida
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como reaccién de Maillard o pardeamiento no enzimatico. Cuando aldosas o cetosas se
calientan en solucién con aminas se produce una variedad de reacciones que dan lugar a la
formacion de numerosos compuestos, algunos de los cuales poseen aroma y sabor o son
polimeros de color oscuro, mientras que ambos reactantes desaparecen lentamente.

El azucar reductor reacciona reversiblemente con la amina para producir una glicosilamina,
tal como se ilustra en la Figura 1-6 para la D-glucosa. Esta sufre una reaccién denominada
transposicion de Amadori, que resulta en la formacion, en el caso de la D-glucosa, de un
derivado de la 1-amino-1-desoxi-D-fructosa. La reaccion continda, de manera especial a pH
5 o inferior para dar un producto intermediario que sufre una deshidratacion. Eventualmente,
puede formarse un derivado del furano, el de una hexosa es el 5-hidroximetil-2-furaldehido
(HMF) (Figura 1-6). En condiciones de menor acidez (pH mayor de 5), los compuestos
ciclicos reactivos (HMF y otros) se polimerizan rapidamente para dar un material que

contiene nitrégeno, oscuro e insoluble en agua.

NHR
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Figura 1-6. Productos de la reaccion de D-glucosa con una amina (RNH;) y conversién de

un producto de Amadori en HMF.

Este proceso de pardeamiento no enzimatico es importante en la produccién de caramelos,
“toffees” y otros dulces, como el dulce de leche, en los que los azucares reductores
reaccionan con proteinas de la leche. Sin embargo, a pesar de que la reaccion de Maillard
es considerada de utilidad en estos productos, también ejerce efectos negativos, por
ejemplo, por disminucion de la L-lisina, un aminoacido esencial, cuyo grupo €-amino puede
reaccionar incluso cuando el aminoacido es parte de una proteina (BeMiller y Whistler,
2000), haciéndolo no disponible para la digestidon, y ocasionando la disminucién de la
calidad nutricional del producto (Finot, 1990; van Boekel, 1998).

En la elaboracion del dulce de leche, el pardeamiento no enzimatico es inducido por el
tratamiento térmico y comienza por la condensacion de los azucares reductores con
proteinas, formando lactulosil-lisina, un producto de Amadori estable. La alta concentracién
de lactosa y las proteinas ricas en lisina de la leche hacen a los productos lacteos muy
sensibles a esta reaccion (De Block y col., 1998; Guyomarc’h y col., 2000; Kessler y Fink,
1986).

La velocidad de la reaccion de Maillard es influenciada por muchos factores, tales como
temperatura, actividad acuosa (a,), pH, concentracién, tipo y relacion de azucares
reductores a grupos amino (lisina) (Labuza y Baisier, 1992). Se ha informado que la
velocidad maxima se alcanza para a, entre 0.5-0.75 (Kaanane y Labuza, 1988; Labuza y
Saltmarch, 1981).
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Durante el proceso de elaboracion, el agua de la leche se va evaporando y los acidos
presentes en la leche se van concentrando. Asi, la acidez de la leche aumenta de una
manera tal que se podria producir sinéresis por coagulacion de las proteinas por pH,
ocasionando el "cortado" del dulce, resultando en una textura arenosa y aspera en el
producto. El neutralizado de la leche de partida con bicarbonato hasta reducir su acidez a
13°D antes de comenzar con el proceso de elaboracion previene este defecto, aumentando
el pH de la mezcla por encima del punto isoeléctrico de las proteinas y, favoreciendo el
desarrollo del color a pH neutro o alcalino.

Asimismo, hay evidencia cientifica acerca del efecto que tienen conjugados
proteinas/polisacaridos formados por reaccion de Maillard sobre la estructura de los geles
formados. Asi, Spotti y col. (2013) estudiaron mediante técnicas reoldgicas geles formados
con concentrados de proteinas de suero (WPC) y dextranos, y con geles obtenidos tras su
calentamiento a fin de obtener los conjugados. La gelificacion de los sistemas conjugados
fue retardada y los geles formados fueron mucho mas débiles que los geles mixtos. Es
probable que en los sistemas conjugados la formacién de enlaces disulfuro entre las
moléculas de proteina e interacciones hidrofébicas podrian verse afectados, siendo los geles

conjugadas mas débiles que los geles mixtos (Spotti y col., 2013).

1.2.5 Textura del dulce de leche

El dulce de leche tiene una textura tipica que es importante para los consumidores en la
evaluaciéon de su aceptabilidad general (Hough y col., 1986). La mezcla resultante de
hidratos de carbono, proteinas y grasas en este tipo de productos en general, determina sus
propiedades reoldgicas, térmicas y estructurales, lo que afecta a sus caracteristicas
funcionales. El dulce de leche (DL) es un sistema disperso mixto; como el medio dispersante
puede contener varios tipos de particulas dispersas, el producto puede ser,
simultdneamente, una emulsion, una suspension, y un gel. Es sobre todo un sistema acuoso
de no-equilibrio con las estructuras basadas en biopolimeros multifuncionales, que cumplen
al mismo tiempo varias funciones estructurales del sistema (Tolstoguzov, 2000).
Tradicionalmente, los polisacaridos se han incorporado en productos lacteos para mejorar
numerosas propiedades y proporcionar estabilidad, por lo que la comprensién de su
comportamiento en matrices lacteas durante el procesamiento y almacenamiento permite
predecir su desempefo como ingrediente funcional para obtener una calidad éptima en
términos de textura, estructura, sensacién en la boca, vida util y rendimiento en la digestion
(Corredig y col., 2011).

Hay dos razones para el uso de hidrocoloides en productos lacteos: mejoran su textura
dando cuerpo a formulaciones liquidas y producen gel. Este es el caso de, por ejemplo,

leches saborizadas, yogurt bebible, flanes, natillas. En helado, la retencion de agua por

R



Capitulo 1 Introduccién general

parte de los hidrocoloides ayuda a prevenir el crecimiento de los cristales causado por
variacién de la temperatura durante el almacenamiento y también proporciona una fusion
lenta. Por otro lado, los hidrocoloides incrementan la vida util de productos lacteos que de
otro modo sufririan desuerado, sedimentacion de particulas dispersas, cremado o
floculacién de las gotas de la emulsion. Ejemplo de esto son las bebidas de fruta y leche,
leche chocolatada, crema, leche evaporada y férmulas infantiles (Syrbe y col., 1998).

Desde el punto de vista industrial, hay tres aspectos de la textura de los DL que son
necesario controlar: la consistencia, considerada en este caso como la capacidad del
producto de autosostenerse sin derramarse al ser extendido segun las técnicas pasteleras
comunes; el tipo de corte, que va a determinar la formacién o no de hilos, al separar dos
porciones del producto y, por ultimo, la extensibilidad, que va a condicionar la uniformidad de
la capa que se forme al depositarlo sobre una superficie. La medida instrumental de estas
caracteristicas no es sencilla.

El comportamiento mecanico de los alimentos semisolidos se puede analizar con distintas
técnicas (penetracion, corte, compresion) cuya aplicabilidad esta condicionada por la propia
estructura del producto. Entre las numerosas técnicas utilizadas para evaluar las
propiedades estructurales de este tipo de productos, las determinaciones reoldgicas son
consideradas una valiosa herramienta para encontrar los elementos fundamentales en su
organizacién estructural, y que tienen relevancia durante el proceso de elaboracion del

mismo, debido a su naturaleza viscosa (Navarro y col., 1999, Pedrero y col., 2001).

1.3 Reologia

La palabra reologia significa etimolégicamente "estudio del flujo" (del griego reos: fluir y
logos: ciencia) y fue propuesta por E.C.Bingham para definir la rama de la ingenieria cuyo
objetivo es el conocimiento fundamental y practico de la deformacién o flujo de la materia.
Hoy en dia se acepta que la reologia es una ciencia interdisciplinaria cuyo objeto es el
estudio de la deformacion y/o caracteristicas del flujo de la materia debido a la accién de
fuerzas mecanicas externas. La reologia estudia el comportamiento de materiales
viscoelasticos, los cuales, durante un ensayo de deformacion, exhiben al mismo tiempo
propiedades viscosas y elasticas (Macosko, 1994).

Tradicionalmente, los materiales deformables se clasificaban en dos grupos: sélidos
elasticos y fluidos viscosos (liquidos y gases). Hoy sabemos que entre estos dos casos
limite, existe un amplio espectro de tipos de materiales con diferentes comportamientos, que
son el objeto de estudio de la reologia.

En los comienzos de esta disciplina cientifica, los estudios reolégicos se orientaban a

caracterizar principalmente materiales tales como asfaltos, lubricantes, pinturas, plasticos y
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gomas desde un punto de vista predominantemente fenomenoldgico. La reologia como
ciencia independiente ha sufrido un importante desarrollo en la segunda mitad del siglo XX
debido al interés que a nivel industrial suscitan materiales plasticos, soluciones de
polimeros, fluidos biolégicos, cuyo comportamiento dindamico no puede explicarse mediante
las leyes clasicas. La reologia presenta en la actualidad un marco tedrico consolidado y en
continuo crecimiento. De esta forma, esta disciplina logra producir significativos avances en
temas de alto interés tecnoldgico, como por ejemplo, en la bioreologia, donde se estudian
las macromoléculas naturales, en reologia de polimeros sintéticos involucrando asi a la
industria de materiales modernos y en la reologia de suspensiones donde intervienen
diferentes tipos de fases discretas. Ultimamente surgieron importantes aplicaciones de esta
disciplina en la industria biotecnolégica y en la produccion de materiales biomédicos (Barnes
y col., 1991; Macosko, 1994; Young y col., 2005; Kiessling y col., 1999; Pompe y col., 2003).
Asimismo, la creciente importancia econémica y social de la produccion de alimentos, junto
con la complejidad de la tecnologia de produccién, procesado, transporte y aceptacion de
estos materiales alimentarios fragiles y perecederos requiere un mayor conocimiento de sus
propiedades fisicas y mecanicas. Por ello, para producir alimentos de mayor calidad es
necesario comprender las leyes fisicas que gobiernan la respuesta de los materiales
viscoelasticos.

Segun White (1970) la reologia de los alimentos es el estudio de la deformacién vy flujo de
los materiales frescos, productos intermedios y productos finales de la industria alimentaria.
El proceso de masticacion e ingestion de alimentos implica someter al alimento a una serie
de deformaciones y flujos con el fin de descomponer su estructura en una forma mas
adecuada para su ingestion y posterior digestion (Sherman, 1970; Mdller, 1973; Rha, 1975).
El desarrollo de esta ciencia ha permitido que sea posible determinar mediante métodos
instrumentales una serie de parametros objetivos directamente relacionados con las
caracteristicas sensoriales y subjetivas que definen la textura de un alimento. Cabe
destacar, ademas, que el estudio del comportamiento reoldgico de los cuerpos contribuye al
conocimiento de su estructura; por ejemplo, existe cierta relacion entre el tamafio y forma
molecular de las sustancias en disolucion y su viscosidad, asi como entre el grado de
entrecruzamiento de los polimeros y su elasticidad (Muller, 1973).

Existen numerosas areas en la industria de alimentos donde se requiere informacion
reoldgica (Steffe, 1996):

a) Calculos de ingenieria de procesos que involucran un amplio espectro de equipamientos
tales como lineas de tuberias, bombas, extrusores, mezcladores, cortadores,
intercambiadores de calor, y viscosimetros en linea.

b) Determinacion de la funcionalidad de ingredientes en desarrollo de productos.

¢) Control de calidad a nivel intermedio o en el producto final.
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d) Pruebas de vida util.
e) Evaluacién de textura de alimentos por correlacion con datos sensoriales.

f) Analisis de ecuaciones reologicas de estado o ecuaciones constitutivas.

1.3.1 Definiciones

Tensor esfuerzo

En general, sobre un elemento de un material cualquiera pueden actuar dos tipos de
esfuerzos (Figura 1-7):
o Esfuerzos normales, referidos a la componente en direccion perpendicular a la
superficie considerada, aplicado como una compresion.
o Esfuerzos de cizalla o cortantes, que son las componentes tangenciales a dichas
superficies (Darby, 1976; Dealy, 1982), aplicados como un esfuerzo cortante o de

cizalla.
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Figura 1-7. Esfuerzos normales y tangenciales sobre un elemento de un material.

El esfuerzo o tension es una magnitud que se define como una fuerza por unidad de
superficie, teniendo por lo tanto unidades de presion. Referidas a un espacio tridimensional,
las magnitudes de las que deriva el esfuerzo (fuerza y superficie) son vectores de tres
componentes, por lo que para definir completamente el esfuerzo es necesario especificar
nueve componentes. Por ello, el esfuerzo es un tensor de segundo orden, que en forma

matricial se representa de la siguiente forma:

O yx O-xy Oy
c=\o, o0, O, Ec. 1-1
O 2« O-zy O,
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En el tensor esfuerzo, el primer subindice se refiere a la orientacion del plano sobre el que la

fuerza actua, y el segundo indica la orientacion de dicha fuerza.

Tensor deformacidén v tensor velocidad de deformacion

La deformacién es una medida cuantitativa de la extension con la que un material ha sido
deformado. La magnitud de esa deformacién esta determinada por el desplazamiento
relativo de los puntos, y es por lo tanto una magnitud adimensional. Como consecuencia de
la aplicaciéon de un esfuerzo, una vez alcanzado el estado estacionario, se establece un
perfil de velocidades que origina un gradiente de velocidades de cizalla (y’). La deformacion
v, y la velocidad de deformacion, y°, son la expresion matematica de la respuesta de un
material al esfuerzo aplicado sobre él. Ambas son también tensores de segundo orden con
nueve componentes, ya que las dos magnitudes que lo definen son vectores con tres

componentes en el espacio.

Yox  Vxy Vxz
7/: }/yx }/yy yyz EC 1'2
7 2x 7zy Y 2z
Voo Vi Ve
] d}/ ] { ]
V4 :E: 7'yx y'yy j/'yz Ec. 1-3
7 2 7/zy V 2z

Cizalla simple
Considérese el modelo constituido por dos placas paralelas a una distancia “h” y un material

comprendido entre ellas (se supone que la distancia entre placas es mucho menor que la
dimensién de las mismas). Si la placa superior es sometida a una fuerza (F), que la obliga a
desplazarse una distancia Ax con una velocidad constante (vy), mientras que la placa inferior
se mantiene en reposo, se genera una deformacion en el material denominada “deformacion

por cizalla simple” (Figura 1-8).

Vo

Superficie fija

Figura 1-8. Deformacién de un material bajo un esfuerzo de cizalla simple.

S



Capitulo 1 Introduccién general

Al aplicar una fuerza continua sobre la placa superior, que la obliga a desplazarse a una
velocidad constante, se generara un perfil de velocidades unidireccional en el material de

acuerdo a:

aV"y v, =v, =0 Ec. 14

v, (y)= oy , =V,

Si no se produce deslizamiento en las superficies de las placas, la deformacion por cizalla

que sufre cada elemento del material se expresa como:
y=— Ec. 1-5

La velocidad de deformacion y'=vo/h es constante respecto de la coordenada “y”, y por la
ecuacion de continuidad tampoco varia con la coordenada “x”.

Por estas caracteristicas particulares, el perfil de velocidades propuesto genera un flujo de
corte simple y homogéneo. A partir de las condiciones de simetria se obtiene la forma

general del tensor esfuerzo (Bird y col., 1977).

1.3.2 Caracterizacion reolégica de un material

La caracterizacion reoldgica de un material consiste en encontrar la relacion, en forma de ley
matematica, que existe entre el esfuerzo aplicado y la respuesta dinamica resultante en
forma de deformacion o velocidad de deformacion (Darby, 1976). Dicha expresion
matematica puede ser de dos tipos:

e Ecuacion constitutiva (o ecuacion reolégica de estado): relaciona todas las
componentes del esfuerzo y de la deformaciéon. Es una caracteristica unica del
material y representa el comportamiento reolégico mas general, definiéndolo para
cualquier tipo de deformacion o flujo.

e Funcién del material: es una relacion entre ciertos componentes del esfuerzo y la
deformacion siendo un caso especial la ecuacion constitutiva; expresandose como

ecuacién empirica resultante de un ajuste de datos experimentales.

Comportamientos reolégicos

Las teorias clasicas de la elasticidad y la hidrodinamica distinguen de forma radical entre

sélidos y fluidos mediante los conceptos de solido perfectamente elastico y, en el otro
extremo, el fluido puramente viscoso (Whorlow, 1992; Macosko, 1994):

e Solido elastico perfecto: es el sélido perfectamente elastico, en el cual la aplicacion

de una fuerza produce una deformacién permanente proporcional al esfuerzo

aplicado (Ec. 1-6). Esta proporcionalidad vendra dada por el médulo elastico del
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material o médulo de Young (G). Cuando esta fuerza por unidad de superficie cesa,

el cuerpo recupera instantaneamente su estado inicial imperturbado.

o =Gy (G=cte) Ec. 1-6

e Liquido viscoso puro: si el material en consideracion es un fluido de viscosidad
constante, el esfuerzo aplicado es proporcional al cambio instantaneo de
deformacion con el tiempo o velocidad de deformacion segun Ley de Newton (Ec. 1-
7), independientemente de la deformacion producida. Esta proporcionalidad viene

dada por la viscosidad del material (n).
o =ny' (G = cte) Ec. 1-7

En realidad, ambos conceptos no constituyen mas que idealizaciones del comportamiento
dinamico de los materiales, que se cumplen soélo en casos limite. Entre estos
comportamientos extremos se engloba un gran numero de materiales, definidos como
materiales viscoelasticos, porque presentan tanto caracteristicas de flujo viscoso como de
sélido elastico.

Los materiales se pueden clasificar reoldgicamente con respecto a la relacion existente
entre el esfuerzo aplicado y la deformacion o velocidad de deformacion en cizalla simple

(Darby, 1976), como puede observarse a continuacion:

4 solido rigido (Euclides) y=0

Sdlido elastico (Hooke) o =Gy
SOLIDO

Sdlido elastico no-lineal o= G(y)y

! Viscoelastico o= fly,y,t) ¢
Fluido viscoso no-lineal o=n@)y i

LIQUIDO

Fluido viscoso lineal (Newton) o=ny
Fluido inviscido (Pascal) o=0 v

Una clasificacion mas correcta debe tener en cuenta que un material puede presentar un
comportamiento u otro dependiendo de la magnitud del esfuerzo o de la deformacion

aplicada, asi como de la historia de cizalla previa. A su vez, esta clasificacion del
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comportamiento reologico de materiales se extiende mas mediante la introduccion de la

escala de tiempo del proceso de deformacion.

Comportamiento de flujo estacionario

Fluidos newtonianos y no-newtonianos

Los fluidos newtonianos son aquellos en los que los valores de esfuerzo de corte y velocidad
de cizalla mantienen una relacién de proporcionalidad directa, como fue mencionado
anteriormente, cumpliendo la denominada ley de Newton de la viscosidad (Ec. 1-7). Para
que un fluido sea newtoniano debe cumplir que la viscosidad no varie con la velocidad ni el
tiempo de cizalla, sean nulas las dos diferencias de esfuerzos normales y que el esfuerzo

sea nulo inmediatamente después de que cese la cizalla (Figura 1-9).

n o)

v

t Y’
Figura 1-9. Representacion del comportamiento de un fluido que sigue la ley de Newton de
la viscosidad.

La propiedad reolégica del material denominada viscosidad dinamica o newtoniana (n) sélo
depende de la naturaleza del material y de las condiciones de presién y temperatura. La
viscosidad se puede definir como una medida de la intensidad de disipacion de energia
necesaria para mantener la deformacion continua de un fluido, y su unidad en el Sistema
Internacional es Pascal por segundo (Pa.s).

Presentan comportamiento newtoniano los sistemas con estructura sencilla, como el agua,

aceites minerales, disoluciones diluidas de polimeros.

Existen algunos fluidos en los que la relacién entre esfuerzo y velocidad de cizalla no es
constante, sino que depende de la velocidad de cizalla y, en muchas ocasiones del tiempo.
Son fluidos que no cumplen con la ley de Newton de la viscosidad. Se conocen como fluidos
no-newtonianos. Sin embargo, aunque muchos fluidos no-newtonianos no son viscosos
puros, se pueden realizar medidas de esfuerzo y velocidad de cizalla en estado estacionario

y puede definirse la relacidon entre estas magnitudes como una caracteristica reoldgica
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analoga a la viscosidad newtoniana (Ec. 1-8). Se trata de la llamada viscosidad aparente, n
que es la que corresponderia un sistema newtoniano cuya recta caracteristica cortase a la
curva que representa al fluido no-newtoniano en el punto en el cual queremos definir la

viscosidad aparente.

n=< Ec. 1-8
y

Un fluido no-newtoniano puede tener comportamiento newtoniano en un cierto rango de
esfuerzos lo suficientemente bajos para no modificar su estructura. Sin embargo, la
aplicacion de un esfuerzo superior a un esfuerzo critico modifica la estructura y, por lo tanto,
la viscosidad del fluido. Por ello, el concepto de viscosidad como propiedad intrinseca
desaparece y, en todo caso, puede hablarse de viscosidad aparente.

Los fluidos no-newtonianos se pueden clasificar por la forma en la que el esfuerzo (o) varia
con la velocidad de deformacién (y’) (denominado "curva de flujo") o en términos de la
variacion de la viscosidad aparente (n) con vy’ (Darby, 1976). A continuacién se describen los

diferentes comportamientos:

v" Fluidos pseudoplasticos (“shear-thinning”).

Para estos sistemas, al aumentar el esfuerzo aplicado la velocidad de cizalla también
aumenta, pero su dependencia con el esfuerzo es mayor que lineal, por lo tanto la
viscosidad aparente disminuye. Es decir, estos materiales muestran un descenso en
viscosidad aparente segun aumenta la velocidad de deformacion.

Es el mas habitual entre los fluidos no-newtonianos. Algunos ejemplos caracteristicos son
polimeros y sus disoluciones, suspensiones, emulsiones (Mediedo y col., 1994, Hudson y
Ferguson, 1994; Martin y col., 1994). Este comportamiento puede explicarse considerando
las interacciones moleculares: en reposo, las moléculas poliméricas dispersas se
encuentran entrelazadas unas con otras y las particulas en suspension ocupan posiciones
distribuidas al azar a causa del movimiento de agitacion térmico de las mismas. Cuando se
agita el sistema, las cadenas poliméricas se desenredan y las particulas se alinean a lo
largo de lineas de corriente. Todo ello da lugar a una disminucion de la friccion interna y, por
lo tanto, de la viscosidad aparente del sistema.

En la Figura 1-10 se observa el resultado de aplicar una determinada cizalla a una
dispersion. Asi, las particulas contenidas en el liquido se orientan en la direccion del flujo,
mientras que las moléculas en forma de cadena se desenredan, estiran y orientan paralelas
a la direccién del flujo. Aquellas particulas que poseen forma esférica pueden deformarse

adquiriendo una forma alargada y las que forman agregados pueden separarse.
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1. LIQUIDO EN REPOSO

S N o. 00 * & =
75z /7| |~ fz“f;: 0 3% | |ee’
N WS = 3 O oo e & &
i 2. LIQUIDO EN MOVIMIENTO i
Esfuerzo ¥ —\_,-‘I' o M
= == oD see oo o
|:> e ey Pt P ) BN
s e R =& SR
[ =] [-—— | _~ Q P .-. e A
Orientacion Estirado Deformacion Destruccion de
agregados

Figura 1-10. Fluido pseudoplastico en reposo y luego de aplicar un esfuerzo (en

movimiento).

Un ejemplo muy extendido de pseudoplasticidad es el comportamiento relacionado con un
cambio en la estructura del material al aumentar y’, caracterizado por tres zonas bien
diferenciadas (Reiner, 1960). EI comportamiento es newtoniano a bajas velocidades de
deformacion con una viscosidad constante no en la primer zona. La zona intermedia posee
caracteristicas pseudoplasticas en la que se produce una disminucion de la viscosidad. A
altas velocidades de deformacién presenta un comportamiento newtoniano caracterizado
por una viscosidad limite n.. Las diferentes regiones se relacionan con cambios en la

estructura del material al aumentar la velocidad de deformacién y pueden ser observadas en
la Figura 1-11.

log viscosidad

log velocidad de cizalla

Figura 1-11. Comportamiento de flujo caracteristico de algunos fluidos estructurados.

v Fluidos dilatantes (“shear-thickening”)
Estas sustancias, contrariamente a los fluidos pseudoplasticos, muestran un aumento en la
viscosidad aparente al aumentar la velocidad de deformacion, experimentando una

dilatacion al someterse a dichos esfuerzos de corte. Algunas suspensiones concentradas de
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particulas solidas, proteinas y ciertas disoluciones de polimeros y detergentes presentan
este comportamiento (Ferguson y Kemblowski, 1991).

A nivel molecular, este comportamiento puede explicarse de la siguiente manera: en reposo,
el espacio que ocupa el liquido entre particulas es minimo. A baja velocidad de cizalla, la
friccidn entre particulas es relativamente baja porque el liquido actua como lubricante. Sin
embargo, a alta velocidad de cizalla, el movimiento de unas particulas con respecto a otras

aumenta la friccion entre ellas, aumentando consecuentemente la viscosidad aparente.

v' Materiales plasticos

La plasticidad es un fendbmeno que presentan aquellas sustancias que se comportan como
solidos elasticos, almacenando una cierta cantidad de esfuerzo cuando son sometidas a
esfuerzos menores que un determinando valor oy, denominado umbral de fluencia (o yield
stress). Para valores de esfuerzo mayores al umbral de fluencia pueden darse dos tipos de
respuestas: analoga a las de un fluido newtoniano (fluido plastico de Bingham) o
comportamiento no lineal.

Como ejemplos de esta situacion se encuentran pastas, suspensiones, emulsiones, grasas,
pinturas, cristales liquidos, etc. (van Wazer y col., 1963; Yoshimura y col., 1987; Cheng,
1986).

El concepto de umbral de fluencia aparece cuando a velocidades de deformacion muy bajas
persiste un esfuerzo de corte no despreciable, pero es probablemente un concepto inexacto.
Lo que sucede en realidad es que la escala de tiempo experimental es limitada, y no permite
medir velocidades de deformacion tan bajas que requieran excesivo tiempo de ensayo. Al
aplicar un esfuerzo cortante mas pequefio que el umbral de fluencia se considera que la
velocidad de deformacion es nula ya que en el tiempo de duracién del ensayo no se detecta
ninguna deformacion, pero probablemente presenta un valor muy bajo distinto de cero. De
todo ello resulta que el esfuerzo de corte limite es mas bien un dato extrapolado que una
realidad fisica, y lo que sucede en realidad es que se tiene una viscosidad muy grande para

valores muy bajos de la velocidad de deformacion (Barnes y Walters, 1985).

v" Fluidos con comportamiento dependiente del tiempo
Existen algunos fluidos no-newtonianos, que presentan una variacion de la viscosidad no
solo con la velocidad de cizalla, sino también con el tiempo de acciéon de ésta. Este
fendmeno se debe a que la reordenacion de la estructura al flujo al producirse un cambio en
la velocidad de cizalla requiere de un determinado tiempo, es decir, no ocurre
instantaneamente. El efecto mas comun es el denominado tixotropia, que se caracteriza por
un descenso de la viscosidad con el tiempo de cizalla y una recuperacion total de la

viscosidad cuando cesa la cizalla.
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En la Figura 1-12 se presentan las representaciones del esfuerzo de corte (o) vs la
velocidad de deformacién (y') (curvas de flujo), caracteristicas de cada tipo de fluido

discutido anteriormente.

Ley de Newton
o=ny’

Curva de flujo

Materiales l

Plasticos

Pseudoplastico

/ s
Dilatante P d

Tixotropia

-2
-2

Figura 1-12. Diagrama de la clasificacion de los diferentes tipos de comportamientos

reoldgicos.

Los alimentos fluidos y semisdlidos exhiben un amplio rango de comportamientos
reolégicos, debido a las variaciones en su composicion y estructura (Rao y Cooley, 1984).

A continuacion se definen, de manera global, los modelos reoldgicos usados mas
frecuentemente para describir matematicamente las propiedades de flujo de los alimentos.
El modelado matematico proporciona una manera de representar una gran cantidad de

datos en términos de una expresion matematicamente sencilla.

Modelado matematico de las curvas de flujo en estado estacionario

Para muchos alimentos, el comportamiento elastico es muy escaso o puede despreciarse
(como una excepcion puede mencionarse la masa), siendo la principal area de interés la
viscosidad. Las curvas de “esfuerzo de corte” versus “velocidad de deformacion”, o de
“viscosidad aparente” en funcién de “velocidad de deformacion”, pueden modelarse

matematicamente usando diversas funciones.
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Algunos de los modelos que han sido utilizados para representar el comportamiento de flujo
de fluidos no-newtonianos (Steffe, 1996) son:

Ley de la Potencia:

o=ny" Ec. 1-9
donde o es el esfuerzo de corte, y" la velocidad de deformacion, n la viscosidad aparente y n

el indice de comportamiento de flujo.

Modelo de Casson:

0_1/2 :O_(l)/z +Ké/27/|1/2 EC. 1_10
donde c es el esfuerzo de corte, y" la velocidad de deformacién, K. una constante y o el

umbral de fluencia del sistema,

Modelo de Herschel-Bulkley:

o=o0,+Ky" Ec. 1-11

donde c es el esfuerzo de corte, vy la velocidad de deformacion, K el indice de consistencia,
n el indice de comportamiento de flujo y o, el umbral de fluencia. En los fluidos que siguen
este modelo, la viscosidad aparente decrecera con el aumento de la velocidad de

deformacion cuando 0<n<1.0, mientras que su comportamiento sera opuesto cuando n>1.0.

Modelo de Cross (Rao, 1999):

ny — 1.,
n=n,+——"— Ec. 1-12

1+(T¢)m

donde n es la viscosidad aparente, ng es la viscosidad a cero velocidad de deformacion
(denominada también viscosidad newtoniana), n.. es la viscosidad limite a alta velocidad de
deformacién (denominada también segunda viscosidad newtoniana), m es un exponente
adimensional y T es un tiempo caracteristico de relajacion del sistema.

Una modificacion al modelo de Cross, que no contempla la segunda viscosidad newtoniana,

esta dada por la siguiente expresion:
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Mo
n=-—"——x Ec. 1-13

1{17)"'

El modelo de Cross Modificado (Ec. 1-13) se ha aplicado anteriormente a otros
hidrocoloides, con algunas desviaciones a bajas velocidades de cizalla. Cuando n<<nq, la
Ec. 1-13 predice un comportamiento tipo “ley de la potencia”, cuando el valor de (1 — m) se
aproxima al indice de flujo n.

El modelo mas adecuado para un fluido viscoelastico dependera, en definitiva, de la
respuesta del fluido a la deformacion o el esfuerzo, y cuan bien se ajuste la expresion
matematica a los datos experimentales.

Mientras que un liquido newtoniano, para una temperatura y presién dadas, presenta solo
un parametro de viscosidad, las descripciones mas simples de un liquido no-newtoniano
consideran, como minimo, dos parametros: indice de consistencia (K, Pa.s") e indice de
comportamiento de flujo (n). Algunos fluidos también presentan un esfuerzo cortante limite o
umbral de fluencia, como fue expuesto anteriormente en los modelos de comportamiento de
flujo (oo, Pa) (Barnes, 2001).

El indice de consistencia K, es una constante de proporcionalidad entre la relacion de
velocidad de deformacion y el esfuerzo de corte aplicado que la produce. Es por lo tanto, un
indicador del grado de viscosidad en fluidos no-newtonianos. El indice de comportamiento
de flujo n, es un numero adimensional que indica la cercania al flujo newtoniano. Para un
liguido newtoniano n = 1; para un fluido dilatante n es mayor que 1; y para un fluido
pseudoplastico n es menor que 1. El umbral de fluencia es un parametro estructural que
indica el esfuerzo necesario para que la muestra comience a fluir (Bourne, 1982; Steffe,
1996).

Tedricamente, las propiedades reolégicas fundamentales son independientes del
instrumento en el cual son medidas, de manera que diferentes instrumentos produciran los
mismos resultados; sin embargo, esto es un concepto ideal y diferentes instrumentos rara
vez producen resultados idénticos; no obstante, el objetivo es distinguir las propiedades

reoldgicas verdaderas del material de las caracterizaciones subjetivas (Steffe, 1996).

Comportamiento viscoelastico

El término viscoelasticidad engloba el comportamiento de muchos fluidos que pueden
exhibir elasticidad y flujo cuando son sometidos a un cizallamiento. Es el formado por la
suma de un componente elastico (Hookeano o no), que absorbe la energia aplicada

transformandola durante la deformacion en energia potencial, de forma que cuando esta
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cesa, la deformacion vuelve a su estado inicial, y un componente viscoso (newtoniano o no),
que absorbe la energia aplicada transformandola en calor y fluyendo.

La mayor parte de las pastas y emulsiones concentradas, asi como los geles, suelen
mostrar viscoleasticidad. Esto se traduce en el comportamiento siguiente: a bajas
deformaciones, el fluido viscoelastico se comporta literalmente como un sélido elastico. A
altas deformaciones, estos fluyen de forma viscosa; es decir, como liquidos.

Un material viscoelastico posee una estructura interna que es capaz de almacenar energia a
bajas deformaciones, energia que libera luego al cesar la deformacion para volver a su
configuracién original, de manera similar a un resorte. Claro esta, si la deformacion es de
magnitud suficiente, la estructura interna colapsa y se produce el flujo del material.

El estudio de la viscoelasticidad implica establecer relaciones entre el esfuerzo, la
deformacion o velocidad de cizalla y el tiempo. Es muy util a la hora de obtener informacion
sobre la microestructura del material (Ferry, 1980), estudiar el comportamiento de un
material durante su almacenamiento, detectar posibles separaciones de componentes, etc.
En este tipo de comportamientos es posible encontrar dos situaciones diferentes. En el caso
en el que tanto el esfuerzo como la deformacion sean relativamente pequefios, de manera
que la estructura del material se conserva en estado practicamente imperturbado, las
relaciones entre ambas magnitudes y el tiempo se pueden describir mediante ecuaciones
diferenciales lineales de coeficientes constantes y el comportamiento se denomina
"viscoelasticidad lineal". Esto implica que la relacion entre la deformacion y el esfuerzo es
sélo funcion del tiempo y no de la magnitud del esfuerzo (Darby, 1976; Dealy, 1982). En el
caso contrario, en el que la cizalla aplicada sea suficientemente elevada como para producir
destruccidon estructural, a dicho comportamiento se le denominara "viscoelasticidad no
lineal".

Los criterios para caracterizar los materiales viscoelasticos son relativos y dependen del
tiempo caracteristico requerido por el material para responder a un cambio en esfuerzo o
deformacion, en comparacion con la escala de tiempo de observaciéon, ademas de la
magnitud del esfuerzo o de la deformacion. Esta escala de tiempo se cuantifica a través del
numero de Deborah (D) (Reiner, 1960). La definicibn mas comun de este parametro es el
cociente entre el tiempo de relajacion caracteristico del material y el tiempo de observacion.
Cuando D.,—0, los materiales tienden a un comportamiento puramente viscoso, mientras

que cuando D,— se comportan como solidos.

Modelos analégicos mecanicos
Clasicamente las respuestas de los materiales viscosos y elasticos han sido descriptas
mediante analogias con las de ciertos elementos mecanicos (Darby, 1976; Ferry, 1980;

Tschoegl, 1989). La descripcion de los materiales viscoelasticos se realiza, entonces, por
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combinacion lineal de elementos viscosos y elasticos; por tanto, estos modelos son
aplicables solamente a comportamientos viscoelasticos lineales. El elemento puramente
elastico se representa mediante un resorte ideal, ya que éste almacena toda la energia
aplicada, mientras que el elemento puramente viscoso se representa mediante un
amortiguador hidraulico en el que el piston se mueve holgadamente dentro de un liquido
newtoniano, disipandose en forma de calor toda la energia aplicada. Para el caso del resorte
ideal, el factor de proporcionalidad entre esfuerzo y deformacion es el médulo de Young, G
(Ec. 1-5), mientras que para el amortiguador el factor de proporcionalidad es la viscosidad, n
(Ec. 1-6).

Los materiales reales muestran comportamientos no lineales bajo grandes deformaciones,
con lo que estos modelos sélo son adecuados para pequenos esfuerzos. Sin embargo, a
pesar de esta limitacion, los modelos analdgicos resultan extraordinariamente utiles para
comprender la respuesta de un material viscoelastico a un estimulo mecanico y relacionar
las diferentes funciones viscoelasticas mediante un tratamiento matematico sencillo. De este
modo, es posible reducir los valores de las diferentes funciones y su variaciéon con el tiempo
o la frecuencia a unos pocos parametros capaces de describir el comportamiento del

material.

1) Modelo de Maxwell
Es un modelo que a pesar de su sencillez, contiene todos los fundamentos conceptuales.

Consta de un resorte y un amortiguador hidraulico colocados en serie como se observa en la
Figura 1-13.

1 . ERVAVAVAVARN

Figura 1-13. Elemento de Maxwell.

Si se aplica una deformacion relativa, vy, al sistema mostrado, el resorte reacciona primero,
seguido por el movimiento del pistdon. Una vez que cesa la deformacion, el resorte retorna a
su forma original, usando la energia que es capaz de almacenar mientras es deformado. Por

otro lado, el pistdon no puede recuperarse; su desplazamiento es permanente. El esfuerzo en
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ambos elementos es el mismo, mientras que la deformacion total es la suma de la

deformacion elastica, vs y la deformacion del fluido, yq:
7/:7/s+7/d Ec. 1-14

Diferenciando respecto al tiempo y sustituyendo los valores de las velocidades de
deformacion elastica y viscosa por sus equivalentes en funcién del esfuerzo, médulo de

elasticidad y viscosidad (Ec. 1-6 y 1-7), se tiene:

c+A—=ny Ec. 1-15

donde A es el tiempo de relajacion (tiempo caracteristico del material) y queda definido
como: A=n/G. Este parametro esta relacionado con el tiempo necesario para la relajacién del
esfuerzo cuando el sistema se somete a una deformacién. Valores bajos de tiempo de
relajacion corresponden a materiales en los que existe un caracter predominantemente
fluido, en tanto que valores elevados corresponden a un mayor predominio del caracter
sélido.

Para una situacioén estacionaria, la Ec. 1-15 se transforma en la correspondiente a un fluido
newtoniano. Por el contrario, si el esfuerzo varia rapidamente la componente elastica sera

preponderante.
2) Modelo de Voigt

En este modelo los dos elementos mecanicos se colocan en paralelo (Figura 1-14)
(Macosko, 1994).

— /VVV\ —
Figura 1-14. Elemento de Voigt.

En este caso, el esfuerzo total es la suma de los esfuerzos elasticos, Os, y viscosos, Og.
Sustituyendo los valores por sus equivalentes segun las Ec. 1-6 y 1-7, respectivamente, se

obtiene:
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%:ﬂ-y'w Ec. 1-16

Aunque A se define del mismo modo que el tiempo caracteristico del modelo de Maxwell, su
significado es el inverso, es decir, esta relacionado con la rapidez con que se deforma un
material sometido a un esfuerzo constante.
3) Modelos generalizados

Los modelos de Maxwell y Voigt son modelos muy simples que no pueden describir por si
mismo el comportamiento real de un material viscoelastico. Por lo general, estos materiales
no tienen un tiempo de relajacion tan simple, sino que relaja progresivamente. En este
sentido, es necesario establecer una distribucion de tiempo de relajacién. Asi, puede
definirse el modelo de Maxwell generalizado, el cual se usa frecuentemente para describir
fluidos reales eligiendo una distribucion de tiempos de relajacion adecuada (Thomson,
1888). Fisicamente, el modelo consta de una disposicion de N modelos de Maxwell

individuales en paralelo, cada uno con un tiempo de relajacion diferente (Figura 1-15).

W —
\VAVAYAV

I -
u . RAAAYER

W

Figura 1-15. Modelo generalizado de Maxwell.

De forma analoga al modelo generalizado de Maxwell, se pueden tener N elementos de

Voigt colocados en serie (Figura 1-16):

SEVAVAVAVAN IEVAVAVAVAN VAVAVAVAR— SNRVAVAVAVAN

Figura 1-16. Modelo generalizado de Voigt.

Funciones viscoelasticas lineales

Existen principalmente tres tipos distintos de ensayos que pueden ser desarrollados para
medir las propiedades fundamentales del material, ellos son los ensayos oscilatorios de baja
amplitud o dinamicos, ensayos de relajacién del esfuerzo y ensayos de fuencia y

recuperacion.
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Ensayos oscilatorios de baja amplitud o dinamicos

Los ensayos oscilatorios constituyen una de las herramientas fundamentales y de creciente
uso para la caracterizacién de las propiedades viscoelasticas de los alimentos, y son mucho
mas fiables que las medidas en estado estacionario (Bistany y Kokini, 1983). Esta técnica no
destructiva posibilita que las medidas se realicen sin provocar dafio estructural a la muestra,
lo que permite relacionar los parametros reoldgicos dindmicos con la estructura molecular en
un estado de equilibrio préximo a una situacion de reposo (Gunasekaran y Ak, 2000). Por lo
tanto, un cambio en la estructura se reflejara en los valores de las funciones viscoelasticas
dinamicas, e incluso en la dependencia de las mismas respecto a la frecuencia.

En los ensayos dinamicos, una vez determinado el limite de viscoelasticidad lineal, la
caracterizacion completa del material requiere ademas la determinacién del denominado
espectro mecanico, es decir, de la influencia de la frecuencia del movimiento oscilatorio en
un intervalo de frecuencias lo mas amplio posible sobre los valores de al menos dos
funciones viscoelasticas que permitan conocer tanto la respuesta elastica como la viscosa
de un material.

Las medidas dinamicas se basan en la aplicacion de un esfuerzo de corte o deformacion por

cizalla que varia de forma sinusoidal con el tiempo de la siguiente forma:

o =0, sen(ot) Ec. 1-17

¥ =y, sen(ot) Ec. 1-18

donde 0y Yy yo son las amplitudes del esfuerzo y deformacién, respectivamente, w es la
frecuencia y t el tiempo de ensayo.

Un material sometido a una deformacién sinusoidal, que garantice una respuesta
viscoelastica lineal, responde con un esfuerzo de cizalla que sigue también una funcion
sinusoidal respecto al tiempo a la misma frecuencia, con un angulo de desfase, d, y con una

amplitud caracteristica de la naturaleza de dicho material (Schramn, 1994):

o =0, sen(ot + ) Ec. 1-19

Para un sélido hookeano 6=0, para un fluido newtoniano 6=90° y para un material
viscoelastico 0 < & < 90°.
En la Figura 1-17 se ilustra el esfuerzo aplicado y la deformacion para diferentes tipos de

materiales durante un ensayo oscilatorio dinamico.
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Respuesta puramente elastica Respuesta puramente viscosa
5=0° 5=90°

\/ Esfuerzo ! i \//\\/
Deformacion T \/ Deformacion /‘:/\ /\\

Esfuerzo

I le—— Angulo de fase 0°<5<90°
I
" /\

P, Y i,
F L.V Y

Figura 1-17. Estimulo y respuesta de diferentes tipos de materiales ante un ensayo

Esfuerzo

Respuesta viscoelastica

Deformacion

oscilatorio dinamico.

Una forma conveniente de manipular las variables dinamicas es en forma de sus
equivalentes complejas, obteniendo ciertas funciones viscoelasticas de los materiales de
gran interés. Las relaciones entre estas componentes de la deformacion y el esfuerzo
oscilatorio son la base para las definiciones de varias funciones del material. La mas comun
es el modulo de cizalla complejo, G*, que se define como la relacion entre el esfuerzo y la

deformacion en cizalla oscilatoria (Darby, 1976):

G (0)=G (0)+ jG (w) Ec. 1-20

La componente en fase, G', representa el caracter elastico del material y es llamada modulo
de almacenamiento. La componente en desfase, G", representa el caracter viscoso y se
denomina maédulo de pérdidas.

Se ha propuesto un modelo de tres zonas para describir el comportamiento viscoelastico de
soluciones poliméricas como medidas de reologia dinamica. Segun la magnitud relativa de
G’y G”, un gréfico logaritmico de ambos en funcién de la frecuencia consiste en tres zonas:
terminal, plateau y transicién (Figura 1-18). Para polimeros convencionales de cadenas
flexibles, dicha variacion en comportamiento con la frecuencia es el resultado de la
influencia del peso molecular de los polimeros o del entramado entre macromoléculas
(Wang y Simon, 2004).
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Zona de
transicién

Zona plateau
Zona
terminal

Gl, G”

w

Figura 1-18. Modelo de tres zonas de comportamiento de soluciones poliméricas.

El cociente entre estas funciones viscoelasticas se define como tangente del angulo de
desfase o tangente de pérdida, tan 8, y es una medida de la razén de energia almacenada y

disipada en un ciclo de deformacion por unidad de volumen:

tanod = G— Ec. 1-21
G

Su representacion grafica en funcidon de la frecuencia, para sistemas altamente
estructurados, se caracteriza por la existencia de un minimo en la tan & a frecuencias
intermedias, relacionado con la region “plateau”.
Los geles fuertes muestran valores de G’ mayores que los de G”, siendo G’ casi
independiente de la frecuencia, y G” muestra un minimo a frecuencias intermedias (Clark y
Ross-Murphy, 1987; Rao y col., 1997). A su vez, los geles débiles poseen propiedades
reoldgicas intermedias entre disoluciones y geles fuertes. A bajas deformaciones, estos
sistemas exhiben un espectro mecanico de gel (G’ es casi independiente de la frecuencia y
G” aumenta con la frecuencia, por lo tanto el & también aumenta con la frecuencia),
mientras que en el punto de gel, la tan & es independiente de la frecuencia (Winter y
Chambon, 1986).

Ensayos dependientes del tiempo:

1) Ensayo de relajacion del esfuerzo
El ensayo consiste en la aplicacion de una deformaciéon constante sobre el material, y la

observacién de la variacion del esfuerzo en funcion del tiempo:
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G(t)= )

Ec. 1-22
donde G(t) es el mdédulo de relajacidon en cizalla y describe la relajaciéon del esfuerzo
después de la deformacién aplicada (Rehage, 1994). En el caso de un sélido elastico de
Hooke se alcanza rapidamente una situacion de equilibrio que queda definida por el modulo
de rigidez en equilibrio, G.. Para un liquido viscoso la relajacion se produce
instantaneamente.

En la Figura 1-19 se observa el estimulo producido sobre el material en un ensayo de
relajacion del esfuerzo y las diferentes respuestas que puede presentar el mismo

dependiendo de su comportamiento.

Entrada
Respuestas

0 ty ty %) t
Fluido ideal Material viscoelastico Sélido ideal

Figura 1-19. Estimulo y respuesta de diferentes tipos de materiales ante un ensayo de

relajacion del esfuerzo.

2) Ensayo de fluencia (Creep) y recuperacion
Los ensayos de fluencia y recuperacion representan un método estatico en el que se aplica
una tensién a una muestra con el objetivo de medir su deformacién a lo largo del tiempo t
(Van Bockstaele y col.,, 2011). La funcion viscoelastica obtenida en este ensayo es la

capacitancia J(t), que se define como el cociente entre la deformacion v (t) y el esfuerzo o.

Jt)= 7t Ec. 1-23
(o2

Dado que el esfuerzo debe ser lo suficientemente pequefio como para asegurar que la
medida ocurra dentro del rango viscoelastico lineal, pero la respuesta debe estar dentro del
rango de deformaciones que se pueda medir, debera utilizarse un reémetro de esfuerzo
controlado.

Un solido elastico (ideal) alcanzaria una capacitancia de equilibrio Je constante con el
tiempo. Para un fluido viscoso puro (ideal), la deformacion aumentaria linealmente con el

tiempo (dy/dt = constante) y, por tanto, también la capacitancia, segun la expresion:
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Jy=1 Ec. 1-24
n

Los materiales viscoelasticos presentaran un comportamiento intermedio entre estos dos
extremos, cuadratico a tiempos pequefios, y lineal a tiempos elevados, ajustandose la parte
lineal a la ecuacion:

J(t)=J] +£ Ec. 1-25

n

donde J.° es la capacitancia en flujo estacionario, que ofrece una medida de la elasticidad
de los fluidos viscoelasticos.
Debido a su capacidad para recuperar su estructura mediante el almacenamiento de
energia, los materiales viscoelasticos mostraran una deformacion permanente menor a la
total aplicada (Steffe, 1996).

En la Figura 1-20, se observa el estimulo producido sobre el material en un ensayo de
Creep y las diferentes respuestas que puede presentar el mismo dependiendo de su

comportamiento.

1 . y

S

t ty t t t to t t

Fluido ideal Material viscoelastico Sélido ideal

a

Entrada
Respuestas

Figura 1-20. Estimulo y respuesta de diferentes tipos de materiales ante un ensayo de

fluencia (Creep) y recuperacion.

Espectro de retardacion

El comportamiento de fluencia se suele describir por el modelo Generalizado de Voigt
(Figura 1-16) (Steffe, 1996). Un grupo de elementos de Voigt en serie representan el
espectro discreto de tiempos de retardacién, cada tiempo A, se asocia con un valor de

capacitancia espectral (J;). Entonces, la capacitancia J(t) puede ser calculada como:

t

. i
JO)=J0 + S (1-e )+ Ec. 1-26
i=1 Mo
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donde J, es la capacitancia instantanea, es decir, a tiempo de retardacion cero, valor
inaccesible experimentalmente, J; son las capacitancias retardadas, A; son los tiempos de

retardacion, y no es la viscosidad a esfuerzo cero. El término 1/1, se conoce como fluidez.

Para un numero infinito de elementos y tiempos de retardacioén infinitesimales, el espectro
continuo de retardacion, L()), se define como la suma de las contribuciones infinitesimales al
comportamiento del material, esto representa la contribucion de la capacitancia al
mecanismo viscoelastico con tiempos de retardacién. Asi la capacitancia J(t) puede ser
definida a partir del espectro continuo de retardacién del material (Riande y col., 1999),
Mours y Winter, 2000):

t

X0=J0+Iu1—eibmnx+lf Ec. 1-27
—o0 T’lo

Espectros de relajacion

Anteriormente quedd reflejado que un fluido representado por un modelo de Maxwell
generalizado puede ser caracterizado por una serie discreta de tiempos de relajacion A; y
modulos de relajacion G;. De forma analoga al espectro de retardacion, esta representacion
de los valores se denomina espectro discreto de relajacion. La respuesta global del sistema
sera la resultante de la contribucién de cada uno de los elementos individuales (Ferry, 1980;
Mackley y col., 1994).

Entonces, las funciones viscoelasticas G’ y G” se pueden calcular a partir del espectro

discreto segun las Ec. 1-28 y 1-29:

(0n,)*
G=G, G —F5 -
+?1 T (00 ) Ec. 1-28
N
G=>G - —— ]
;, ET @x) Ec. 1-29

donde G; es la constante del resorte y A, el tiempo de relajacion del piston, correspondientes
al i-ésimo elemento de Maxwell. G, es el mddulo de equilibrio, valor al que tiende el médulo
elastico del material cuando el tiempo de relajacion tiende a infinito (cero en el caso de los
liquidos).

Considerando un sistema de Maxwell con infinitos elementos (resortes y amortiguadores en

serie) en una escala de tiempo infinita, una situacion practicamente inalcanzable, es posible
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definir un espectro continuo de relajacion del material como una funcién del tiempo H(L),
donde H()\) expresa la distribucion del esfuerzo de relajacion como una funcion del tiempo
de relajacién A. Se trata de una funcion de valores positivos finita en el rango de 0 < A < Apax
y cero por encima del mayor tiempo de relajacion Ansx.

Dado que este espectro no puede medirse directamente, varias teorias han sido
desarrolladas para predecir H(A) a partir de las funciones medibles de los materiales
(Tschoegl, 1989; Mours y Winter, 2000). Por ello de los datos experimentales es posible
obtener una aproximacion del verdadero espectro que implica la consideracién de infinitos
elementos de Maxwell.

Las expresiones que relacionan el médulo de almacenamiento y el médulo de pérdida con

H(1) son las siguientes (Ferry, 1980):

Amax 292
oA dA
G(w)= | HA)———— -
(@) J ()1+a)2ﬂ8 7 Ec. 1-30
i
oA dA
G''(w)= | HA)———m—— .
(@) Of ()IM)Q}bz 2 Ec. 1-31

Asi, mediante una representacion adecuada del espectro de tiempos de relajaciéon, es

posible modelar los mddulos dinamicos.

Los modelos moleculares poseen una gran aplicacién, ya que puede tenerse conocimiento
de su comportamiento en un amplio intervalo de tiempos. Pueden combinarse distintos
ensayos para cubrir este intervalo (mediante la obtencién del espectro), ya que todas las
funciones viscoelasticas estan relacionadas y pueden ser calculadas a partir del mismo
(Mours y Winter, 2000).
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2.1 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue contribuir al desarrollo de alimentos
procesados sanos y nutritivos mediante la optimizacién de formulaciones y de procesos
involucrados en la elaboracion de productos lacteos azucarados tipo dulce de leche
reemplazando totalmente la fase lipidica de origen bovino por incorporacién de aceite

vegetal rico en acidos grasos insaturados mediante la incorporacion de hidrocoloides.

2.2 Obijetivos Especificos

Los objetivos especificos abordados en esta Tesis, fueron los siguientes:

1) Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de los productos disponibles en el mercado
tales como actividad acuosa, contenido de sodlidos por refractometria, humedad, proteinas,
grasay color.

2) Realizar la caracterizacion reoldgica de los productos comerciales mediante la obtencion
de curvas de flujo en estado estacionario, realizacion de ensayos de esfuerzo oscilatorio y
de fluencia viscosa. Modelar las curvas de flujo y estimar el espectro mecanico de relajacién
de los sistemas comerciales a partir de los datos reoldgicos obtenidos mediante oscilometria
dindmica dentro del rango de viscoelasticidad lineal.

3) Comparar las predicciones de los modelos obtenidos con resultados experimentales.

4) Disenar y desarrollar productos lacteos azucarados tipo “dulce de leche” libres de
materia grasa adicionados con diferentes niveles de goma xantica y distintos contenidos de
humedad final.

5) Estudiar las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de los productos obtenidos con
similar metodologia que la empleada para las muestras comerciales, y vincularlas con la
composicion del producto.

6) Encontrar ecuaciones predictivas que vinculen el comportamiento reoldgico del producto
con su formulacion.

7) Predecir la actividad acuosa (a,) y los parametros del modelo de Herschel-Bulkley para
las curvas de flujo de productos 0% de contenido lipidico mediante ecuaciones matematicas
que permitan vincularlos con la composicion del producto.

8) Evaluar el efecto del almacenamiento sobre los parametros de calidad de producto sin
materia grasa.

9) Disenar y desarrollar productos lacteos azucarados tipo “dulce de leche” sin grasa lactea
adicionado con aceites vegetales.

10) Estudiar variables como composicion del producto, composicién de la fase grasa a
agregar (aceite nutricionalmente y tecnolégicamente mas adecuada), condiciones del

proceso de emulsificacion, agregado de antioxidantes, etc., sobre los parametros de calidad
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del producto. Optimizar el proceso de obtencidén y la composicion para obtener productos
similares a los tradicionales.

11) Analizar la relacion entre el comportamiento viscoelastico y la composicion del sistema.
Interpretar sus propiedades estructurales a través del modelado de sus espectros de
relajacion.

12) Evaluar la estabilidad del producto obtenido en forma acelerada, estudiando sus
principales posibles alteraciones: desarrollo de cristales y oxidacion lipidica.

13) Realizar la elaboracion a escala piloto del producto a fin de evaluar los cambios o
modificaciones necesarias en el proceso y la factibilidad de la obtencién de un producto de
adecuadas caracteristicas.

14) Analizar el efecto del almacenamiento a 20°C sobre la estabilidad del producto
elaborado a escala piloto evaluando sus caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas, de

estabilidad y sensoriales durante su periodo de vida util (6 meses).
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3.1 Introduccioén

El dulce de leche (DL) es comercializado, al menos, como cuatro tipos de productos en
Argentina segun sus diferentes aplicaciones (tradicional, repostero) o destinados a
individuos con requerimientos nutricionales especiales (reducido en calorias o en grasas).
Todos ellos difieren en su composicion, contenido lipidico y caldrico, y sus caracteristicas de
flujo, y estan disponibles para los consumidores bajo el nombre de “dulce de leche”.

Las diferencias entre ellos pueden basarse en diferentes aspectos. Segun sus
caracteristicas texturales, las diferentes versiones pueden utilizarse para untar (de consumo
familiar), en pasteleria o reposteria, o en la industria galletera o heladera. Asimismo, desde
el puntos de vista dietario, los diversos productos pueden apuntar a consumidores con
dietas reducidas en calorias (individuos con problemas de obesidad), limitada en azucares
(personas diabéticas) o bien dietas restringidas en grasa (orientado a personas con
alteraciones en el metabolismo lipidico).

En referencia a la calidad del producto lograda por diferentes empresas, los dulces de leche
en Argentina pueden o no presentar sellos de calidad, por ejemplo poseer la inscripcidon
“Premium” en su envase. Segun el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), para que un dulce de leche sea considerado de calidad “Premium” y aspirar a
poseer el Sello de Calidad “ALIMENTOS ARGENTINOS, UNA ELECCION NATURAL” (o su
version en inglés “ARGENTINE FOOD, A NATURAL CHOICE”), debera cumplir con
atributos adicionales diferenciadores vinculados al producto, al proceso y eventualmente al
envase. Algunos de dichos atributos a considerar se refieren a parametros fisicoquimicos y
biolégicos del producto, superando las exigencias del Codigo Alimentario Argentino
(RESOLUCION GMC N° 137/96, CAA, 2015), referidos por ejemplo al método de obtencion
y caracteristicas de la leche, edulcorantes empleados, proceso de elaboracién, composicion
y caracteristicas del producto final. Debido a que uno de los ingredientes principales del
producto es la leche obtenida por ordefie de bovinos, es que la obtencién de la misma y su
calidad resultan ser factores diferenciales y que aseguren un producto final superior. Por
ejemplo, la zona geografica de produccion debe asegurar que la alimentacién de las vacas
lecheras sea principalmente pastoril, el tiempo entre ordene y elaboracion sea inferior a 72
horas, que la temperatura de conservacién durante la totalidad de ese periodo debe ser
menor a 6 °C, se debe mantener la cadena de frio durante el transporte y como maximo
llegar a 9 °C, entre otras. En cuanto al uso de aditivos, se prohibe la presencia y el uso de
cualquier tipo de conservantes y aditivos exceptuando al bicarbonato de sodio y/o potasio y
vainillina.

Respetando la normativa vigente para envases, se admite el uso de envases de vidrio o

envase metalico (hojalata). No obstante, se considera que el empleo de envases de vidrio
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transparente permite una mejor percepcion de la calidad del producto y se relaciona con el
cuidado del ambiente al tratarse de un material reciclable.

El protocolo también incluye condiciones referentes a la produccion primaria de manera de
asegurar la calidad de la materia prima, como la implementacion de las Buenas Practicas
Pecuarias (BPP). También se ha optado por la implementacién del sistema Analisis de
Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC o HACCP) en cada etapa del proceso de

elaboracion del dulce de leche.

3.1.1 Aspectos relacionados con la conservacion del dulce de leche

La actividad acuosa (a,) es un parametro estrechamente ligado a la humedad de los
alimentos, lo que permite determinar su capacidad de conservacion y de desarrollo
microbiano. Junto con la temperatura, el pH y el oxigeno son los factores que mas influyen
en la estabilidad de los productos alimenticios.

Con excepcion de la oxidacion de lipidos, que puede ocurrir a velocidades elevadas en
niveles de a,, cercanos a 1 y también cercanos a 0, las demas reacciones asociadas con el
deterioro de alimentos disminuyen su velocidad en la medida que se reduce el agua
disponible. Asi, por ejemplo, la mayor parte de los microorganismos crecen normalmente por
encima de valores de a,, de 0.95, mientras que su desarrollo es reducido por debajo de 0.85
y nulo en general, por debajo de 0.60.

La alta concentracién de solutos alcanzada en el dulce de leche debido a su proceso de
elaboracion, resultan en una a,, normalmente por debajo de 0.85 (Vigo y col., 1983), que
constituye el principal factor de preservacion en este producto (Doyle y col., 2001). La
estabilidad bacteriana del dulce de leche a temperatura ambiente es bien conocida, incluso
bajo condiciones de uso doméstico. Sin embargo, el crecimiento de hongos y levaduras
puede producirse cuando el producto se almacena a temperatura ambiente durante largos
periodos de tiempo (Ferramondo y col., 1984), ya que son contaminantes capaces de
desarrollarse bajo condiciones de agua reducida, ademas proporcionan informacion sobre
las condiciones generales del procesamiento, almacenamiento y transporte de los alimentos,
y constituyen indicadores importantes del deterioro de los productos (Andrade y col., 2009).
Ferramondo y col. (1984), propusieron que la adicién de sorbato y un valor de pH adecuado
puede ser una forma util de mejorar la calidad de conservacion de dulce de leche
almacenado a temperatura ambiente.

El periodo de vida util en cada caso, estara entonces determinado por la combinacion de

diversos factores (ay, pH, composicion, tipo de envase, proceso, etc.).
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3.1.2 Atributos del dulce de leche

Los atributos de un alimento se perciben en el siguiente orden: apariencia, aroma u olor,
textura y sabor. La apariencia es muchas veces el unico atributo en el cual se basa la
decision de comprar o consumir un alimento. Las caracteristicas de apariencia son, entre
otras, el color (generalmente el deterioro de un alimento esta acompafado por cambios de
color), la forma y el tamafo (largo, ancho, forma geométrica, tamafo de particulas), el brillo

o la turbidez.

Color

El color en el dulce de leche juega un rol preponderante en la evaluacion de la calidad
comercial y aceptacion por parte de los consumidores (Rodriguez y col., 2012). Desde el
punto de vista quimico, se estima que el color del dulce de leche se produce por diferentes
tipos de reacciones que ocurren durante el proceso de elaboracion con distinto grado de
participacién, debido a las condiciones de pH y temperatura en que éste se desarrolla. En
sentido general, se trata de reacciones de pardeamiento tipo Maillard (Buera y col., 1990;
Hough y col., 1991, Malec y col., 1999) y muy probablemente también a reacciones de
caramelizacion y oxidacion, habida cuenta de las caracteristicas propias de este tipo de
reacciones aportadas por numerosos investigadores (Feather y Harris, 1973; Kuster y
Temmink, 1977; Theander, 1981; Buera y col., 1987). La complejidad de los mecanismos
involucrados, no del todo conocidos, dificultan la interpretacion cinética del proceso (Pauletti
y col., 1995).

El color esta directamente ligado al fenédmeno de la vision humana. Debido a que es una
caracteristica importante de la apariencia de cualquier objeto —y también en los alimentos-—
existen muchas técnicas instrumentales para medirlo. El caso mas corriente es disponer de
un colorimetro ftriestimulo o espectrocolorimetro. De acuerdo a los conceptos CIE
(Commission Internationale de I’Eclairage), el ojo humano posee tres receptores de color -
rojo, verde y azul- y todos los colores son combinaciones de ellos (Pathare y col., 2012). L*
es una medida apropiada de la luminosidad, que es la propiedad de acuerdo a la cual cada
color puede ser considerado como equivalente a un miembro de la escala de grises, entre

negro y blanco (Granato y Masson 2010).

Textura

El dulce de leche tiene una textura tipica que es importante para los consumidores en la
evaluacion de su aceptabilidad general (Hough y col., 1986). Se ha observado que su
viscosidad se ve afectada principalmente por el contenido de soélidos solubles, la acidez de
la mezcla inicial y el porcentaje de sacarosa, explicando estas tres variables el 73-85% de

las variaciones en la viscosidad final (Casals y de Hombre 1995). En cuanto a la cantidad de
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sélidos solubles se tiene que conforme ésta aumenta, la viscosidad del producto también
aumenta (Lewis, 1993; Zunino 1998) y en el caso del pH, Rovedo y col. (1991) observaron
que a pH inferiores a 6.1 la viscosidad del producto disminuye, mientras que aumenta a
valores mayores.

Segun Lees y Jackson (1992), la presencia de sdlidos de leche en productos tipo caramel
(emulsion o/w, con gotas de grasa estabilizadas por proteinas lacteas en matriz acuosa
azucarada con productos de caramelizacién y Maillard) hace que difieran en sus
propiedades respecto a otros de tipo repostero, principalmente en textura, flavor y color. Del
mismo modo, a mayor contenido de solidos de leche en caramel, mas consistente sera el
producto, siendo las caseinas el componente que contribuye a su dureza.

El consumidor busca en el dulce de leche una consistencia cremosa o pastosa (Pauletti y
col., 1992), y una textura homogénea (sin grumos) que sea agradable al paladar y libre de
sensacion arenosa, provocada por la cristalizacion de lactosa durante el almacenamiento y
manipulacion posterior a la elaboracién (Ares y Giménez, 2008). La evaluacién sensorial e
instrumental constituyen en este caso las herramientas idoneas para establecer la
naturaleza de las caracteristicas de textura, color y sabor del producto (Chacén-Villalobos,
2013).

Generalmente, los atributos de textura se han estimado por panelistas sensoriales y/o por
una variedad de métodos instrumentales. Dichas técnicas no son a menudo lo
suficientemente sensibles para dilucidar la relacion entre estructura y propiedades de los
alimentos. Por otra parte, los ensayos de pequena deformacion, permiten la evaluacion de
los cambios microestructurales y la interpretacion a nivel molecular de variaciones en la

matriz alimentaria.

La textura de este tipo de productos ha sido discutida previamente por diversos autores
(Buera y col. (1990), Pauletti y col. (1990) y Pauletti y col. (1996), Moro y Hough (1985),
Heimlich y col. (1994) y Rovedo y col. (1991)). Los parametros instrumentales que se
relacionan con la firmeza de DL (esfuerzo de corte, dureza y adhesividad) fueron altamente
correlacionados con la dureza sensorial. Ningun parametro instrumental fue capaz de reflejar
la capacidad sensorial de formar filamentos adhesivos y/o aglutinados de las muestras (Ares
y col., 2006). Pauletti y col. (1990), Navarro y col. (1999) y Pedrero y col (2001) encontraron
mediante ensayos dinamicos oscilatorios que el comportamiento reolégico de DL es
intermedio entre una solucién concentrada y un gel, dependiendo del tipo y el contenido de
sélidos. Otro método alternativo utilizado por Corradini y Peleg (2000) para evaluar la

consistencia de este producto fue la viscometria de extension biaxial sin friccion.
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3.2 Objetivos especificos

A fin de caracterizar los diferentes tipos de productos disponibles en el mercado y establecer
el tipo de comportamiento reolégico de cada uno se seleccionaron cuatro tipos de dulces de
leche comerciales, a saber, tradicional, reducido en calorias, reducido en grasas y repostero,
y Se propuso:

» Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de los productos tales como actividad
acuosa, composicién (humedad, proteinas, grasa), contenido de sodlidos solubles por
refractometria y color.

» Realizar la caracterizacion reoldgica mediante la obtencién de curvas de flujo en
estado estacionario, realizacién de ensayos de esfuerzo oscilatorio y de fluencia viscosa.

» Modelar las curvas de flujo y estimar el espectro mecanico de relajacién de los
sistemas a partir de los datos reolégicos obtenidos mediante oscilometria dinamica dentro
del rango de viscoelasticidad lineal.

» Comparar las predicciones de los modelos obtenidos con resultados experimentales.

3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Muestras comerciales analizadas

De entre los productos disponibles en el mercado local, se seleccionaron y adquirieron
muestras de dulce de leche (DL), por duplicado, de diferentes marcas comerciales, a fin de
cubrir las diversas variedades y presentaciones de este tipo de productos. Dos productos
correspondieron a DL tradicional (M1 y M2, siendo ademas el M1 de tipo premium); M3
correspondié a un DL repostero y los tres restantes, a productos “bajas calorias” (M4) o
“light” (M5 y M6), segun lo especificado en su rétulo. Excepto el producto de tipo repostero
(M3), el resto son productos comerciales destinados para su consumo directo para untar.
Los productos analizados se encontraban en envases plasticos, de 500 g (M1) o 400 g (M2,
M3, M5 y M6), y el producto M4 en envase de vidrio de 445 g.

Segun las especificaciones de sus rétulos, los dulces contenian ademas de leche y azucar,
los siguientes aditivos, incorporados para lograr la funcionalidad esperada segun el tipo de
producto considerado:

- M1y M2: jarabe de glucosa, NaHCO;

- M3: glucosa, carragenano, agar y pectina

- M4: fructosa, sorbitol, polidextrosa, celulosa microcristalina

- M5: jarabe de glucosa, NaHCO;

- M6: jarabe de glucosa, maltodextrina, carragenano, almidén de maiz, NaHCO;

Asimismo, todos contenian vainilla como saborizante.
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Estas diferencias en la formulacion de los productos repercuten en la composicién final y
caracteristicas reololdgicas de los mismos, dado que a pesar de ser productos similares, el
punto final en el proceso de elaboracion es fijado para cada uno en particular, con lo que el
contenido de agua y solidos puede diferir entre ellos.

Asimismo, los dulces analizados presentaban diferencias en su valor calérico (segun
rétulos): para los del tipo tradicional era de 340 y 305 Kcal/100 g para M1 y M2,
respectivamente; para los dulces light o reducidos en calorias, de 210, 285 y 255 Kcal/100 g,
para M4, M5 y M6, respectivamente, mientras que para el dulce de leche repostero M3 era
310 Kcal/100 g.

3.3.2 Caracterizacion fisicoquimica

Actividad acuosa y pH

La actividad acuosa (a,) de los dulces fue determinada a 25 °C por duplicado en equipo
AqualLab Serie 3 (Decagon Devices, Inc., WA), utilizando como referencia una solucion
saturada de KCI cuya a, es de 0.84310.003, cercana a la esperada en este tipo de
productos.

El pH de las muestras fue determinado mediante un electrodo de vidrio (PHOENIX, USA,
Mod. 557-3512) en un pHmetro (modelo EC30, Hacht, Loveland, USA) previamente

calibrado con solucién buffer adecuada.

Contenido de sélidos solubles

La determinacion de grados Brix (°Brix) es el modo de medicion del indice de refracciéon de
una solucion. Es una caracteristica Optica de una sustancia y el numero de particulas
disueltas en ella. El principio de medicion se basa en la refracciéon de la luz creada por la
naturaleza y la concentracién de los solutos (por ejemplo el azucar). Es por esto que un
refractdometro mide indirectamente la densidad de los liquidos. La unidad de medida (grados
Brix) lleva el nombre de Adolf F. Brix, un cientifico del siglo XIX. Segun esa escala, 1 °Brix
corresponderia a un indice de refraccién de una solucion de sacarosa en agua al 1%. La
escala Brix expresa entonces, el contenido de azucar en g de sacarosa por 100 g de
solucién acuosa, asi 20 °Brix ~ 20% p/p de sacarosa en solucion (Bakker y Clarke, 2011).

Esta medida se llevd a cabo mediante un refractometro digital Digit-080 (CETI Optical
Instruments, Bruselas, Bélgica) de acuerdo a Moro y Hough (1985), el cual fue calibrado

previo a su uso con agua, cuyo indice de refraccion se considera estandar.
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Analisis de composicidn centesimal

Contenido de humedad

Se empleo la Norma FIL-IDF 15B para la determinaciéon de humedad en las muestras de
dulce de leche de acuerdo a Moro y Hough (1985), método de referencia para la
determinacion del contenido de sodlidos totales en leche condensada azucarada con la
modificacion de emplear estufa de vacio. Esta técnica incluye un tratamiento previo en el
que se agrega a la muestra arena lavada y calcinada para aumentar la superficie de
evaporacion. En capsulas de aluminio con arena y varilla previamente pesada, se pesaron
aproximadamente 2 g de muestra, y se agregaron 4 ml de agua para disolver y
homogeneizar cuidadosamente muestra y arena con ayuda de la varilla. Se llevé a estufa de
vacio a 102 £ 2 °C hasta constancia de peso entre medidas con una hora de diferencia,
llevando las capsulas a temperatura ambiente en desecador antes de realizar la pesada. Se

expresaron los resultados como humedad (%).

Proteinas (método 24.206, AOAC, 1984)

Se determiné el contenido proteico de los productos mediante el método de Kjeldahl-Arnold-
Gunning, que cuantifica el nitrogeno total (N) presente en la muestra, relacionado
directamente con la cantidad de proteinas, tras eliminar la materia organica con H,SO,.

Se pesaron aproximadamente 0.3 g de muestra y se realiz6 la digestion (equipo K-435 Buchi
Labortechnik AG) con mezcla catalizadora (10:1 Na,SO,:CuS0,4.5H,0) y H,SO, concentrado.
Del (NH,4),SO, formado se liberé el NH; por tratamiento alcalino con NaOH 32 g/100g en una
unidad de destilacion (K-350 Buchi Labortechnik AG), empleando una corriente de vapor y
colectando el NH; en un recipiente con H;BO; 4 g/100g. Finalmente se realizd una titulacion
con una solucién valorada de H,SO,. Se realizd6 en similares condiciones un blanco de
reactivos sin muestra agregada, por duplicado. Se utilizd el factor de conversién de 6.38 g

proteinas/g N para calcular el porcentaje (p/p) de proteinas de las muestras.

Lipidos (método 24.205, AOAC, 1984)

Se pesaron aproximadamente 1 g de muestra y se colocaron en probeta de vidrio con tapa
esmerilada. Se agregaron agua, NH,OH concentrado, etanol, éter etilico y éter de petrdleo,
agitando después del agregado de cada reactivo segun protocolo. Luego de
homogeneizacion completa se determind el volumen total de la mezcla, se dejé reposar
tapado 4 horas en heladera, y se midi6 el volumen de la fase superior etérea. Se tomaron 5
ml de dicha fase con pipeta aforada, y después de evaporar el solvente se determiné por
pesada el residuo lipidico. El contenido de lipidos de los productos se calculd6 como

porcentaje (p/p) teniendo en cuenta la alicuota tomada respecto de la fase etérea total.
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Color

El color fue medido empleando un colorimetro triestimulo Chroma Meter CR-400 (Minolta
Co., Ramsey, New Jersey, USA) a temperatura ambiente sobre 3 muestras de cada
producto y obteniendo los valores promedio para el analisis de los datos.

El color fue descripto a través de los parametros CIE-LAB: la luminosidad L* y la
cromaticidad por los parametros a* y b*. El parametro L* varia desde 100 para un blanco
perfecto y 0 para el negro, a* representa rojo cuando es positivo, y verde cuando es

negativo, y b* representa amarillo cuando es positivo y azul cuando es negativo (Figura 3-1).

+L

-a +

100 %

_— -

Figura 3-1. Espacio cromatico.

3.3.3 Caracterizacion reoldgica

Las medidas reoldgicas se llevaron a cabo utilizando un redmetro de esfuerzo controlado
(RS600 Haake, Thermo Scientific, Alemania) provisto de una unidad de control de
temperatura (K-15 Haake, ThermoElectron, Alemania) con un sensor de platos paralelos
rugosos (diametro 35 mm con abertura de 1 mm) a una temperatura de 20 °C + 0.1 °C
controlada por medio de un bafio termostatico exterior (Figura 3-2). El empleo del plato
rugoso permite evitar el fenomeno de deslizamiento que puede ocurrir durante la medida de
la viscosidad en estado estacionario (Sanchez y col., 2001). Luego de colocar la muestra
sobre el sistema sensor se le permitié descansar por 10 minutos antes de comenzar la
medicion correspondiente. En todos los casos la superficie expuesta de las muestras fue
cubierta con una fina capa de aceite de silicona de baja viscosidad para evitar su

deshidratacién. Al menos se realizaron tres replicados para cada muestra.
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35 mm

Figura 3-2. Reémetro de esfuerzo controlado y esquema del sensor PP35-S utilizado.

Curvas de flujo en estado estacionario

Se determind la viscosidad aparente en estado estacionario (1) en funcion de velocidad de
deformacion (y’) de los diferentes tipos de dulce de leche comerciales seleccionados,
midiendo el esfuerzo de cizalla en estado estacionario a medida que se incrementé la
velocidad de deformacion de 1x10 a 100 s™. La duracién maxima del tiempo de medicién
por punto se fijé en 300 s, pero todas las mediciones se efectuaron antes del tiempo limite,

por lo que pudo considerarse que el estado estacionario fue alcanzado.

Ensayos de esfuerzo oscilatorio

El médulo elastico G' es una medida de la energia almacenada y recuperada por ciclo,
mientras que el médulo viscoso G" es una medida de la energia que se disipa o se pierde
como calor por ciclo de deformacion sinusoidal (Ferry, 1980).

La dependencia del mdédulo de almacenamiento (G') y del modulo de pérdida (G") con la
frecuencia angular (w) fue determinada a un esfuerzo de pequefa magnitud en el rango de
viscoelasticidad lineal (RVL). En las experiencias se aplico un esfuerzo (o) como una funcién
sinusoidal del tiempo a una pequefia amplitud fija. La frecuencia del esfuerzo fue
incrementada paulatinamente y la sefial registrada se transformé en los componentes
elastico y viscoso. El rango de frecuencia usado fue de 0.01 a 300 s™.

Previamente se determind el RVL, para lo que se varié la amplitud del esfuerzo aplicado
sobre las muestras, trabajando a una frecuencia constante de 6.28 s (1 Hz). El criterio
seguido para su determinacion es la relacion lineal entre el esfuerzo y la deformacion.
Cuando los materiales se ensayan en el rango lineal, funciones materiales tales como G'y
G" no dependen de la magnitud del esfuerzo aplicado, la magnitud de la deformacion o la
velocidad de la deformacién. Si dicha relacion es lineal, un esfuerzo aplicado producira una

deformacion proporcional.
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Ensayo de fluencia viscosa

La capacitancia (J) en funcidon del tiempo fue determinada mediante el test de fluencia
(Creep) y recuperacion donde las muestras sin deformar fueron sometidas a un esfuerzo de
corte constante de 1 Pa dentro del RVL.

Todos los experimentos se realizaron sometiendo a la muestra a un esfuerzo de corte en el
rango lineal (0,) durante 420 segundos, cesando la aplicacion de dicho esfuerzo al cabo de
dicho lapso para permitir la recuperacién de la muestra durante otros 420 segundos.
Durante el transcurso de la experiencia el equipo registré la deformacion (y) de la muestra

en funcion del tiempo, y a partir de esta variable, se calculd la capacitancia segun Ec. 1-22.

3.3.4 Anadlisis estadistico

Para el analisis de los datos experimentales se realizaron analisis de varianza
monofactoriales utilizando los procedimientos ANOVA del software SYSTAT (SYSTAT Inc.,
Evenston, IL, USA). Se eligié para comparaciones pareadas el test de “minimas diferencias
significativas” (test de LSD). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas en
las medias para valores de P<0.05. También se utilizd6 el médulo Nonlin de SYSTAT para

llevar a cabo las regresiones no lineales requeridas.

3.4 Resultados y discusion

3.41 Caracterizacion fisicoquimica de dulces de leche comerciales

Mediante el analisis de los diferentes tipo de productos comerciales seleccionados se
obtuvieron los valores medios para los contenidos de proteinas, lipidos, humedad y °Brix, asi
como los valores medios de su actividad acuosa y pH (Tabla 3-1).

Dada la variedad de muestras analizadas y sus diferentes formulaciones, sus composiciones

y parametros fisicoquimicos analizados presentaron variaciones entre ciertos rangos.
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Tabla 3-1. Composicién proximal, °Brix, a, y pH de diferentes tipos de dulce de leche

comerciales®.

Producto M1 M2 M3 M4 M5 M6
Tradicional
Tipo ] Tradicional Repostero Bajas calorias  Light Light
premium
pH 5.70° 6.04° 5.79° 6.15° 5.88° 5.73°
ay 0.764° 0.830° 0.843° 0.882° 0.838>  0.833°
°Brix 76° 70° 78° 59° 70° 70°
% Humedad 31.5° 32.4¢ 33.7° 48.9° 35.3°  33.6°
% Proteinas 6.4° 7.1% 7.5% 7.7%° 6.5° 8.2
% Lipidos 7.2° 7.9° 7.3° 5.8° 1.3° 1.4°
*Supraindices iguales en la misma fila indican que no hay diferencia significativa entre las medias
(P>0.05).

Los valores de pH de todos los tipos de dulces comerciales analizados resultaron entre 5.70
y 6.15. Teniendo en cuenta que el pH final alcanzado es funcion de la formulacién, grado de
neutralizacion y concentracion de acidos presentes, las variaciones encontradas entre las
muestras pueden ser atribuidas a diferencias en los factores mencionados.

Los valores de pH encontrados resultaron inferiores a los informados por algunos autores en
productos similares. Asi, Valencia Garcia y col. (2008) para arequipe elaborado con
sustitutos de azucar reportaron un valores de pH entre 6.15 y 6.25; Chacon-Villalobos y col.
(2013) encontraron valores de pH 6.7 para dulce de leche elaborado con leche bovina
entera; Murillo Roos (2008) en dulce de leche sin grasa y sin azucar obtuvieron un pH de
6.83. Sin embargo, los valores de pH obtenidos en los dulces comerciales tipo tradicional
(M1 y M2) fueron levemente superiores al encontrado por Ferramondo y col. (1984) para el
mismo tipo de productos (pH entre 5.57 y 5.97), mientras que para productos de tipo
repostero, estos autores informaron pH de 5.79 y 6.17, coincidiendo con el valor encontrado
para ese tipo de producto en la presente Tesis.

Asimismo, otros autores hallaron valores de pH coincidentes al rango expuesto en la Tabla
3-1. Por ejemplo, Gaze y col. (2015) encontraron en dulces de leche brasileros pH
comprendidos entre 6.1 y 6.4; Novoa y Ramirez-Navas (2013) reportaron valores entre 5.7 y
6.0 para muestras comerciales de manjar blanco del Valle del Cauca, postre obtenido por
concentracién de mezcla de azucar blanco de cafa y leche de vaca, con adicién de harina,
principalmente de arroz (NTC-3757, 2008), considerado un tipo de dulce de leche.

En cuanto a la actividad acuosa (a,), los diferentes productos analizados presentaron
valores entre 0.764 y 0.882, correspondiendo el menor de ellos a un producto tipo tradicional

Premium (M1) y el mayor, al producto bajas calorias (M4) (Tabla 3-1). Este relativamente
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amplio rango de a, se explica dada la variedad de productos comparados, los cuales
presentan diferente formulacion y caracteristicas.

Ferramondo y col. (1984) hallaron valores de a, en el rango 0.812-0.847 para seis marcas
de dulce de leche tipo tradicional, y entre 0.802 y 0.831 para dos marcas de tipo repostero,
rangos algo mas estrechos respecto a los determinados en las muestras comerciales
analizadas en esta Tesis, dado el analisis de un unico tipo de producto, en cada caso.

Por otro lado, los productos con mayor contenido de sélidos solubles (°Brix) fueron los de
tipo tradicional Premium M1 y repostero M3. Sin embargo, este ultimo presentd similar
contenido de humedad respecto al producto light M6, aunque sus °Brix fueron muy
diferentes. Asimismo, el contenido acuoso del producto reducido en calorias (M4) resulté ser
mayor que el resto de los productos.

Gaze y col. (2015) encontraron valores de humedad entre 17.5 y 29.5%, algo inferiores a los
valores correspondientes a las muestras comerciales del presente Capitulo, al igual que
Roca y Caseres (2011) quienes publicaron un valor de humedad del 19.22% en DL
elaborado a partir de leche fluida y leche en polvo reconstituida. Por otro lado, Murillo Roos
(2008) encontré un 33.8% de humedad en dulce de leche sin grasa y sin azucar, valor que
se encuentra dentro de los hallados para dulces comerciales en el presente Capitulo.

Si se relacionan los resultados obtenidos en los diferentes tipo de dulces para a,, con los
obtenidos para el contenido de sélidos solubles (°Brix) y humedad, se puede observar que el
producto tipo tradicional Premium M1 presenté la menor a,, asociado a un elevado
contenido de sdlidos solubles y baja humedad, resultado de la concentracion de sus
componentes durante su elaboracién. Asimismo, el producto tipo bajas calorias M4 fue el de
mayor a,,, valor asociado a un menor contenido de sélidos solubles y mayor humedad. En el
caso del producto tipo repostero M3, de similar apariencia al producto premium M1, presento
una mayor a, respeto a éste, con un similar contenido de sélidos solubles pero mayor
humedad. La diferencia entre ambos productos podria estar asociada a la incorporacion en
la formulacién del producto tipo repostero de carragenanos, agar y pectina, que permiten
que con una menor concentracién durante su elaboracién se logre una apariencia similar a
un producto tradicional sin espesantes.

El contenido proteico de los productos varié entre 6.4 y 8.2%, correspondiendo el valor mas
alto a uno de los productos light (M6), mientras que los mas bajos fueron encontrados en un
producto tipo tradicional (M1) y en otro de tipo light (M5). Esta variacion puede atribuirse a
las diferentes formulaciones y procesos de elaboracion de los productos, lo que conduce a
diferentes contenidos de sus componentes.

Roca y Caceres (2011), quienes elaboraron diversas muestras de dulce de leche,

encontraron que la que presenté las caracteristicas mas similares a las del dulce de leche
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tradicional en cuanto a sabor, aroma y sobre todo textura fue la obtenida a partir de 50%
leche fluida y 50% leche en polvo reconstituida, presentando un 7.52% de proteinas.

Otro estudio realizado por Murillo Roos (2008) en Costa rica arrojo un porcentaje de 5.8% de
proteinas para dulce de leche tradicional, valor algo inferior a los encontrados en el presente
estudio, lo cual concuerda con Ferramondo y col. (1984), quienes establecieron que la
composicion del dulce de leche varia en funcién del area geografica en la cual se produce
ya que la elaboracion y preferencias son diferentes. Gaze y col. (2015) informaron
contenidos proteicos entre 2.1 a 7.1% para siete muestras de dulces de leche comerciales
del mercado brasilero. Murillo Roos (2008) encontraron un 6.1% de proteinas para dulce de
leche sin grasa y sin azucar elaborado a escala laboratorio con polisacaridos y polialcoholes
como sustitutos de grasa y azucar, respectivamente.

Respecto al contenido lipidico, los menores valores hallados (1.3-1.4%) correspondieron a
los productos tipo Light (M5 y M6), mientras que el mayor contenido lipidico correspondio a
productos de la variedad tradicional y repostero, alcanzando un 7.9%. Estos valores estan
de acuerdo a lo establecido en el Reglamento Técnico de Identidad y Calidad de Dulce de
Leche (MERCOSUR/GMC/RES. N° 137/96, Codigo Alimentario Argentino, 2014), el que
establece un rango de 6-9 g materia grasa/100 g para producto destinados a ser
comercializado en MERCOSUR.

Castafieda y col. (2004) evaluaron los contenidos lipidicos de 8 dulces comerciales
argentinos de la variedad tradicional encontrando niveles entre 5.54 y 7.12%, dos de los
cuales se encontraron fuera de la especificacion. Roca y Caseres (2011) encontraron un
8.94% de contenido graso en DL elaborado a partir de leche fluida y leche en polvo
reconstituida. Asimismo, valores encontrados por Gaze y col. (2015) para el contenido

lipidico de dulces de leche brasileros estuvieron comprendidos entre 3.6 y 7.0%.

La Tabla 3-2 presenta los valores obtenidos para los parametros de color de los distintos
productos comerciales analizados. Todos los parametros presentaron diferencias entre las
distintas muestras analizadas, lo cual, teniendo en cuenta las diferencias en el proceso de
elaboracion y caracteristicas de la materia prima, refleja lo reportado por Rodriguez y col.
(2012), quienes publicaron que el color del dulce de leche es funcion de variables
tecnoldgicas tales como pH y tiempo de tratamiento térmico, entre otros factores. El
parametro con mayor variacion fue la luminosidad (L*) observandose diferencias
significativas con el tipo de dulce y, para un mismo tipo, entre marcas, debido a variaciones
en su formulaciéon y/o proceso de elaboracién. Pudo observarse que el producto M1
presentd la menor L*, asociado al menor contenido de humedad y a,, mientras que el

producto M4 presenté el mayor valor de L* y también la mayor humedad y a,,. Esto indicaria
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una relacion entre la luminosidad del producto y el grado de concentracion de

solidos/componentes alcanzado durante su elaboracion.

Tabla 3-2. Parametros de color de diferentes dulces de leche comerciales*.

Producto M1 M2 M3 M4 M5 M6
Tipo Tradicional Tradicional Repostero Bajas calorias Light Light
Premium
L* 36.4' 44.4° 42.1° 50.4° 40.9°  37.9°
a* 6.56° 8.15° 8.58" 8.15° 7.95  9.07°
b* 16.9' 25.4° 23.5° 26.1° 21.6°  20.1°
*Supraindices iguales en la misma fila indican que no hay diferencia significativa entre las medias

(P>0.05).

Castafieda y col. (2004) encontraron el mismo parametro como principal fuente de variacion
en el analisis de 8 muestras comerciales de DL tradicional. Gaze y col. (2015), encontraron
valores de L* entre 48.59 y 62.11, a* entre 13.60 y 16.90, y b* entre 17.89 y 27.70, para
dulces de leche brasileros. Los valores de L* informados resultan algo superiores a los
presentados en la Tabla 3-2, lo cual sugiere que los productos del mercado brasilero son
algo mas claros que los respectivos productos argentinos. Estos autores propusieron que las
variaciones de los parametros de color de las muestras con respecto a los parametros de
color se deben probablemente a las diferencias en el contenido de proteinas y de azucar,
asi como los diferentes procedimientos operativos, cambios en el tiempo, temperatura y
presion de procesamiento, de acuerdo con el protocolo de cada industria. Asimismo, Oliveira
y col. (2009) coinciden con esta propuesta, argumentando que el dulce de leche no presenta
una composicion uniforme, a pesar del gran volumen producido.

Estos resultados y las diferencias encontradas tanto entre los productos analizados, asi
como también con otros autores, se relacionan con la diversidad de ingredientes y/o aditivos
que son utilizados para la elaboracion de los diferentes productos. El proceso y el punto final
establecido en cada caso también son factores de variacion en los resultados encontrados.
Todas estas variaciones dependen de la zona geografica en la cual seran consumidos los
productos, la aplicacién a la cual se destine el dulce de leche y la dieta de las personas a la

cual se apunte.

3.4.2 Caracterizacion reolégica
Todos los ensayos experimentales usados para evaluar las propiedades reoldgicas

mostraron marcadas diferencias entre los diferentes tipos de productos analizados.
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Curvas de flujo en estado estacionario

Todas las curvas observadas para los distintos tipos de productos correspondieron a una
estructura fluida con un claro comportamiento pseudoplastico en una amplia gama de
velocidades de deformacion, donde se pudieron diferenciar dos regiones bien definidas: a
bajas velocidades de cizalla (y), la viscosidad presenté un valor constante, llamada
viscosidad a cero esfuerzo de corte (1), pero a medida que la velocidad de cizalla se
incrementaba se observod una disminucion abrupta de la viscosidad tipo “ley de la potencia”.

Diferentes autores han representado el comportamiento de flujo de dulce de leche mediante
diferentes modelos matematicos. Asi, Heimlich y col. (1994) y Rovedo y col. (1991)
informaron que el comportamiento pseudoplastico del DL podria ser descrito por el modelo
de Casson o bien por el de Herschel-Bulkley. Navarro y col. (1999) ajustaron la ley de la
potencia a dulces de leche comerciales de tipo tradicional, light y repostero. Otros autores
han utilizado el modelo de Cross para representar el comportamiento de flujo en sistemas
lacteos. Asi, Camacho y col. (2005) utilizaron dicho modelo contemplando la segunda
viscosidad newtoniana en cremas de leche adicionadas con goma garrofin y A-carragenano.

En la Figura 3-3 se muestran las curvas de flujo en estado estacionario obtenidas para los
seis productos comerciales evaluados.

El comportamiento de flujo obtenido para los diferentes productos seleccionados del
mercado fue descripto ajustando el modelo de Cross Modificado (Ec. 1-13) a los datos
experimentales, para el cual no se presenta la segunda viscosidad newtoniana, 1.,
(viscosidad a velocidad de deformacion infinita) (Launay y col., 1986), mediante la utilizacion
del software OriginPro 7.0. Dicho modelo ajustd satisfactoriamente a los comportamientos
de flujo de los sistemas estudiados tal como se observa en la Figura 3-3. Los parametros no,

T y m del modelo ajustado para cada una de las formulaciones se muestran en la Tabla 3-3.
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Figura 3-3. Curvas de flujo en estado estacionario de distintos dulces de leche comerciales
analizados. Datos experimentales: m M1, o M2, o M3, ¢ M4, A M5, +M6. Modelo de Cross

ajustado a los datos experimentales (—).

Tabla 3-3. Parametros estimados del modelo de Cross modificado (viscosidad a cero
velocidad de deformacién, no, exponente adimensional, m y tiempo caracteristico de

relajacion, 1) para los diferentes dulces comerciales analizados*.

Producto 1o (Pa.s) T(S)
M1 9.7x10°(0.2x10°) 2.4x10°(0.1x10°)
M2 7.3x10%(0.1x10*)  8.7x107(0.1x10%)  0.79 (0.02)
M3 3.2x10°(0.2x10°)  1.1x10°(0.1x10%)  0.91 (0.02)
M4 1.1x10°(0.1x10°) 1.3x10°(0.1x10°)  0.87 (0.02)
( )
( )

m

0.81 (0.02)

M5 6.5x10°(0.2x10°) 3.0x107(0.1x10%)  0.70 (0.02)
M6 4.0x10%(0.2x10%)  9.0x10%(0.1x10%)  0.73 (0.02)

*Entre paréntesis se muestra el error estandar de las medias.

Mediante el analisis de la Tabla 3-3 se puede observar que el producto tipo tradicional
premium (M1) present6 la mayor ng, siendo incluso mas viscoso que el DL tipo repostero
(M3), mientras que el producto tradicional M2 tuvo caracteristicas de flujo similar al producto
bajas calorias M4 y light M6. La menor ng correspondié al producto tipo light M5.

El parametro 1 indica el tiempo caracteristico del material, es decir, el tiempo en el cual las
cadenas poliméricas sufren un cambio conformacional por el incremento de la velocidad de
deformacion (Barnes, 2001). Los mayores valores de 1 significan que la zona newtoniana

permanece mas tiempo antes de pasar a la zona pseudoplastica. Puede observarse en la
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Tabla 3-3 que, también para el parametro t, el mayor valor fue encontrado para M1,
mientras que el menor correspondié a M5.

La magnitud de m esta relacionada con el indice de flujo, el incremento de m sugiere un
comportamiento pseudoplastico mas pronunciado; m tiende a cero para fluidos mas
newtonianos, mientras que para fluidos mas pseudoplasticos m tiende a la unidad (Barnes,
2001). Segun los datos aqui mostrados, puede observarse que todas las muestras tuvieron

un comportamiento altamente pseudoplastico.

En productos lacteos, la “cremosidad” esta asociada a la consistencia y/o viscosidad del
mismo (Van Vliet y col., 2009); en particular, sistemas con una viscosidad por encima de 10
Pa.s son evaluados a una velocidad de deformacion constante de unos 10 s (Kokini y col.,
1977). Ordenando los productos segun su viscosidad aparente media decrecienteay'=10s
' se obtuvo:

M1 > M3 > M6 > M2 > M4 > M5
91.1°Pa.s  58.1°Pas 51.7°Pas 43.7°Pas 24.1°Pas 21.4°Pas
donde supraindices iguales indican que no hay diferencia significativa entre las medias

(P>0.05).

Estos resultados obtenidos para viscosidades a 10 s mostraron un patrén similar que lo
observado para no. Aunque el producto tipo tradicional Premium M1 no tenia ningun agente
espesante afiadido segun su rétulo, su menor a,, y contenido de agua (y por lo tanto, mayor
concentracion de sdlidos) explica su mayor viscosidad aparente respecto al producto tipo
repostero M3.

Si bien el producto bajas calorias M4 presenté el mayor contenido acuoso e inferior
contenido de solidos por refractometria comparado con el resto de las muestras, el producto
tipo light M5 mostro6 la menor viscosidad media, lo que podria explicarse por la naturaleza de
los agentes espesantes incluidos en el mismo (fructosa, sorbitol, polidextrosa, celulosa
microcristalina segun su rétulo). Comparando el dulce M5 con M2 y M6, se observd que a
igual contenido de sdlidos, M5 presentd el mayor porcentaje de humedad, lo que puede

explicar su menor viscosidad.

Ensayos oscilatorios dinamicos

El desarrollo de los mddulos elastico (G') y viscoso (G') con la frecuencia fue en todas los
productos de diferentes tipos analizados cualitativamente similar, encontrandose algunas
pequenas diferencias estructurales en el espectro mecanico.

Los ensayos de oscilometria dinamica mostraron que el médulo de almacenamiento (G") fue
superior a el modulo de pérdida (G™') durante tres décadas de frecuencia, y se observo un

minimo en G" a bajas frecuencias para todas las marcas de dulces analizadas, excepto para
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la correspondiente al producto light M5 (Figura 3-4 y Figura 3-5). A frecuencias intermedias
de los espectros mecanicos se observé una region "plateau”; zona intermedia entre la zona
“terminal” y de “transicién” (Figura 1-17), caracterizada por una disminucién en la pendiente
de ambos médulos y un posible minimo en G”, y en la cual G’ tiende a ser constante con la
frecuencia. Esta zona se ha relacionado con la existencia de un sistema con un alto grado
de estructuracion causado por entrecruzamientos fisicos entre las cadenas poliméricas
(Ferry, 1980). Un comportamiento similar a los observados fue informado anteriormente para
dulce de leche por Navarro y col. (1999).

La tangente de pérdida (Ec. 1-21, que indica si predomina la propiedad elastica o viscosa)
en la zona plateau presentaron valores entre 0.2 y 0.3 que corresponderian a soluciones de
polimeros amorfos (Steffe, 1996) para todos los productos excepto para el de tipo light M5,
para el cual fue superior y oscilé entre 0.4 y 0.6, indicando un comportamiento mas fluido.

El dulce de leche tipo repostero analizado (M3) presenté valores mas altos en ambos
modulos respecto al dulce de leche tradicional M2, debido a los agentes espesantes
adicionados en la formulacién (carragenano, agar y pectina), lo que aumentd las
caracteristicas elasticas del sistema y le confieren un mayor grado de estructuracién. Sin
embargo, presento valores de G’ y G” inferiores al producto tradicional premium M1 en todo
el rango de frecuencias evaluado; esto pudo atribuirse a la menor a,, y humedad de éste,

que lo hace mas consistente aun sin agregado de espesantes.

1“ T T ||||||| T T ||||||| T 1 ||||||| T 1 ||||||| T T TTTT00
10 1w?' 1w 10t 1 1e?
m [rad/s]

Figura 3-4. Barridos de frecuencia correspondientes a los productos comerciales
analizados: M1 (CG',¢G™"); M3 (VG’, ¥G™'), M4 (UG", BG""). Modelo BSW generalizado

ajustado a los datos experimentales (—).
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Figura 3-5. Barridos de frecuencia correspondientes a los productos comerciales
analizados: M2 (CG’,¢G""); M5 (<G",4 G"’), M6 (LIG’, BG""). Modelo BSW generalizado

ajustado a los datos experimentales (—).

Respecto a los dulces comerciales de tipo “bajas calorias” y “light” analizados (M4, M5 y M6)
se observé un comportamiento similar para M4 y M6, mientra que M5 presentd diferencias
respecto a dicho comportamiento. Entre estos productos, la inclusion de espesantes en M4
y M6 explicarian estos resultados. Para el producto M5, G" fue ligeramente inferior a G', sin
presentar un minimo, con una mayor dependencia de los dos modulos con la frecuencia,
tipico de geles deébiles de sistemas menos concentrados, con un menor grado de
entrecruzamientos (Schorsch y col., 1997). Ambos productos light (M5 y M6) presentaron
similar contenido de humedad y lipidos, sin embargo, es evidente que la adicion de
carragenanos y almidon en la formulacion del producto M6 le otorgé un comportamiento con
mayores caracteristicas sélidas, respecto a M5.

Mediante una representacion adecuada del espectro de relajacion, es posible modelar los
moédulos dinamicos. El espectro de un material no es una funcion medible
experimentalmente, por lo que se tiene que calcular a partir de valores experimentales de
las funciones viscoelasticas lineales, las cuales si son accesibles experimentalmente.

El comportamiento de relajacion de polimeros monodispersos flexibles observado
experimentalmente se ha expresado con éxito por el denominado espectro de Baumgartel,
Schausberger y Winter (BSW). A pesar de ser puramente empirico, sin ningun respaldo
tedrico conocido, puede servir idealmente como referencia para explorar las propiedades de
los espectros de polimeros lineales flexibles que fueron tedricamente predichos a partir de la

dinamica molecular (Friedrich y col., 2008).
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El espectro H(L) se puede predecir a partir de los G y G™” experimentales obtenidos a partir
de los ensayos de barrido de frecuencia.

Baumgartel y col. (1990) evaluaron datos experimentales de G’(w) y G”(w) para polimeros
largos, lineales, flexibles y monodispersos, y determinaron la forma general de las funciones
de relajacion por inversion de datos obtenidos en términos de frecuencias a dominios de
tiempos. Ellos sostienen que, dentro del error experimental, un simple espectro de ley de la
potencia es capaz de expresar todos los detalles de los datos publicados por Schausberger
y col. (1985) y los propios (Baumgartel y col.,, 1992). Basados en dicha observacion,
propusieron un espectro de tiempos de relajacion (denominado “espectro BSW”). Dicho

espectro tiene la siguiente forma:

—ny Ne s
A A A
HA) =G| A = +n, | — exp —| —
( ) " (20] e[ﬂ’ej p (;tmax]

para A< A, Ec. 3-1
H(A1)=0 para A> A,

donde G\’ es el médulo plateau, n, y ny son las pendientes del espectro en la zona de
entrecruzamiento y la zona de transicién vitrea a altas frecuencias, respectivamente, A es el
factor relacionado a la transicién vitrea y A, es el tiempo correspondiente al inicio de la
region pseudo-terminal. El exponente 3 controla cuan abrupta es la linea de corte del
espectro y Anax€s el mayor tiempo de relajacion.

Fisicamente, los tiempos de respuesta A son discretos. La representacién continua es
simplemente un artificio matematico conveniente para facilitar el empleo de distribuciones de
tiempos de respuesta (Tschoegl, 1998). La dependencia temporal del material puede ser
evidenciada en un conjunto finito de tiempos de respuesta y sus respectivos espectros de
esfuerzos asociados {A;, G}.

Un problema inverso es aquel en donde los valores de algunos parametros del modelo
deben ser obtenidos de los datos observados. Los problemas inversos normalmente son
problemas mal condicionados, en contraposicién con los bien condicionados. La condiciéon
de “unicidad de solucién” que incluyen estos ultimos, es la que no se cumple en el caso de
la inversion de una unica ecuacién integral del tipo de la Ec. 1-30 para G' (o Ec. 1-31 para
G"), sin embargo este condicionamiento desaparece cuando se realiza la inversion de las
dos integrales interrelacionadas (Mours y Winter, 2000).

El software especifico (desarrollado por H.H. Winter y M. Mours IRIS Rheo-Hub 2007
Development LLC, MA, EE.UU.) tiene la capacidad de resolver este tipo de situaciones de
mal condicionamiento mediante un abordaje matematico avanzado y se utilizé en la

presente Tesis para estimar los parametros del espectro BSW ampliado (Ec. 3-1) de los
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diferentes dulces de leche comerciales. Aunque esta metodologia es matematicamente
compleja, segun Baumgaertel y Winter (1989), cuando las propiedades mecanicas son
evaluadas directamente desde experimentos de fluencia o relajacion se pierde en precision
lo que se gana en sencillez. Por lo que el espectro H(L) se lo predijo a partir de los mdédulos

de pérdida y almacenamiento obtenidos experimentalmente.

Se ha estudiado extensamente la validez del espectro BSW en los sistemas de polimeros
(Jackson y col., 1994) y ha sido satisfactoriamente empleado en varias oportunidades para
representar el comportamiento de diferentes sistemas poliméricos y emulsionados (Larrosa
y col., 2013; Bengochea y col., 2008; Franco y col., 1997).
En las Figura 3-4 y Figura 3-5 puede observarse el adecuado ajuste del modelo matematico
BSW a los datos dinamicos experimentales.
Respecto a los parametros caracteristicos de los sistemas, el médulo de plateau G\ refleja
la arquitectura molecular de los polimeros y es proporcional al nimero de entrecruzamientos
por unidad de volumen e inversamente proporcional al peso molecular promedio de los
segmentos de cadenas poliméricas ubicadas entre dos entrecruzamientos adyacentes. Es
una medida de la contribucién de los entrecruzamientos entre moléculas poliméricas a los
mddulos elastico y de almacenamiento (Flory, 1953).
El parametro G\’ puede predecirse a partir del espectro BSW y también se puede estimar
directamente de las curvas de barrido de frecuencias experimentales como (Wu, 1989;
Larson y col., 2003; Bais y col., 2005; Ferry 1980):

Gy =G (5 smin Ec. 3-2
La Tabla 3-4 muestra los médulos plateau predichos por el modelo BSW ampliado para los
diferentes dulces comerciales analizados, asi como los correspondientes valores calculados
a partir de la Ec. 3-2, a excepcion de M5, donde el minimo de la tangente de pérdida podria

estar fuera del rango de medida.

Tabla 3-4. Mddulos plateau Gy’ (Pa) de diferentes dulces de leche comerciales estimados a

partir del espectro BSW ampliado y obtenidos de las curvas de barrido de frecuencia.
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Méduloos plateau Producto
Gn (Pa) M3 M4
Obte“'d°s(g§' STy BSW ' 12x10° 11x10° 7.9x10° 3.8x10° 2.8x10° 195
Obtenidos de curvas de
barrido de frecuencias 8.7x10° 9x10° 7.1x10°® 0.8x10° - 410
(Ec. 3-2)

El médulo plateau es un parametro representativo de las propiedades viscoelasticas por ser
independiente de la frecuencia. Se puede observar para éste parametro que los valores
estimados directamente de las medidas dinamicas coinciden, dentro de los errores
esperados, con las predicciones del modelo BSW ampliado, mostrando los valores mas
altos para los productos tradicional M1 y repostero M3, concordando con la viscosidad
aparente experimental observada. Esto indicaria que estos productos poseen mayor numero
de entrecruzamientos por unidad de volumen, atribuido a la mayor concentracién de
macromoléculas en M1, mientras que en M3 el agregado de espesantes contribuy6 al

entrecruzamiento.

El conocimiento del espectro permite la prediccion de varias funciones viscoelasticas, asi,

una vez conocidos los espectros de relajacion continuos, se calculo:

- viscosidad a cero velocidad de deformacion:
+00
n, = [HIA1AdIn 2 Ec. 3-4

- capacitancia en estado estacionario:

jH[A]ﬂzdlnl
J) == . Ec. 3-5
( J'H[/I];tdln/l]

- tiempo de relajacion terminal:

A =1pJo Ec. 3-6
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La funcién material capacitancia en estado estacionario, J.’, es una medida de la energia
almacenada en flujo estacionario por un material sometido a pequefnos esfuerzos y puede

ser atribuida al componente elastico del dulce de leche.

La Tabla 3-5 muestra los valores calculados de las funciones materiales sobre los distintos

tipos de dulces comerciales analizados.

Tabla 3-5. Funciones materiales de diferentes dulces comerciales analizados calculadas a

partir del espectro de relajacion.

Producto No

M1 6.5x10° 4x10* 2609
M2 3.1x10° 6.5x10° 2008
M3 2.6x10°  7.7x10* 2030
M4 9.4x10° 3.2x10° 3054
M5 1.7x10°  1.4x10% 2300
M6 4.0x10° 6.2x10° 2507

Una vez mas, los valores mas altos de n, corresponden a los productos tradicional Premium
M1 y repostero M3, mientras que el producto light M5 resulté el producto menos viscoso. Se
puede observar también que los tiempos de relajacion terminal (A,) estan en el orden de 10°
segundos, que corresponden a una frecuencia de 10°s™ en la zona donde G'=G"".

Se observé que los dulces de leche tradicional y repostero presentaron mayores médulos de
almacenamiento (G'), viscosidad a cero esfuerzo de corte (no) y y médulos plateau (Gy°), lo
que refleja una estructura con caracteristicas mas sdlidas que se correlaciona con una
mayor concentracion de los componentes (por ejemplo, proteinas de leche) que forman la
red. Un mayor numero de enlaces hacen una matriz mas firme, con una mayor resistencia al
flujo. Ademas, el DL repostero confiteria tenia agentes espesantes y gelificantes en su
formulacién (carragenina, agar y pectinas), lo cual refuerza la red. Por el contrario, los
sistemas light o reducidos en calorias mostraron caracteristicas mas de fluido mas

marcadas con dichos parametros reologicos mas bajos.

Ensayos de fluencia viscosa

A modo de ejemplo, en la Figura 3-6 se muestran los datos experimentales de fluencia-

recuperacion correspondientes a los dulces comerciales M1, M3 y M4.
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Figura 3-6. Fluencia viscosa experimental correspondiente a los dulces comerciales

tradicional M1 (o), repostero M3 (x) y bajas calorias M4 (A).

Se observa que el producto bajas calorias (M4) presenté mayor deformacion al aplicarse el
esfuerzo respecto de los dulces tradicional (M1) y repostero (M3), esto se correlacioné con

que el dulce M4 es menos consistente que los dulces M1 y M3.

La Tabla 3-6 presenta los parametros ng, Je? y A (tiempo caracteristico del sistema)
calculados mediante el ajuste de cuatro parametros del modelo de Voigt a las curvas
experimentales obtenidas utilizando IRIS Rheo-Hub 2007 (Ec. 1-26)..

Tabla 3-6. Funciones viscoelasticas calculadas a partir del ensayo de fluencia viscosa: ng
(viscosidad a cero velocidad de deformacién), J.” (capacitancia en estado estacionario), y A.
(tiempo caracteristico del sistema) de diferentes dulces de leche comerciales.

Producto No Je’ A

(Pa.s) (Pa™) (s)
M1 9.0x10° 6.3x10* 580

M2 1.4x10° 5.2x10° 630
M3 1.1x10° 7.6x10* 720
M4 2.6x10° 3.7x10° 950
M5 3.0x10* 3.1x10°% 940
M6 1.3x10°  7.4x10° 970
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Como puede observarse, también en este caso las ng predichas muestran una muy
aceptable concordancia con la viscosidad limite a velocidad de cizalla cero evaluada
mediante el modelo de Cross de las experiencias de flujo en estado estacionario y por el
modelado de las experiencias de oscilometria dindmica (Tabla 3-3 y Tabla 3-5,
respectivamente).

En el caso de la capacitancia J(t), se define un espectro continuo de retardacion. Para
infinitos elementos y tiempos de retardacién infinitesimales, se define el espectro continuo
de retardacion L(4) como suma de contribuciones infinitesimales del comportamiento del
material. La capacitancia se expresa en términos del espectro de retardacion (Ec. 1-27).
Dado que hay una relacion biunivoca entre los espectros de relajacion (H(A)) y retardacion
(L(A)) (Ferry, 1980), se calculdé L(A) de cada muestra a partir del respectivo espectro de
relajacion H()A) usando el software IRIS Rheo-Hub (Winter y Mours, 2006) mediante la

siguiente relacion:

L(A)= H(4) Ec. 3-7
Mdlnu +7m*H?*(A)
w&_l
u

Una vez obtenido L(A) para cada tipo de producto, los comportamientos de fluencia fueron
simulados utilizando la Ec. 1-27. El satisfactorio ajuste entre los datos experimentales y su

prediccidon son mostrados en la Figura 3-7.

102
100
g.’ 102 -;;M / /
= P
104
106+ T T T
102 100 102 104 108

Tiempo (s)

Figura 3-7. Datos experimentales transientes (fluencia, J, M1 A, M2 +, M3L1, M4/, M5V,
M6 O) y las curvas predichas a partir del espectro (M1—, M2—, M3—, M4, M5—, M6—).
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En términos generales, a pesar de las diferencias en la composicion y el comportamiento
reoldgico de los varios tipos de "dulce de leche" comerciales estudiados, fue posible analizar
las caracteristicas reolégicas de todos los sistemas y modelar los resultados obtenidos
utilizando el modelo ampliado Baumgartel-Schausberger-Winter (BSW) como una
representacion de los espectros de relajacién para convertir el dominio de frecuencias en
tiempos de relajacién. Los parametros del modelo BSW se utilizaron para explicar las
caracteristicas estructurales de los sistemas; por lo tanto, el patron microestructural general
del "dulce de leche" puede ser similar, y las diferencias observadas se explicaron
principalmente por el nivel de interacciones entre los componentes macromoleculares.

Utilizando el espectro continuo obtenido, fue posible calcular otras propiedades
viscoelasticas de interés; por lo tanto, la metodologia propuesta es una herramienta util, en
especial para establecer un banco de datos reoldgicos y el analisis de experimentos

viscoelasticos de este tipo de productos.

3.5 Conclusiones parciales

v" De la caracterizacion de dulces de leche comerciales se observé que, para las
diferentes formulaciones segun el tipo de dulce (tradicional, repostero, Light, reducido en
calorias), la actividad acuosa varié entre 0.764 y 0.882 y el contenido de humedad entre
31.5 y 48.9% correspondiendo los valores mas bajos al DL tradicional de tipo Premium,
siendo los mas altos los del producto bajas calorias. Estos productos presentaron 76 y 59
°Brix respectivamente. Asimismo, los valores de pH se encontraron entre 5.70 y 6.15.

v Respecto al color, el parametro con mayor variacion fue la luminosidad,
observandose diferencias con el tipo de dulce y, para un mismo tipo, entre marcas debido a
variaciones en su formulacion.

v" De las curvas de flujo obtenidas se pudo concluir que todos los dulces de leche
comerciales correspondieron a una estructura fluida con un claro comportamiento
pseudoplastico en una amplia gama de velocidades de deformacion.

v Se calcularon los parametros no, © y m del modelo de Cross modificado ajustado a
cada una de las formulaciones y se concluyd que el producto tradicional premium mostro la
mayor ny, siendo incluso mas viscoso que el DL repostero mientras que otra marca de
producto tradicional tuvo caracteristicas de flujo similar a los productos “light”. Estos
resultados concordaron con los valores de actividad acuosa, ya que el producto Premium
presentd la menor a,, por lo tanto menor agua libre y menor movilidad molecular, lo que
produjo una mayor m,. Asimismo, el producto tradicional Premium presentd la mayor

viscosidad aparente a y'= 10 s™ aln sin poseer agentes espesantes en su formulacién. Uno
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de los productos light analizados, presentd la menor viscosidad y mayor porcentaje de
humedad.

v El espectro mecanico de todos los tipos de productos estudiados fue
cualitativamente similar, encontrandose algunas pequefias diferencias. Los ensayos de
oscilometria dinamica mostraron que G° fue superior a G™° durante tres décadas de
frecuencia, y se observo un minimo en G" a bajas frecuencias para todas las marcas de
dulces analizadas, excepto para la correspondiente a un producto tipo light. Asimismo,
también se observé una regién "plateau"”.

v Los modulos plateau estimados directamente de las medidas dinamicas de los
productos comerciales coincidieron, dentro de los errores esperados, con las predicciones
del modelo BSW ampliado, mostrando los valores mas altos para el producto Premium y
repostero. Estas mismas muestras tuvieron los valores mas altos de ny calculadas a partir
del espectro de relajacion.

v En el ensayo de fluencia viscosa, el producto light presenté mayor deformacién al
aplicarse el esfuerzo respecto de los dulces tradicional y repostero, esto concuerda con las
caracteristicas de consistencia de este producto.

v" Los datos provenientes de experimentos dinamicos fueron convertidos
exitosamente al dominio temporal mediante la aplicaciéon del modelo BSW. La capacitancia
fue predicha a partir de este espectro y comparada con los datos experimentales para
validar el espectro mecanico. Ademas se predijeron propiedades mecanicas mediante
ensayos de flujo, Creep y dinamicos, resultando dichas predicciones consistentes por los
tres métodos estudiados.

v" Los datos provenientes de experimentos dinamicos fueron convertidos
exitosamente al dominio temporal mediante la aplicacién del modelo BSW ampliado. La
capacitancia fue predicha a partir de este espectro y comparada favorablemente con los
datos experimentales para validar el espectro mecanico. Ademas, se predijeron propiedades
mecanicas mediante ensayos de flujo, Creep y dinamicos, resultando dichas predicciones

consistentes por los tres métodos.



Dulce de leche 0% lipidos

Capitulo 4

A\

-



Capitulo 4 Dulce de leche 0% lipidos

4.1 Introduccion

4.1.1 Aspecto nutricional y tecnolégico

La obesidad es actualmente una moderna “epidemia”. Una alimentacién basada en la
reduccién de calorias, mantenerse informado acerca de las opciones de alimentos
disponibles en el mercado y la actividad fisica pueden ayudar a las personas a alcanzar y
mantener un peso saludable, a reducir su riesgo de enfermedades crénicas y promover la
salud en general. La Guia Alimentaria Estadounidense 2010 enfatiza el consumo de ciertos
alimentos y nutrientes, como productos libres o reducidos en grasas, y subraya la
importancia de una dieta baja en lipidos. En las recomendaciones de una alimentacién
saludable se incluye el aumento de la ingesta productos lacteos descremados o reducidos
en grasa, tales como leche, yogurt y queso.

Las grasas de la dieta provienen tanto de alimentos de origen vegetal como animal.
Proporcionan energia (calorias), acidos grasos esenciales y ayudan en la absorcion de
vitaminas liposolubles A, D, E y K. Los rangos aceptados y recomendados de calorias
provenientes de las grasa para nifios y adultos (1-3 afios: 30-40% de las calorias; 4-18 afos:
25-35%; >19 afios: 20 a 35%) estan asociados con un menor riesgo de enfermedades
cronicas, como las enfermedades cardiovasculares, y proporcionar una ingesta adecuada de
nutrientes esenciales. El consumo de menos de 10% de las calorias provenientes de acidos
grasos saturados y su sustitucion por monoinsaturados y/o acidos grasos poli-insaturados se
asocia con bajos niveles de colesterol en sangre, y por lo tanto un menor riesgo de
enfermedades cardiovasculares (USDA, 2010).

Por lo antes mencionado, las recomendaciones dietarias reconocen la contribucion de los
alimentos lacteos a una dieta saludable, sin embargo enfatizan utilizar preferentemente las
versiones reducidas en grasa o descremada. La principal razén para esa recomendacion es
la relativamente alta cantidad de acidos grasos saturados que contiene la grasa lactea y su
impacto en el riesgo de contraer enfermedades cronicas (Steijns, 2008).

Como resultado de una mejor comprension de la relacion entre dieta y salud, se ha
observado en los ultimos afios un cambio significativo en la actitud de los consumidores
hacia las variantes bajas en grasa, con caracteristicas fisicas y sensoriales que se
aproximen lo mas posible a las de los productos estandar, ricos en grasa. El desarrollo y
elaboracion de estos productos es un desafio continuo para la industria lechera. Muchos de
los primeros productos reducidos en grasa que ingresaron al mercado tenian propiedades
sensoriales pobres e indeseables, por lo que estos productos, en general, quedaron con una
mala imagen entre los consumidores (Frgst y Janhgj, 2007). La formulacién de productos

bajos en grasa enfrenta el problema de que la misma desempefia multiples funciones en los
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alimentos, afecta a la apariencia, la textura, sensacion en la boca y sobre todo el flavor.
Cuando se ingiere un alimento con grasa, se liberan gradualmente saborizantes
solublilizados en ella, su reduccion o eliminaciéon provoca una menor liberacion de dichos
saborizantes, alterando la percepcién del sabor (Lucca y Tepper, 1994).

Numerosos estudios han sido publicados evaluando el efecto del contenido graso en el
comportamiento reolégico y propiedades sensoriales de productos lacteos, principalmente
en el flavor y percepcion de la textura. Li y col. (1997) y Frast y col. (2005) encontraron
diferencias en términos de flavor y propiedades texturales entre muestras de helado con
diferentes niveles de grasa. Los primeros autores mencionados encontraron, en un ensayo
de preferencia con consumidores, que cuando se incremento el contenido de grasa mejoro
la calidad sensorial y la preferencia general. Miettinen y col. (2002) también reportaron que
la cantidad de grasa afectd la liberacién del aroma cuando se estudiaron helados sabor a
frutilla con nariz electrénica, pruebas sensoriales y cromatografia gaseosa, encontrando que
la liberacion de varios compuestos aromaticos aumentd en el espacio de cabeza cuando el
contenido de grasa de la muestra disminuyd. De Wijk y col. (2006) estudiaron el efecto del
contenido de grasa lactea en flanes de vainilla con diferentes tipos y concentracién de
almidén por medio de pruebas sensoriales e instrumentales (analisis de imagenes, turbidez,
friccion y mediciones reoldgicas) encontrando grandes diferencias en los atributos de textura
percibidos en estos sistemas, en particular la sensacion de cremosidad fue afectada
negativamente por la disminucion del contenido graso. Tarrega y col. (2006a) encontraron
importantes diferencias en los parametros viscoelasticos y la sensacién percibida en la boca
cuando estudiaron sistemas modelo de postres lacteos sabor vainilla de leche descremada y
entera conteniendo almidon y A-carragenano; las muestras elaboradas con leche desnatada
mostraron menor viscosidad aparente y compleja (a concentraciones de A-carragenano
<0.06%) y mayores valores de tan & (para concentraciones <0.1% A-carragenano).
Gonzalez-Tomas y col. (2007) estudiaron la influencia del tipo de leche (entera o desnatada)
sobre el comportamiento de flujo, liberacion de sabor y percepcién de sabor a fresa en
sistemas modelo de natillas con agregado de almidon y k-carragenano, encontrando que el
sabor percibido sensorialmente fue mayor en muestras con leche desnatada,
independientemente de la concentracion de almidon y k-carragenano. Tarrega y Costell
(2006b) compararon las propiedades de postres lacteos sin grasa que contienen diferentes
concentraciones de almidén con muestras de leche entera, encontrando que los postres
elaborados con leche desnatada mostraron menor consistencia y menor comportamiento
“shear thinning” que los correspondientes con leche entera. Asimismo, en queso, la
eliminacion o reduccion de la grasa afectdé negativamente tanto el flavor como la textura
(Banks y col. 1989; Olson y Johnson, 1990; Rosenberg, 1992).
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4.1.2 Reologia del dulce de leche y otros productos lacteos relacionados

En la mayoria de los alimentos la textura es uno de los factores mas importantes y
determinantes de la calidad/aceptacién por parte de los consumidores (Van Vliet y col.,
2009). Ademas las propiedades reoldgicas son factores determinantes en diseio de equipos
y operaciones unitarias tales como bombeo, homogeneizacion, mezclado, enfriamiento,
pasteurizacion, esterilizacion, evaporacion y deshidratacion (Vélez-Ruiz y Barbosa-Canovas,
1998).

Las propiedades de flujo definen la estructura de los alimentos durante su elaboracion,
preparacion y consumo, esto es fisioldgicamente importante en la boca, ya que es donde es
percibida la estructura del alimento. Ademas, las propiedades reoldgicas son también
importante para la percepcion sensorial (por ejemplo, textura), estabilidad, aspectos
industriales como vertido, fraccionamiento, dosificacion, y caracteristicas nutritivas (por
ejemplo, la cinética de liberacion, saciedad) (Dunkley y Jennings, 1951). Los agentes
espesantes son también importante en la liberacion del sabor, ya que aumentan la
viscosidad que a su vez afecta la percepcion del mismo (Patton y Kurtz, 1951).

El proceso de evaporacion ocurrido durante la elaboracién del dulce de leche (DL) provoca
importantes modificaciones fisicoquimicas y estructurales en la leche que se reflejan en sus
propiedades de flujo. En términos generales, el comportamiento de flujo de leche
concentrada cambia con el contenido de sélidos debido a que el agua es eliminada por
evaporacion, lo que provoca una reduccion de espacio entre particulas, tales como micelas
de caseina, glébulos de grasa, proteinas de suero, lactosa y constituyentes menores
(Prentice, 1992). Esas interacciones importantes entre los sélidos de leche, donde las
proteinas y los lipidos son los constituyentes que resultan mas alterados, y los cambios
fisicoquimicos en los componentes, afectan seriamente el comportamiento reoldgico de la
leche (Vélez-Ruiz y Barbosa-Canovas, 1998).

Sin embargo, la mayoria de los estudios se han dedicado a medir la viscosidad o
propiedades reoldgicas de productos lacteos después de tratamientos térmicos. Con
respecto a las propiedades de flujo de DL, Hough y col. (1988) estudiaron las propiedades
de flujo de un producto con contenido de sdlidos entre 55 y 70% y temperaturas
comprendidas entre 25 y 70 °C. Empleando el modelo de Weltmann evaluaron el caracter
tixotrépico de las muestras encontrando una disminucion del mismo a mayor contenido de
soélidos. A partir de las curvas de flujo obtenidas concluyeron que el modelo de Herschel-
Bulkley era adecuado para describir el comportamiento reoldgico del dulce de leche.
Posteriormente, Pauletti y col. (1990) ajustaron las curvas de flujo de muestras de dulce de

leche mediante los modelos de Casson, Herschel-Bulkley y Michaels-Bolger.
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Ares y col. (2006) encontraron que el umbral de fluencia, oy, fue el parametro mas adecuado
para caracterizar la textura de dulce de leche en control de calidad o desarrollo de
productos, ya que mostrd la mayor capacidad de discriminacién ademas de ser un método
rapido y directo. Los parametros instrumentales que se relacionaron con la firmeza de DL
(limite de elasticidad, fuerza de extrusion, dureza, médulo y adhesividad) fueron altamente
correlacionados con la dureza sensorial. Ningun parametro instrumental fue capaz de
reflejar la capacidad de formar hilos (ropiness) de las muestras medidas sensorialmente.
Asimismo, Pauletti y col. (1990), Navarro y col. (1999) y Pedrero y col. (2001) utilizando
pruebas oscilatorias dinamicas, encontraron que el comportamiento reolégico de DL resulté
intermedio entre una solucion concentrada y un gel, dependiendo del tipo y el contenido de
soélidos. Finalmente, Corradini y Peleg (2000) evaluaron la consistencia de DL de manera
alternativa estudiando el flujo por extrusion utilizando un lubricante. Los resultados obtenidos
por estos autores no pudieron ser modelados con la ley de la potencia, sin embargo el

comportamiento pudo ser descripto por una formula empirica.

4.1.3 Sustitutos de materia grasa en productos magros

Con el fin de imitar las diferentes funciones de la grasa en un producto sustancialmente
reducido en la misma, debemos considerar una adecuada consistencia, el ajuste de sdlidos,
el impacto del tamafo de particula en la sensacién en la boca, la contribucién al color, y un
adecuado balance de las caracteristicas del flavor percibidas del sistema. Por lo tanto, se
han desarrollado muchos ingredientes y diferentes estrategias tecnoldgicas para el objetivo
especifico de sustitucion de la grasa en productos alimenticios (Romeih y col., 2002). Hay
varios tipos de sustitutos de grasa y en cada caso la seleccion depende de la composicion y
caracteristicas de cada alimento. Cada tipo o categoria de sustitutos de grasa puede
proporcionar una gama de cualidades sensoriales y funcionales en productos bajos en
grasa. Asi, los principales sustitutos de grasa mayormente utilizados son los basados en
proteinas (concentrado de proteinas de suero lacteo, proteinas microparticuladas),
carbohidratos (almidones, polidextrosa, celulosa, pectina, inulina, goma xantica,
carragenanos), de creciente interés porque, ademas de sus propiedades fisicoquimicas,
también tienen caracteristicas saludables (Bayarri y col., 2010), o bien, en moléculas de
naturaleza lipidica (emulsificantes, triacilgliceroles de cadena media, lipidos estructurados,

lipidos acaléricos).

Goma xantica
La goma xantica es un heteropolisacarido natural producido por la bacteria Xanthomonas

campestris NRRL B-1459; es un importante biopolimero de uso industrial ampliamente
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estudiado debido a sus propiedades que le permiten complementar otras gomas conocidas
solubles en agua naturales y sintéticas. Su estructura primaria consiste en unidades de
pentasacaridos repetidas formadas por dos glucosas, dos manosas y una molécula de acido

glucuronico, en la relacion molar 2.8:2.0:2.0 (Figura 4-1).
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Figura 4-1. Estructura de la goma xantica.

En solucion acuosa diluida, la goma xantica forma una simple o doble hélice (Iseki y col.,
2001; Ross-Murphy y col., 1983; Sato y col., 1984; Rodd y col., 2000). En soluciones de
fuerza idnica baja o a alta temperatura, las cadenas de goma xantica adoptan una
configuracién random coil (al azar), debido a que las cadenas laterales anidnicas se repelen
entre si. Sin embargo, la adiciéon de incluso pequenas cantidades de electrolito reduce la
repulsidon electrostatica entre ellas, permitiendo que se acerquen alrededor de la cadena
principal mediante enlaces hidrégeno. La cadena polimérica adopta una disposicion de
varilla helicoidal relativamente rigida, que vuelve a la configuracion al azar (random coil) si la
solucion es muy diluida o calentada. Con el aumento de la concentracion de electrolito, sin
embargo, la forma de varilla se mantiene a temperaturas mas altas y mayores diluciones; a
fuerzas i6nicas mayores a 0.15 M, se mantiene hasta 100 °C. La Figura 4-2 muestra el

efecto de electrolito en la configuracién molecular de la goma xantica.
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En ausencia de
electrolitos:
espiral al azar

En presencia
de electrolitos:
varillas
helicoidales

Figura 4-2. Efecto de los electrolitos en la configuracion de la molécula de goma xantica.

La naturaleza de la interaccion entre las moléculas de goma xantica en soluciéon acuosa no
es del todo conocida, aunque se cree que estan involucrados los enlaces hidrogeno y las
interacciones iénicas. En soluciones sin sales, la viscosidad se atribuye al entramado de
cadenas de polimeros al azar, en la medida permitida por la repulsién mutua de la carga
negativa de las cadenas laterales. En presencia de electrolitos, se forma una red coloidal
mediante enlaces hidrogeno intermoleculares entre segmentos de varillas helicoidales,
ademas de limitarse el entrecruzamiento de polimeros, como se ilustra en la Figura 4-3. Esta
red de moléculas rigidas entrelazadas es la responsable de las propiedades reoldgicas
caracteristicas de las soluciones de goma xantica.
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Figura 4-3. Red polimérica de goma xantica.

Las soluciones de goma xantica de baja fuerza idnica experimentan transicion térmica, la

cual ha sido detectada por una variedad de métodos fisicos. Jeanes y col. (1961) la
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demostraron por primera vez como un cambio sigmoideo en la viscosidad de soluciones al
1% sin sales (T,,=55 °C).

Posteriormente Morris y col. (1977) mostraron que las transiciones en rotacion optica y
dicroismo circular son coincidentes con el cambio de viscosidad, lo que indica una transicion
en la conformacion de la molécula. Estos datos son consistentes con el desplegamiento de
una estructura ordenada como una hélice en una tipo random coil, con la consecuente
disminucién en el volumen hidrodinamico efectivo y, por lo tanto, la viscosidad.

Las dispersiones de goma xantica son un ejemplo convencional de comportamiento
caracteristico de gel débil (Rao, 1999). La asociacion intermolecular entre cadenas de
polimero da como resultado la formacion de una red compleja de moléculas unidas
débilmente. Estos agregados se rompen progresivamente bajo la influencia de un esfuerzo
de cizalla aplicado. El calentamiento de una solucidn de goma xantica por encima de la
temperatura de transicidén resulta en una pérdida o disminucion de la estructura ordenada.
Esta estructura retorna a su estado original tras el enfriamiento, dependiendo del entorno
salino y la concentracién de goma xantica (Norton y col., 1984).

Segun datos de rayos X, la goma xantica consiste en una estructura de doble hélice
compuesta por dos moléculas de xantica enroscadas. Estudios de conformacién de goma
xantica en soluciéon sugieren que posee caracteristicas de varilla con cierto grado de
flexibilidad (Whitcomb y Macosko, 1978). Holzwarth y Prestridge (1977) sugirieron un
ensamblado doble o de multiple hebra, mientras Norton y col. (1984) argumentaron una
unica entidad de hélice en solucién.

La red polimérica de la goma xantica la hace un espesante muy eficiente en sistemas
acuosos. Las soluciones de goma xantica son altamente viscosas incluso a bajas
concentraciones (Garcia-Ochoa y col., 2000). Concentraciones tan bajas como 0.1% en
peso producen un aumento significativo de la viscosidad, mientras que superiores al 1.0%
originan sistemas de muy alta viscosidad y consistencia tipo gel.

Las soluciones de goma xantica tienen caracteristicas pseudoplasticas, ya que la viscosidad
decrece cuando aumenta la velocidad de cizalla (Kang y Pettitt, 1993, Garcia-Ochoa, 2000).
Sin embargo, estas soluciones presentan un umbral de fluencia, que debe superarse para
que fluya. En términos practicos, sélidos, aceites y gases son atrapados y separados por la
red polimérica a menos que la fuerza de la gravedad o la resistencia puedan ejercer una
fuerza mayor que dicho umbral. Cuanto mayor es el valor del umbral de fluencia, mas
estable es la suspensiéon, emulsion o espuma. Otros hidrocoloides poliméricos pueden
proporcionar caracteristicas espesantes, pero pocos brindan el umbral de fluencia obtenido

con la goma xantica.
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Las soluciones de goma xantica no son tixotropicas en forma significativa. La
pseudoplasticidad es el resultado de moléculas de alto peso molecular que forman
agregados moleculares complejos a través de puentes hidrogeno y entramados polimeéricos.
Esta red entramada altamente ordenada es responsable de la alta viscosidad a bajas
velocidades de cizalla y de las propiedades de suspensién. ElI comportamiento
pseudoplastico resulta de la desorganizacion de esa red y de la alineacion de las moléculas
poliméricas individuales en la direccién del esfuerzo (Figura 4-4). Sin embargo, cuando cesa

el cizallamiento, los agregados vuelven a formarse rapidamente.
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Figura 4-4. Efecto del esfuerzo aplicado sobre la red polimérica de la goma xantica.

Como resultado de su conformacién helicoidal rigida la viscosidad de la goma xantica es
relativamente insensible a diferencias en fuerza idnica y pH. La proteccion de la cadena
principal de la goma xantica por las cadenas laterales resulta en una estabilidad superior en

comparacion con otros polisacaridos cuando son expuestos a acidos, alcali o enzimas.

Las soluciones de goma xantica son unicas en su capacidad para conservar su viscosidad
hasta alcanzar su "temperatura de melting". A esta temperatura, la viscosidad cae
bruscamente debido a un cambio de conformacion molecular reversible. Tras el

enfriamiento, las soluciones vuelven a su alta viscosidad original (Figura 4-5).
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Figura 4-5. Representacion esquematica de los cambios de conformacion de soluciones de

goma xantica con cambios de temperatura.

Este polisacarido ha sido usado en una amplia variedad de alimentos por numerosas e
importantes razones, incluyendo estabilizacion de emulsiones, estabilidad térmica,
compatibilidad con ingredientes alimentarios y sus propiedades reoldgicas (Katzbauer,
1998). Por lo que es la goma industrial comercialmente mas producida (Caprioli y col., 2011;
Fernandez y col., 1997).

En cuanto a sus aplicaciones en la industria lactea, Zhao y col. (2009) encontraron una
correlacion positiva entre el nivel de goma xantica y la firmeza, cohesividad, o viscosidad de
crema batida. Krystyjan y col. (2012) estudiaron las propiedades sensoriales, reoldgicas y
texturales de salsas de caramelo con diferentes combinaciones de almidén de papa y goma
xantica. Observaron que su textura fue mejorada con el incremento en la concentracion de
goma, aun en las salsas almacenadas, y en la encuesta a consumidores, las salsas
espesadas con 0.3% de almidon de papa y 0.02% de goma xantica recibieron el mayor

puntaje.

4.1.4 Interacciones proteinas de leche-polisacaridos

En general las moléculas de polisacaridos tienen un mayor efecto que las proteinas
globulares en el incremento de la viscosidad de las soluciones, ya que sus moléculas son
usualmente méas grandes y mas extendidas (~ 5.0 x 10° a 2.0 x 10° Da) que las proteinas
globulares (~1.0 x 10* a 1.0 x 10° Da). Por lo tanto, las moléculas de polisacaridos ocupan
un mayor volumen hidrodinamico, que dan lugar a una mayor viscosidad de la solucion.

Lo anterior supone la ausencia de interacciones intermoleculares o son insignificantes (por

ejemplo en una soluciéon diluida). Cuando las interacciones intermoleculares entre las
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moléculas de polimero vecinos (es decir, polisacarido-polisacarido o interacciones proteina-
proteina) estan presentes, se puede esperar que las propiedades reoldgicas de los sistemas
cambien significativamente.

Los cambios en las propiedades reologicas pueden surgir como resultado diversos
fendbmenos en el sistema, siendo el efecto global la formacién de diferentes
microestructuras. Los datos reoldgicos brindan informacion de la viscosidad y propiedades
viscoelasticas de los sistemas mezcla. La comprension de las interacciones a nivel
molecular y coloidal proporcionan una base sélida para explotar la funcionalidad fisica de
tales sistemas complejos en diferentes aplicaciones (por ejemplo aportando caracteristicas

sensoriales especificas, estabilidad de emulsiones, etc.) (Goh y col., 2009).

Tradicionalmente, los polisacaridos se han incorporado en productos lacteos para mejorar
numerosas propiedades y proporcionar estabilidad, por lo que la comprension de su
comportamiento en matrices lacteas durante el procesamiento y almacenamiento permite
predecir su comportamiento como ingrediente funcional para obtener una calidad éptima en
términos de textura, estructura, sensacién en la boca, vida util y desempeno en la digestion
(Corredig y col., 2011).

Hay tres razones para el uso de hidrocoloides en productos lacteos: mejoran su textura, dan
cuerpo a formulaciones liquidas y producen geles lacteos. Este es el caso de, por ejemplo,
leches saborizadas, yogurt bebible, flanes, natillas y budines. Asimismo, en helados, la
retencion de agua por parte de los hidrocoloides ayuda a prevenir el crecimiento de los
cristales causado por la variacion de temperatura durante su almacenamiento y también
proporciona una fusion lenta. Por otro lado, los hidrocoloides incrementan la vida util de
productos lacteos que sufren desuerado, sedimentacion de particulas dispersas, cremado o
floculacion de gotas de la emulsiéon. Un ejemplo de esto son las bebidas de fruta y leche,
leche chocolatada, crema, leche evaporada y férmulas infantiles (Syrbe y col., 1998).

Goh y col.,, (2009) investigaron la interaccion entre la goma xantica (0-1% p/p, con
propiedades conocidas de geles débiles) y diferentes tipos de proteinas de leche: caseinato
de sodio (Na-CN), leche desnatada en polvo (LDP), aislado de proteina de suero (WPI) y
concentrado de proteina de leche (CPL) al 5% p/p en solucidon acuosa a pH neutro,
observando que las microestructuras de las mezclas eran diferentes dependiendo de la
concentracion de goma xantica y tipo de proteinas. En mezclas de goma xantica con LDP o
CPL encontraron floculaciéon por exclusion (deplecion) de las micelas de caseina. El tamafio
de los agregados proteicos disminuy6 con el aumento de la concentracion de goma xantica
(la microestructura se asemejaba a una red de particulas). En mezclas de goma xantica con

Na-CN o WPI no se encontré separacion de fases dentro de la escala de tiempo analizada,

-::}85



Capitulo 4 Dulce de leche 0% lipidos

atribuyéndolo al mayor tamafio de las micelas de caseina (diametro medio 0.2 ym) respecto
a la escala nanométrica de WPl y Na-CN (0.05 pym) (Lucey y col., 2000; Valls y col., 1999).
Sin embargo, el comportamiento reolégico de las mezclas era muy similar al
comportamiento reologico de la goma xantica. Las diferencias en las microestructuras de las
mezclas que se observaron por microscopio de barrido confocal laser no fueron detectadas
por medidas de viscosidad, probablemente porque las proteinas débilmente floculadas
fueron facilmente redispersadas por accién de cizallamiento del viscosimetro durante la

medida.

4.2 Objetivos especificos

El disefio y desarrollo de un dulce de leche magro, a partir de leche libre de lipidos, hace
necesario la inclusion de algun sustituto en su formulacién para obtener un buen
rendimiento, y en funcion de dicho agregado, variaran las caracteristicas obtenidas. Por ello,

en el presente Capitulo se propuso:

> Desarrollar productos lacteos azucarados (tipo dulce de leche) libres de materia
grasa adicionados con diferentes niveles de goma xantica y distintos contenidos de
humedad final, a fin de tener un amplia gama de caracteristicas y composicion.

> Estudiar las propiedades fisicoquimicas y reolégicas de estos DL 0% lipidos, con
similar metodologia que la empleada para los DL comerciales (Capitulo 3), y vincularlas con
la composicién del producto.

> Encontrar ecuaciones predictivas que vinculen el comportamiento reolégico del

producto con su formulacion a fin de poder disefar el producto segun finalidad deseada.

4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Materias primas utilizadas

Para la elaboracion de las diferentes formulaciones de dulce se utilizd leche fluida
esterilizada mediante ultra-alta temperatura (UAT) totalmente descremada (0% de contenido
graso) (SanCor, Cooperativas Unidas Ltda., Argentina), sacarosa (Ledesma SAAl,
Argentina), glucosa anhidra (Parafarm, Drogueria Saporiti, Argentina), goma xantica (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), bicarbonato de sodio (Anedra, Argentina), sorbato de potasio
(Anedra, Argentina).

La proporcién de los ingredientes para la elaboracién del dulce de leche (Patrick y Mc
Sweeney, 2009) se muestran en la Tabla 4-1.

Las cantidades incorporadas de goma xantica y sorbato de potasio en la formulacién

contemplan los maximos permitidos (5000 mg goma xantica/kg producto y 600 mg acido
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sérbico/kg producto final) (MERCOSUR/GMC/RES. N°137/96 — CAA, 2014), teniendo en

cuenta un rendimiento aproximado del 38%.

Tabla 4-1. Proporcion de ingredientes para la elaboracién de dulce de leche 0% lipidos.

Ingrediente Proporcién

Leche 1L
Azucar 172.79g
Glucosa 28.98 g
Sorbato de potasio 280 mg
Goma xantica 1a3g

Caracterizacion de la leche utilizada

Las partidas de leche totalmente descremada destinadas a la elaboracién de los productos

fueron previamente analizadas y caracterizadas mediante las siguientes determinaciones:

Densidad
Fue determinada por duplicado con lactodensimetro (AOAC 16021, 1984).

Cenizas totales (método 24.009, AOAC, 1984)
Se determinaron las cenizas pesando aproximadamente 5g de muestra en capsulas de
porcelana, carbonizando sobre mechero y calcinando en mufla a 550 °C hasta cenizas

blanco-grisaceas. El contenido de cenizas se expresé como g de cenizas/100 g de producto.

Contenido de lipidos
La grasa butirométrica se determiné por duplicado mediante el método de Gerber utilizando
SO4H, Gerber (densidad 1.813-1.817 a 20 °C, aprox. 90%) y butirometro para leche donde

la lectura del menisco da directamente el porcentaje de grasa de la leche.

Extracto seco total y no graso
El extracto seco total (%) de la leche se determiné secando 5 g de leche en estufa a 102 £ 2
°C; hasta peso constante. El extracto seco no graso (%) se calculd por diferencia entre el

total y el contenido graso.

Contenido de proteina

Se determind segun lo descripto en 3.3.2.
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Acidez titulable o Dornic y neutralizacion

A fines de estandarizar la acidez de la leche empleada en 13 °D, acidez adecuada para
favorecer el desarrollo del color caracteristico en el producto terminado (Zamboni y Zalazar,
1994), se determino la acidez titulable con NaOH Dornic (0.11 N) y fenolftaleina (1% en
etanol-agua 60-40). Los resultados se expresaron en grados Dornic (AOAC 16023, 1984)
teniendo en cuenta la relacion: 1°Dornic = 0.1 ml NaOH Dornic = 1 mg acido lactico/10 ml
leche.

Cuando la acidez obtenida en la leche no se correspondia con 13 °D, se agregé la cantidad

necesaria de bicarbonato de sodio hasta alcanzar dicho valor.

4.3.2 Elaboracion de dulces 0% lipidos

Para la obtencion de dulce de leche a escala laboratorio se utilizé un recipiente de acero
inoxidable (4L de capacidad) con agitacién manual constante, sobre platina calefactora
(regulada a una temperatura de trabajo entre 142 y 184 °C). Se reqistro la temperatura del
producto mediante una termocupla tipo T (cobre-constantan) sumergida en la mezcla a 0.5
cm del fondo de la olla y conectada a un tester (Palm Size Digital Multimeter, UNI-T, modelo
UT30, China). Se utilizaron esferas de vidrio cubriendo la totalidad de la superficie del fondo
de la olla. De esta manera, durante el tratamiento térmico el movimiento de las esferas evitd
que el dulce se adhiriera al fondo del recipiente.

La sacarosa y glucosa fueron disueltas en la leche, agregandose luego el sorbato de
potasio.

Para la incorporacion de goma xantica en la formulaciéon, se prepararon soluciones del
hidrocoloide agregandolo progresivamente, para favorecer su disolucion, en un volumen de
leche (200 6 300 ml dependiendo de la cantidad de aditivo a disolver) con agitacion
magnética a 50-60 °C durante aproximadamente 3 horas. La mezcla obtenida de leche y
goma xantica se agrego6 al resto de los ingredientes mencionados para la elaboracion del
dulce y se comenzo con el calentamiento y agitacion. El proceso dur6 alrededor de 3 horas,
dependiendo de la temperatura y humedad ambiente.

Para la determinacion del punto final se emplearon pruebas empiricas a modo de
orientacion y ya en las cercanias del punto final se controlé con refractémetro (ver apartado
3.3.2). Una vez que el dulce lleg6 al punto final deseado, inmediatamente se lo trasvaso a
un recipiente colocado en un bano de agua-hielo y se dejé enfriar sin agitacion.
Posteriormente, se envasé en frascos de vidrio y almacenado a 20 °C hasta su analisis (48
h).
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Asimismo, y para evaluar la factibilidad de elaboracion del producto sin agregados de
hidrocoloides, se realizé el mismo procedimiento de elaboracion sin agregado de goma

xantica.

4.3.3 Diseno experimental

Se elaboraron 13 formulaciones de dulce de leche 0% lipidos mediante el procedimiento
descripto en 4.3.2, conteniendo cada una de ellas diferente proporcién de goma xantica
(entre 1 y 3 g/L leche, Tabla 4-2) y de humedad en el producto final. Las diferentes
proporciones de agua e hidrocoloide en las muestras fueron logradas por agregado de
diferentes cantidades de goma xantica a la mezcla antes de la elaboracién y variando el
grado de concentracion.

El producto elaborado sin goma xantica fue considerado control.

4.3.4 Evaluacién de la relacién °Brix-humedad

Se evalud la relacion entre el contenido de sélidos solubles determinados por refractometria
(°Brix) y el contenido de agua del producto (método por secado en estufa) sobre distintas
muestras de dulce de leche, a fin de analizar si es posible obtener una estima del contenido
acuoso mediante un procedimiento rapido y simple como es la medicién con refractometro
de °Brix y estandarizar la determinacion del punto final de elaboracion.

Ademas de los dulces 0% lipidos con goma xantica obtenidos en la forma antes descripta,
se elabord un producto sin agregado de goma xantica (idem al control), segun 4.3.2,
concentrado hasta 65 °Brix, fraccionado y enfriado. A cada fraccion de 30 g se adicionaron
entre 0 y 12 g de agua, a fin de obtener una variedad de dulces sin agregado de xantica con
diferentes niveles de humedad.

Sobre cada uno de los productos se determinaron:

- Sélidos solubles (°Brix), segun 3.3.2

- Humedad, segun 3.3.2

A partir de estos resultados se buscod una correlacion entre °Brix y contenido acuoso

correspondiente a cada grupo de productos (con y sin agregado de goma xantica).

4.3.5 Caracterizacion de los productos obtenidos

Sobre los dulces 0% con diferentes niveles de goma xantica obtenidos se determinaron:

Rendimiento porcentual

Se calcul6 el rendimiento porcentual del dulce elaborado segun:
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Ec.4-1

Rendimiento(%)zloo( gdeDL j

g masainicial

Analisis fisicoquimico

Contenido de humedad: Se determiné segun método descripto en 3.3.2
Actividad acuosa: Segun 3.3.2

Contenido de solidos solubles: Segtn 3.3.2

Caracterizacion reoldgica

Se determinaron por duplicado las curvas de flujo en estado estacionario de cada

formulacién segun lo descripto en 3.3.3.

Modelado matematico

Se evalud el ajuste de los modelos citados en 1.3.2 (Modelo de Casson, Ley de la Potencia
y Herschel-Bulkley) a los datos experimentales obtenidos de las curvas de flujo para las
diferentes formulaciones con diferentes contenidos de goma xantica mediante el software
OriginPro 7.0.

Se utilizaron gréficos de residuos, donde los residuos (¢) representan la diferencia entre el
dato experimental del esfuerzo (o) y el valor estimado por el modelo matematico, para
establecer cual era el modelo mas adecuado, ya que los coeficientes de correlacion eran

todos altamente significativos:

&= Oexp ~ Opredicha Ec. 4-2

Luego de seleccionar el modelo mas adecuado, los parametros obtenidos se modelaron en
funcion de la composicion incluyendo los términos inversos (Scheffe, 1958) utilizando el

procedimiento “stepwise” (paso a paso) para eliminar los términos no significativos (P>0.05):
2 2
Y= a,+aX;+a,X, +ay/xXq+a, /X, +a;,; X" +aynX,” +a,XX, Ec. 4-3

donde x; y x, corresponden al contenido de goma xantica y humedad, respectivamente.
La Ec. 4-3 fue también utilizada para describir los cambios en la viscosidad aparente en

estado estacionario evaluada a 7.2 s™ como funcién del contenido de agua y goma xantica.
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Verificacion del modelo elegido

Con el fin de verificar la capacidad de prediccién del modelo elegido, se propuso como
objetivo una curva de flujo correspondiente a un DL comercial estudiado previamente
(Capitulo 3) para desarrollar un DL 0% lipidos con similares caracteristicas de flujo. Una vez
conocidos sus parametros se los eligi6 como objetivo, utilizando el software MatLab R2012a
(7.14.0.739) para predecir la formulacion de DL 0% lipidos que podria presentar
caracteristicas de flujo similares al DL comercial elegido como objetivo a partir de la
ecuacioén predictiva del esfuerzo en vuncién de los contenidos de humedad y goma xantica
(ver apéndice). Se empled un procedimiento iterativo el cual minimiza la suma de las
diferencias al cuadrado entre el esfuerzo experimental y predicho por el modelo HB del DL

comercial de acuerdo a la expresion:
MiNIMO = > (Coy — O precioha ) Ec.4-4

La prediccion del esfuerzo (0peq) €n funcion del contenido de humedad y goma xantica se

realizé considerando la funcionalidad de oy, Ky n con dichas concentraciones, es decir:
Opred = T(X4,X3) Ec. 4-5

Posteriormente se elaboré un producto con la composicion predicha para obtener la curva
de flujo experimental correspondiente y ser comparada con la curva tedrica obtenida a partir

del modelo elegido.

4.3.6 Analisis estadistico

Para el anadlisis de los datos experimentales se realizaron analisis de varianza
monofactoriales utilizando los procedimientos ANOVA del software SYSTAT (SYSTAT Inc.,
Evenston, IL, USA). Se eligié para comparaciones pareadas el test de “minimas diferencias
significativas” (test de LSD). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas en
las medias para valores de P<0.05. También se utilizd el moédulo Nonlin de SYSTAT para
llevar a cabo las regresiones no lineales requeridas. El error estandar de la media se denota

con la abreviatura SEM.
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4.4 Resultados y Discusion

4.41 Obtencién de los productos 0% lipidos

Materia prima

En la Tabla 4-2 se presentan los resultados obtenidos en la caracterizaciéon de la leche
utilizada en la elaboracion de los dulces. El contenido de lactosa fue calculado por diferencia
entre el extracto seco total y el resto de los constituyentes (proteinas y cenizas). La
densidad medida fue de 1.037g/ml.

Tabla 4-2. Composicién porcentual media de la leche utilizada para la elaboracion de los
dulces*.

Extracto
seco no Proteinas Cenizas Lactosa
graso (%) (%) (%)
%

9.473(0.002) N.D** 9.473 2.72(0.01) 0.727(0.002) 6.026

*el error estandar es mostrado entre paréntesis. **N.D.: no detectado

Extracto

seco total
(%)

El contenido graso de la leche utilizada como materia prima no fue detectado por el método
analitico empleado, coincidiendo con lo esperado, por tratarse de leche totalmente
descremada. Los resultados obtenidos para el extracto seco total, proteinas y cenizas se
correspondieron a los rangos normalmente encontrados, y el valor de extracto seco no graso
resultd superior al minimo de 8.4 %m/m, establecido en el Art 560 bis del CAA para leche
descremada UAT (CAA, 2015).

Estudios preliminares

La elaboracion del producto sin agregado de goma xantica permitié obtener un dulce 0%
lipidos, de buenas caracteristicas de color y sabor, pero al compararlo con los comerciales
de bajas calorias o light analizados en el Capitulo 3, se observd que para lograr una
consistencia equivalente era necesario concentrar mas el dulce, lo que se traduce en un
mayor numero de °Brix y en un aporte energético elevado (ver mas adelante en Figura 4-9).
Esto fue evitado al incorporar goma xantica en la formulacién para aumentar la viscosidad

del producto sin disminuir su rendimiento.

Correlacion entre el contenido de sélidos (°Brix) y agua
A fin de relacionar los °Brix en el producto final con el contenido acuoso alcanzado en el

dulce obtenido, se compararon los resultados obtenidos de ambas determinaciones.
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En la Figura 4-6 se presentan los resultados obtenidos para los solidos determinados
mediante refractometria (°Brix) y el contenido de humedad por secado en estufa para las
muestras de DL elaboradas sin goma xantica y llevadas a diferente porcentaje de humedad
por agregado de agua, asi como la ecuacion de la recta de regresion obtenida y su R?

observandose una adecuada relacion entre ambas variables en estas muestras.

65 -\;\ y=-1.28*x+125.2

] R®=0.999
60 A \\

. N

554 \
501 o

45- \\\
46 48 50 52 54 56 58 60 62 64

Humedad (%)

°Brix

Figura 4-6. Relacion entre contenido de sélidos solubles (°Brix) y humedad (%) para

muestras de dulce de leche 0% lipidos sin agregado de goma xantica.

Asimismo, los resultados de ambas medidas correspondientes a las formulaciones de la
Tabla 4-3, muestras de DL elaboradas con goma xantica y distintos contenidos de humedad,
se presentan en la Figura 4-7, asi como la regresién predictiva que las vincula. Dicha
regresion fue calculada con 12 de los 13 dulces, ya que el producto A presentd una lectura

de °Brix fuera del limite de medida del refractémetro utilizado (>78 °Brix).
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Tabla 4-3. Contenido de humedad, goma xantica, °Brix, a,, y rendimiento porcentual de los

diferentes dulces 0% lipidos obtenidos®.

Goma xantica

Rendimiento

Producto Humedad (%)
(%) (%)
Control 43.8'(0.14) 0" 58  0.900(0.002)  43.110.11)
A 23.7'(0.20) 0.253 >78  0.722/(0.000)  31.8/(0.08)
B 33.4"(0.11) 0.221% 67  0.834"(0.002) 36.4"(0.06)
C 40.9%(0.08) 0.392° 62  0.869°(0.000) 41.2%0.05)
D 43.5(0.01) 0.188' 56.5 0.899'(0.001)  43.070.01)
E 43.9'(0.25) 0.555° 57.25 0.900(0.001)  43.5(0.19)
F 47.4°(0.22) 0.349' 56  0.901%0.002)  46.2°(0.20)
G 48.1%(0.56) 0.173" 52  0.919%(0.000) 46.7°(0.60)
H 50.0%(0.18) 0.495° 51 0.924°(0.002)  48.8%0.17)
[ 52.5°(0.14) 0.3149 52.5  0.920°0.000) 51.3%0.15)
J 53.6°(0.29) 0.460° 48  0.936°(0.002) 52.5°0.32)
K 56.4°(0.43) 0.289" 50  0.931°(0.000) 55.8°(0.56)
L 56.8°(0.06) 0.428° 455 0.942%0.001) 56.4°(0.07)
M 60.3%(0.90) 0.263' 46.5 0.942%(0.001) 61.3%(1.40)

*Supraindices iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa entre las

medias (P>0.05). SEM es mostrado entre paréntesis.

El contenido de goma xantica (%) resultante en estos productos vario entre 0.173 y 0.555 %,
la humedad (%) entre 23.7 y 60.2 % y los sdlidos solubles entre 45.5 y >78 °Brix. Es
importante destacar que los valores mas bajos de humedad derivaron en escasos
rendimientos, mientras que los valores mas elevados dieron como resultado muestras muy
fluidas, con elevada actividad acuosa, lo que implicaria ademas de una consistencia no
adecuada, una menor vida util. Estos amplios rangos alcanzados permitieron evaluar las
caracteristicas obtenidas de este tipo de productos en valores extremos que normalmente

no se utilizan, pero permiten un analisis mas completo del sistema.
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Figura 4-7. Relacién entre contenido de solidos solubles (°Brix) y humedad (%) para
muestras de dulce de leche 0% lipidos con agregado de diferentes cantidades de goma

xantica.

Estadisticamente las rectas que relacionan ambas variables en productos con y sin xantica
presentan diferencias significativas (P = 7.1x10®). Esto refleja que, para un mismo contenido
de humedad, el refractbmetro marcara diferente valor de °Brix en productos con y sin
hidrocoloide. Por ejemplo, un contenido de un 50% de humedad por secado en estufa
resultara en 61 °Brix para un dulce sin xantica, y 53 °Brix para productos con adicién de la
misma.

Estos resultados indicaron que, para un dado valor de °Brix (y utilizado como punto final), no
conduciria a la obtencion de productos de igual contenido acuoso si se incluye o no goma
xantica en su formulacion. Es decir que, la determinacion de contenido de sélidos por
refractometria seria, en este trabajo, donde se quiere caracterizar las propiedades
reoldgicas de los dulces con diferentes formulaciones, solo una herramienta que indica las
proximidades del punto final, pero el momento exacto en el cual debe interrumpirse el

calentamiento queda establecido por pruebas empiricas y la experiencia del operario.

4.4.2 Caracterizacion de los productos 0% lipidos

En la Tabla 4-3 se presentan los contenidos acuosos y de goma xantica de los productos
elaborados (formulaciones A-M), asi como los resultados obtenidos para rendimiento,
actividad acuosa (ay), y °Brix de los dulces 0% lipidos; ademas se incluyen los valores

correspondientes al producto elaborado sin agregado de hidrocoloide (control).
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Asimismo, los resultados obtenidos para la actividad acuosa presentaron valores en el rango
0.722-0.942, también algo mas amplio respecto a los obtenidos en productos comerciales
(Capitulo 3, a,, entre 0.764 y 0.881). La Figura 4-8 muestra la relacién entre la humedad en

base seca y la actividad acuosa de los productos 0% lipidos obtenidos (A-M).

1.6+
14-
1.2—-
1.0—. ®
0.8 &
0.6—-

g H,0/g sdlido seco

0.4

0.2 T T T T T
0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95

Figura 4-8. Relaciéon entre humedad en base seca y a,, de los dulces 0% lipidos.

Caracterizacién reolégica

Todas las curvas de flujo de los productos 0% lipidos con goma xantica obtenidos
presentaron un comportamiento pseudoplastico.

En la Figura 4-9 se presentan, a modo de ejemplo, las curvas de flujo correspondientes a las
formulaciones que presentaron la mayor (Formulacién A) y menor (Formulacion M)
viscosidad en el rango de velocidades de deformacion ensayado. También se presenta la
curva correspondiente al dulce de leche 0% lipidos sin agregado de goma xantica (control),
la del producto comercial tradicional tipico (Capitulo 3, muestra M2: 7.9% grasa y 32.4% de
humedad) y la de un producto comercial light (Capitulo 3, muestra M5: 1.3% grasa y 35.3%
de humedad). Las viscosidades del resto de las formulaciones de dulce con goma xantica
obtenidas se encuentran comprendidas entre las curvas de las formulaciones A y M
mostradas, atribuido a los distintos contenidos acuosos y de goma xantica que presentaron
los 13 dulces. A modo de ejemplo, la curva de flujo correspondiente a la formulaciéon E

también fue incluida en la Figura 4-9 por su contenido acuoso similar al control.
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Figura 4-9. Curvas de flujo correspondientes a formulaciones de dulce 0% lipidos con goma

xantica: A (A), M (), E (V), a DL comercial tradicional M2 (O), a DL comercial light M5 (A),

y a una formulacion 0% lipidos sin goma xantica (control, ).

Como puede observarse en la Figura 4-9, la clara diferencia en viscosidades aparentes en
estado estacionario entre las muestras A a M se asocié a las diferencias en sus contenidos
acuoso y de goma xantica, siendo la formulacién A el producto mas concentrado. Asimismo,
dicha formulacion presentd valores de viscosidad superiores al producto tradicional M2. El
hecho de que las formulaciones de dulces resultaran con estas caracteristicas demostré que
es posible obtener DL 0% lipidos similares a alguno de los diferentes dulces comerciales
mediante la adecuada combinacién de goma xantica y humedad en el mismo. La viscosidad
del dulce 0% lipidos control (43.8% de humedad, sin agregado de goma xantica) estuvo por
debajo de curvas correspondientes a productos de similar contenido acuoso pero con
agregado de goma xantica (formulacion E), lo cual pone de manifiesto el efecto del
hidrocoloide en el aumento de la viscosidad y su importante rol en el comportamiento
reoldgico del sistema y, por lo tanto, en la textura de dulce del producto.

Bryant y McClements (2000) mostraron que las proteinas de suero de leche tienen
implicaciones importantes en su aplicacién como ingredientes por la utilizacién de las
interacciones beneficiosas entre dichas proteinas y la goma xantica, ya que es posible
formular alimentos que exhiben una amplia variedad de caracteristicas de textura y
apariencia. Una pequefa cantidad de goma xantica como 0.1% afadida a una solucion de
WPI desnaturalizada por calor puede causar un aumento apreciable de opacidad, velocidad
de gelificaciéon y rigidez final. EI mecanismo fisicoquimico propuesto responsable de este

efecto es la incompatibilidad termodinamica entre goma xantica y WPI desnaturalizada por
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calor, que conduce a la separacion de fases y la formacion de una emulsion agua en agua.
En ausencia de sal, la separacion de fases conduce eventualmente a la formaciéon de un
sistema de dos capas que puede ser perjudicial para la calidad del producto, en presencia
de sal, la separacion de fases conduce a la formacién de regiones ricas en xantica
incrustadas en un gel de proteinas de suero y asi se evita la formacién de un sistema de dos
capas.

Las viscosidades aparentes en estado estacionario de los productos comerciales (tradicional
y light) analizadas en el Capitulo 3 y comparadas con los dulces 0% lipidos obtenidos,
estuvieron comprendidas dentro de la zona estudiada para todo el rango de velocidades de
deformacion considerado. Este resultado coincidié con lo esperado segun la diversidad de
formulaciones incluidas (A-M) debido a que estos estudios apuntan a abarcar la mayor parte
de los comportamientos de distintos tipos de dulces de leche disponibles en el mercado

(tradicional, light, etc.).

Modelado matematico (Casson, Ley de la Potencia y Herschel-Bulkley).

Los tres modelos ensayados han sido previamente usados para modelar curvas de flujo de
dulce de leche por otros autores como se discutié en el Capitulo 3. Al aplicar dichos modelos
a las formulaciones 0% lipidos con goma xantica obtenidas (A - M), en todos los casos se
obtuvieron valores de P<<0.05. Por ello y para discernir cual de ellos era realmente el mas
adecuado, se analizaron los graficos de residuos ¢ (diferencia entre esfuerzos
experimentales y esfuerzos predichos a distintas velocidades de deformacién) para los tres
modelos (Casson, Ley de la Potencia y Herschel-Bulkley), encontrandose importantes
diferencias. En la Figura 4-10 se presentan los ajustes de los modelos a los datos obtenidos

para la formulacion C, asi como los graficos de residuos asociados, a modo de ejemplo.
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Figura 4-10. Curva de flujo experimental correspondiente a la formulaciéon C de dulce de
leche 0% lipidos con goma xantica y ajuste de los modelos de Casson (a), Ley de la
Potencia (c), y Herschel-Bulkley (e) a los datos experimentales, y sus correspondientes

gréficos de residuos (b, d y f).

De los tres modelos ajustados a los datos experimentales, el modelo de Herschel-Bulkley
(HB) presentd una mejor distribucion de errores para todos los dulces analizados (A-M), ya
que los mismos resultaron en forma de banda, mientras que los modelos de Casson y Ley

de la Potencia mostraron tendencias evidentes. Asimismo, los errores porcentuales
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promedio fueron 12.0% para la Ley de la Potencia, 7.4% para el modelo de Casson y 1.1%
para el modelo de Herschel-Bulkley, lo que demostrd el mejor ajuste de este ultimo a los
datos experimentales respecto a los otros dos modelos. En la Tabla 4-4 se presentan los
parametros obtenidos del modelo de HB para las distintas formulaciones estudiadas y el R?

correspondiente para cada una.

Tabla 4-4. Parametros del modelo de Herschel-Bulkley para formulaciones de dulce 0%

lipidos con distinto contenido de goma xantica y humedad®.

Formulacién oo (Pa) K (Pa.s") n R?
A 647(8)° 1157(155)° 0.47(0.01)° 0.998
B 201(14)° 246(12)° 0.34(0.01)° 0.990
C 65(1)° 111(9)>° 0.43(0.01)° 0.999
D 40.6(0.4)° 52(1)° 0.38(0.01) 0.996
E 22.10(0.06)° 63(4)° 0.33(0.01)% 0.997
F 21.8(0.5)° 52(6)° 0.41(0.01)* 0.998
G 14.6(0.3)" 28.3(0.4)° 0.39(0.01)« 0.996
H 10.6(0.2)* 28.8(0.3)° 0.34(0.01)° 0.998
[ 8.8(0.9)" 29.6(0.3)° 0.38(0.01)° 0.999
J 7.0(0.7) 21(2)° 0.33(0.01)* 0.999
K 4.1(0.2) 16(2)° 0.38(0.01)° 0.998
L 3.8(0.5) 13.9(0.6)° 0.31(0.01)' 0.999
M 2.48(0.01) 7.3(0.1)° 0.41(0.01)> 0.998

*Supraindices iguales en cada columna indican que no hay diferencia significativa entre los

parametros (P>0.05). Entre paréntesis se presentan el error estandar de los parametros.

Los parametros de HB obtenidos para las formulaciones de DL 0% lipidos estudiadas se
modelaron en funcién de su contenido de goma xantica y de humedad mediante el modelo
de Scheffé incluyendo los términos inversos; las ecuaciones y coeficientes de correlacién

obtenidos se presentan a continuacion:

6o =—28-10° +437-x, +6.1-10* / x, —2.9-10% - x? —0.23- x5 +

(R=0.999, P< 10°) Ec. 4-6
‘I’ 3.9 * X1 * X2
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K=-1.0-10* +2.6-10° - x, + 188-x, + 45/ x, + 1.6 -10° / x,, —

(R=0.990, P<107) Ec. 4-7
~1.8-10% - x? -1.2-x3 —17-x, - X,

n=-33+65-x,+005-x, +0.10/x, +28.1/x, - 4.6 x? - 5
e (R=0.950, P<10®) Ec. 4-8
-3.1-10"" - x5 - 0.051- x, - X,
donde x; y x, representan el porcentaje de goma xantica y humedad, respectivamente.
En las expresiones obtenidas se puede observar que el contenido acuoso tuvo una mayor
influencia en la variacion de los parametros g, y K respecto al contenido de goma xantica.
En el caso del umbral de fluencia, se observé un continuo aumento del mismo con la
disminucion del contenido acuoso, mientras que para la variacion de la consistencia, la
humedad tuvo su mayor efecto entre 20 y 40% de humedad (Tabla 4-4), produciendo una
variacion de K mas atenuada entre 40 y 60%.
Esto podria explicarse por un aumento en el numero de interacciones entre las
macromoléculas presentes en el producto, provocado por una mayor concentracion de los
componentes en la muestra.
Heimlich y col. (1994) empleando el modelo de HB encontraron valores de o, de 13.41 y
9.25 Pa para dulces comerciales argentinos y chilenos, respectivamente, y entre 10.36 y
12.45 Pa para dulces elaborados con leche o con leche y proteina de suero lacteo.
Asimismo, informaron valores medios de K entre 30.2 y 62.2 Pa.s" en muestras comerciales,
y entre 10.6 y 16.5 Pa.s" para los dulces elaborados. Estos datos publicados por Heilmich y
col. (1994) se encontraron dentro del rango de los parametros expuestos en la Tabla 4-4.
El indice de comportamiento de flujo (n) fue, en todos los casos, menor que la unidad,
indicando que todos los dulces resultaron fluidos pseudoplasticos, comportamiento
caracteristico de este tipo de producto (Rovedo y col., 1991). Valores de n menores a 1
también fueron encontrados por Doublier y Durand (2008) en muestras de dispersiones de
almidon entrecruzado en leche entera, y por Penna y col. (2001) para muestras de bebidas
lacteas con un porcentaje de solidos cercano a 20. Hough y col. (1988) obtuvieron un indice
de comportamiento de flujo casi constante, con un valor promedio de 0.748, excepto para un
DL mas concentrado y la temperatura mas baja estudiada, demostrando también el
comportamiento pseudoplastico de este tipo de productos. Asimismo informaron una
disminucion del umbral de fluencia y del indice de consistencia con el aumento de

temperatura y de contenido de sdlidos.
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Prediccion de la composicion a partir de una curva de flujo objetivo y validacion del
procedimiento

A partir de las expresiones obtenidas para los parametros del modelo de HB en funcion del
contenido de humedad y xantica de los productos 0% lipidos (Ec. 4-6, 4-7 y 4-8) fue posible
predecir la composicion mas adecuada para obtener dulce de leche 0% lipidos con las
caracteristicas de flujo deseadas de acuerdo a su posible aplicacion.

En primer lugar se determiné la curva o vs y" experimental de un dulce de leche comercial
de primera marca como objetivo (Producto M2 analizado en el Capitulo 3), el cual se tomé
como referencia ya que es bien aceptado por el consumidor. Luego combinando las Ec. 4-6,
4-7 y 4-8 en la Ec. 1-11, y empleando un procedimiento iterativo, se predijo simultaneamente
el contenido acuoso y de goma xantica que permitian simular curvas de flujo de manera de
minimizar las diferencias entre los esfuerzos experimentales del DL comercial M2 y los
predichos (ver Apéndice). Con este procedimiento se pudo encontrar que los contenidos de
humedad y xantica necesarios para que el dulce cumpla las caracteristicas buscadas serian
de 354 y 0.18%, respectivamente. Para dichos contenidos, los valores teéricos de los
parametros del modelo de HB resultaron: 0,=153.5 Pa, K=173.3 Pa.s" y n=0.34.

Se elabord entonces un dulce de leche 0% lipidos con dichos contenidos de humedad y
goma xantica como objetivos. Experimentalmente se logré obtener un dulce 0% lipidos con
31.9% de humedad y 0.23% de goma xantica.

En la Figura 4-11 se muestra la buena concordancia entre la curva de flujo del DL comercial
M2 elegido como objetivo y la del DL 0% elaborado segun la composicion predicha, con el
fin de verificar la utilidad de las ecuaciones predictivas. Para una visualizacién mas clara, los
resultados son mostrados en términos de viscosidad aparente, la misma se obtiene
dividiendo el esfuerzo por la velocidad de deformacion, el modelo de HB en términos de

viscosidad queda expresado segun la siguiente expresion:

N === G*O + Ky Ec. 4-9
vy
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10+

Figura 4-11. Curvas de flujo en estado estacionario para dulce de leche comercial M2 (m) y

para un DL 0% lipidos elaborado con 31.9% de humedad y 0.23% de goma xantica (—).

El error porcentual absoluto entre los valores experimentales de viscosidad aparente y la
curva predicha por los parametros del modelo de Herschel-Bulkley fue del 12.1%, atribuible
a la dificultad en elaborar un DL con las concentraciones predichas exactamente (por la
impresicién en el punto final en la elaboracion). Por lo tanto, podemos concluir que las
ecuaciones predictivas encontradas y el procedimiento descripto son adecuados para
predecir la formulacion necesaria para obtener un dulce de leche 0% lipidos con las

caracteristicas de flujo deseadas segun su aplicacion.

Prediccion de la composicién buscada a partir de viscosidad a una velocidad de deformacion
Dado que el procedimiento descripto anteriormente implica la utilizacién de un software
matematico sofisticado, también fue investigado un modo simplificado para predecir la
viscosidad de este tipo de producto con un determinado comportamiento de flujo teniendo
como objetivo el valor de la viscosidad aparente a una determinada velocidad de
deformacion. El valor de la viscosidad aparente en un punto se utiliza a veces como medida
de la sensacién en la boca de alimentos fluidos (Steffe, 1996), como fue analizado
previamente en el Capitulo 3.

Dado que las medidas experimentales no correspondieron exactamente a y'= 10 s™, y a fin
de obtener viscosidades aparentes determinadas lo mas cercano a ese valor, se eligio
trabajar con los datos experimentales determinados a 7.2 s™'. En la Tabla 4-5 se muestran

las viscosidades aparentes experimentales obtenidas.
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Tabla 4-5. Viscosidad aparente en estado estacionario obtenida a y'= 7.2 s para las
diferentes formulaciones de dulce de leche 0% lipidos elaboradas con agregado de goma
xantica*.
Formulacién nay’=72s"
485.25 (46.95)
90.06 (3.76)
45.16 (2.98)
20.48 (0.19)
20.02 (0.84)
19.11 (1.87)
10.43 (0.12)
9.28 (0.11)
I 10.08 (0.52)
6.02 (0.05)
5.24 (0.39)
4.01 (0.02)
M 2.59 (0.02)

*entre paréntesis se muestra el error estandar de las medias.

I O M| m O O @

| x| «

Pudo verse, coincidiendo con los parametros de HB umbral de fluencia y consistencia, que
la viscosidad evaluada a y'=7.2 s” disminuyé con el aumento de la humedad de los
productos, es decir, con la disminucién del contenido de sdlidos.

El modelo de Scheffé también fue ajustado a los datos de viscosidad aparente a y'= 7.2 s™
experimentales (Akay, 2007), obteniéndose la superficie de respuesta correspondiente a su
variaciéon en funcion del porcentaje de goma xantica y humedad de los dulces (Figura 4-12),

cuya expresion es la siguiente:

Inn. ., - :-1.2-2.0-x1+0.22-x2-@+@-2.7-10-3x§-0.07-x1x2 Ec. 4-10
e X1 X3

donde n es la viscosidad aparente, x; es el contenido de goma xantica (%) y x; el porcentaje
de humedad de las formulaciones analizadas (R=0.998).
En la Figura 4-12 puede observarse que la viscosidad aumentaba cuando la concentracion

de xantica en la formulacién se incrementaba, y cuando el porcentaje de humedad
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disminuia, observandose una mayor influencia del contenido de agua que del hidrocoloide,

en los rangos de concentracion analizados.

Figura 4-12. Superficie de respuesta obtenida para el In n;, .1 en funcién del contenido

acuoso y de goma xantica en los productos estudiados.

En base a estos resultados se puede concluir que cuando no es posible conocer la curva de
flujo de un producto, no se cuenta con el soporte informatico adecuado, o el Unico interés es
la viscosidad correspondiente a la sensacién en la boca, la Ec. 4-10 podria ser utilizada para
una estimacion rapida de los contenidos mas adecuados de sus componentes. En este
caso, para el producto comercial elegido, la viscosidad aparente a y'=7.2 s fue 68 Pa.s; si
consideramos un contenido acuoso de 32%, la Ec. 4-10 predice una concentracion de goma
xantica de 0.17%, cuyo valor es similar al estimado anteriormente.

La sencillez del procedimiento descripto nos permite graficar en la Figura 4-13 curvas de
isoviscosidad a y’=7.2 predichas por el la Ec. 4-10 en funcién del contenido acuoso y de
goma xantica. Dichas curvas podrian ser de suma utilidad cuando se persigue como objetivo

una viscosidad aparente determinada.
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Figura 4-13. Curvas de isoviscosidad predichas por la Ec. 4-10, expresadas como
viscosidad aparente a y'=7.2 s para diferentes combinaciones de goma xantica (%) y

humedad (%) en los dulces de leche.

Mediante este estudio, pudieron obtenerse dulces de leche 0% lipidos con un amplio rango
de niveles de humedad y goma xantica, lo que permitid6 el estudio de un conjunto de
formulaciones de caracteristicas reoldgicas muy variado. Con la metodologia propuesta fue
posible seleccionar las relaciones entre diferentes parametros reoldgicos y contenidos de
humedad y goma xantica en los productos para obtener un producto libre de grasa con

caracteristicas similares a productos comerciales, aceptados por los consumidores.

4.5 Conclusiones parciales

v' La correlacion entre el contenido de solidos por refractometria y la humedad varié
significativamente entre dulces con y sin agregado de goma xantica, por lo que la
determinacion de contenido de solidos por refractometria seria, en este trabajo, solo una
herramienta que indica las proximidades del punto final, resultando un método no confiable
para la decisién del momento exacto en el cual interrumpir el calentamiento.

v' Las curvas de flujo en estado estacionario de las muestras de DL 0% lipidos
presentaron un comportamiento pseudoplastico, con caracteristicas intermedias entre una

solucion concentrada y un gel.
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v El modelo de Herschel-Bulkey fue el mas adecuado para predecir las curvas de
flujo en estado estacionario de los dulces 0% lipidos elaborados con agregado de goma
xantica.

v' Los parametros de HB umbral de fluencia (oo) y consistencia (K) se incrementaron
con el mayor contenido de sélidos (menor humedad), atribuible a una mayor interaccion
entre macromoléculas, mientras que el parametro n resulté inferior a la unidad en todos los
Casos.

v Se modelaron matematicamente los parametros del modelo de Herschel-Bulkley y
la viscosidad aparente a y'=7.2 s en funcién del contenido de goma xantica y humedad de
los productos de acuerdo al modelo de Scheffé incluyendo los términos inversos,
encontrando correlaciones que permiten vincular el comportamiento de flujo con la
composicion de los dulces.

v' Las correlaciones obtenidas se utilizaron para seleccionar la combinacion correcta
de humedad y goma xantica necesarias para elaborar un dulce de leche 0% lipidos con
caracteristicas reoldgicas similares a las muestras comerciales de primera marca, que son
bien aceptadas por los consumidores. Dichos niveles correspondieron a 35.4% de agua y
0.18% de goma xantica; asimismo, se validé satisfactoriamente la curva de flujo predicha
por el modelo.

v Mediante la determinacién de la viscosidad aparente a y'=7.2 s de los diferentes
dulces de leche 0% lipidos con diferentes niveles de humedad y goma xantica, y su ajuste
segun Scheffé, se calcularon curvas de isoviscosidad que también podrian emplearse para
predecir los valores de composicion que permitirian obtener un producto con la viscosidad

aparente deseada.
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Apéndice
La prediccion del esfuerzo (oyeq) €n funcion de las concentraciones de humedad y goma

xantica se realiz6 considerando la funcionalidad del o, Ky n con dichas concentraciones:

0 = (-2857.674 + 43.686 * x, + 61460.545/ x, —290.271 * x; —0.23* xJ +3.947 * x, * X,)
+(—10217.875 + 2640.516 * x, +188.657 * x, + 45.21/ x, + 164754 .402 / x, —1840.227 * X,2 -
1104 * X2 —17.799 * X, * X,)* 7' (3300382 + 6.521059 * X, +0.056716 * x, +0.095914 /X, +
28.095421 /X, — 4.623491 * x> — 0.000315 * x2 — 0.051441 * x, * X, )

A continuaciéon se muestran las sentencias utilizadas para el programa de calculo del
esfuerzo para el modelo de Herschel-Bulkley:

clear

x1min=23.7;

x1max=60;

X2min=.173;

x2max=.555;

p=100 ;

errmin=1e26;

xexp=[.009981 .01919 .03712 .07183 .139 .268 .518 .999 1.93 3.725 7.189 13.87 26.78 51.69 99.78];
jexp=[179.4 205.6 222 236.8 251.7 272 313.3 369.6 409.5 462.5 542.4 657.9 862.5 1142 1479];
for n=0:1:p

for m=0:1:p

x1=x1min+n*(x1max-x1min)/p;

Xx2=x2min+m*(x2max-x2min)/p;
y1=-2857.674+43.686*x1+61460.545/x1-290.271*x2"2-0.23*x172+3.947*x1*x2;
y2=-10217.875+2640.516*x2+188.657*x1+45.21/x2+164754.402/x1-1840.227*x22-1.194*x12-
17.799*x1*x2;
y3=-3.300382+6.521059*x2+0.056716*x1+0.095914/x2+28.095421/x1-4.623491*x2/2-
0.000315*x172-0.051441*x1*x2;

for k=1:1:length(jexp);
j(k)=y1+y2*xexp(k)."y3;

end

err=sum((j-jexp).*2);

if (err<errmin)

errmin=err;

x1sol=x1;

x2s0l=x2;

else
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end

end

end

x=0:(fix(max(xexp))+1)/1000:(fix(max(xexp))+1);
y1=-2857.674+43.686*x1s01+61460.545/x1s01-290.271*x2s01*2-0.23*x1s0l*2+3.947*x 1s0l*x2s0l;
y2=-10217.875+2640.516*x2s0l+188.657*x1s0l+45.21/x2s0l+164754.402/x1s0l-1840.227*x2s0l*2-
1.194*x1s0I"2-17.799*x1sol*x2s0l;
y3=-3.300382+6.521059*x2s0l+0.056716*x1s0l+0.095914/x2s0I+28.095421/x1s0l-4.623491*x2s0l*2-
0.000315*x1s01*2-0.051441*x1s0l*x2s0l;
=y 1+y2.7x.My3;

plot(x,j);

hold on

stem(xexp,jexp);grid

x1sol

x2sol
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5.1 Introduccion

El problema que se presenta mas a menudo en productos lacteos en general, y cuya
solucion tecnolégica presenta muchas dificultades, es el referido a la cristalizacion de la
lactosa durante el almacenamiento, siendo causa del deterioro de las caracteristicas
sensoriales, que los hace desagradables y rechazados por el consumidor debido a la textura
arenosa percibida. Dicho inconveniente tiene origen en diferentes causas, como por ejemplo
excesiva concentracion de solidos solubles, velocidad lenta de enfriamiento,
almacenamientos prolongados (en particular a bajas temperaturas), o bien utilizacién de

envases inadecuados.

5.1.1 Cristalizacion de lactosa

Segun Jennes y Patton (1959), la lactosa existe en dos formas isoméricas en la leche que
se designan como a- y B-lactosa. Estas formas de lactosa rotan su estructura cuando estan
en soluciones acuosas y buscan establecer un equilibrio en las cantidades presentes de
cada una. A 20 °C y en equilibrio rotacional, una solucion de lactosa estara compuesta de
62.25% de B-lactosa y 37.75% de a-lactosa. La solubilidad de cada una de las formas de
lactosa varia mucho, siendo la forma - mucho mas soluble que la forma a-. A 15 °C, la
solubilidad de a-lactosa es aproximadamente 7 g/100 g de agua y la de B-lactosa 50 g/100
g. Por lo tanto, en soluciones de lactosa, aunque se presente equilibrio rotacional entre las
dos formas, la forma a- cristalizara debido a su baja solubilidad. La a-lactosa tiende a
cristalizarse en productos como helados, leche condensada y dulce de leche. Se forman
cristales grandes porque la nucleacion y el crecimiento de los cristales es lento (Walstra y
col., 1999).

En helados, la lactosa puede cristalizar porque gran parte del agua esta congelada y por
tanto, no disponible para mantenerla en solucion; en leche condensada, lo hace por la
pequefa cantidad de agua remanente después del proceso de evaporacion.

El dulce de leche presentara aproximadamente un 30% de humedad final, la cual debera
mantener en solucion no solo la totalidad de los azucares agregados durante el proceso,
sino también la lactosa de la leche empleada como materia prima, que durante la
evaporacion se habra ido concentrando. Debido a su baja solubilidad, la lactosa en este
producto ya se encuentra en solucion supersaturada. Esta solucidon también es afectada por
la cantidad de sacarosa agregada que disminuye sustancialmente la solubilidad de lactosa.
Bajo estas condiciones, la cristalizacion de lactosa es inevitable en el dulce de leche (Hough
y col., 1990).

Respecto a la sacarosa, la lactosa es relativamente poco soluble (aproximadamente 10

veces menos, Tabla 5-1).
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Tabla 5-1. Solubilidad de lactosa y sacarosa en agua.

Solubilidad Temperatura (°C)
g/100 g agua 10 20 30
Sacarosa 179.5 190.5 203.9 219.5 260.4
Lactosa 11.9 15.1 19.2 24.8 43.7

A 55 °C el dulce presenta una solucion de lactosa ya en su punto de saturacion. Durante el
comienzo del enfriamiento la cantidad de lactosa en exceso, como sobresaturacion, es muy
pequeia, pero a medida que el dulce se enfria la sobresaturacion aumenta. Con el tiempo,
este azucar cristalizara, presentando el defecto conocido como “cristalizaciéon” o
“azucaramiento”, perceptible al paladar generalmente en dulces relativamente envejecidos
(un mes o0 mas), cuando los cristales alcanzan un cierto tamafio minimo.

El fabricante debe tratar de evitar o bien demorar este proceso. El perfil de temperaturas
seguido durante el enfriamiento del producto influye en el desarrollo del mismo, como ya se
menciond. Se formaran cristales mas grandes cuando mas lento es el enfriamiento. La
velocidad de cristalizacion aumenta a medida que la temperatura desciende, alcanzando un
maximo alrededor de los 30°C; a temperaturas menores, el aumento de viscosidad
comenzara a dificultar la formacion de cristales. Esta temperatura de maxima cristalizacion
varia con la proporcion lactosa—agua, la cual depende del total de sélidos.

Sabioni y col. (1984) elaboraron dulce de leche con mezclas de leche y leche con lactosa
hidrolizada por microorganismos, que almacenaron durante 120 dias a temperatura
ambiente para ser evaluados sensorialmente. Estos autores no encontraron cristalizacion de
lactosa en ninguna de las formulaciones, excepto en la muestra control (sin lactosa
hidrolizada). De cualquier manera, la cristalizacion irremediablemente sobrevendra después
de un cierto tiempo de almacenamiento, evitarla o postergarla sera fundamental para
mejorar la calidad del producto y prolongar su vida util (Zamboni y Zalazar, 1994). Martinez y
col. (1990) demostraron que si el contenido de lactosa no es reducido, su cristalizacién en el

dulce de leche es inevitable.

5.1.2 Métodos para prevenir la cristalizacion de lactosa

Varios métodos tecnologicos se han desarrollado e investigado para prevenir la
cristalizacion de lactosa en productos que tienen este problema. Pero la mayoria de estos
métodos se han investigado para leche condensada y helados.

Uno de los métodos mas usados en la elaboracién de dulce de leche es el reemplazo de

parte de la sacarosa por glucosa (Martinez y col., 1990; Hynes y Zalazar, 2009). El
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reemplazo de la sacarosa hasta un 40 % p/p por mono o disacaridos esta contemplado por
la RESOLUCION GMC N° 137/96 del Codigo Alimentario Argentino (CAA, 2015).

Un factor importante que se puede controlar durante la elaboracién del dulce de leche es la
velocidad de enfriamiento. Una disminucion lenta de la temperatura del producto favorece la
formacion de cristales grandes, de tamafo mayor a 0.03 mm, y duros, y el producto se
identifica como “arenoso”, provocando el rechazo del consumidor. Lo contrario ocurre
cuando el descenso de la temperatura es rapido porque esto facilita la formacion de muchos
cristales de tamano pequefo que no son percibidos; estas condiciones deben ser
estandarizadas para favorecer la formacién de cristales pequefios (con un tamafo menor a
0.01 mm) (Alais, 2003; Zavala, 2005). Asimismo, a temperaturas menores la viscosidad del
dulce de leche dificulta la formacién de cristales de lactosa por reduccién en la movilidad de
las moléculas.

Otra de las técnicas mas empleadas es la siembra de microcristales de lactosa. El objetivo
es favorecer la formacion de numerosos cristales pequeios que no sean percibidos por el
consumidor (Hough y col. 1990; Alais, 2003; Zavala, 2005). En el caso del dulce de leche, la
siembra consiste en agregar lactosa en polvo cristalizada en un 0.04-2% en la formulacion.
Se disuelve el polvo de lactosa en una cantidad pequena para mejorar su distribucion y se
agrega al resto de producto cuando tiene una temperatura alrededor de 30 °C. Segun Hough
y col. (1990), el tamafo de los cristales del polvo de lactosa no debe exceder los 8 um para
asi dar lugar a la formacién de cristales de lactosa que no excedan los 45 ym, umbral de
percepcion de los cristales por el consumidor. Si bien la siembra de microcristales es una
buena opcion para forzar la cristalizacion de lactosa en leche condensada (Buyze, 1952),
segun Sabioni y col. (1984) y Martinez y col. (1990) los fabricantes enfrentan ciertas
dificultades técnicas en su aplicacién. Ademas, aumenta el tiempo total de operacion, induce
la formacion de burbujas de aire en el producto debido a la agitacion y ocasiona
contaminacion del producto.

Hunziker (1946) recomendaba forzar la cristalizacién con agitacién a 30 °C para fomentar la
nucleacién o aumentar la tasa de formacién de numerosos cristales de lactosa. Sin
embargo, a esta temperatura, el dulce de leche es bien viscoso y los requerimientos del
bombeo mecanico y la agitacién son altos. Al igual que en el caso de la siembra con
microcristales, otra de las dificultades es la contaminaciéon con hongos y levaduras cuando
se agita el producto, ya que la actividad de agua del dulce de leche no es lo suficientemente
baja para prevenir el crecimiento de este tipo de microorganismos.

Cari¢ (1994) informd6 que también la ultrafiltracion (UF) puede ser usada para prevenir la
cristalizacion de lactosa, sin embargo, hay solamente dos informes (Christiansen y col.,

1987; Edelsten y col., 1987) donde se la utiliza como método para reducir la arenosidad en
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dulce de leche. Al respecto, Martinez y col. (1990) informaron que esta tecnologia no es
econdmicamente factible en Argentina.

Por otro lado, Smith (1991) describe el uso de la enzima B-D-galactosidasa (lactasa), enzima
del grupo de las hidrolasas que rompe el enlace entre galactosa y glucosa, azicares que
forman la lactosa. La lactosa no es facilmente hidrolizada en condiciones de bajo pH y altas
temperaturas (Walstra y col.,, 1999), pero si con esta enzima. El objetivo principal de
utilizarla en dulce de leche es reducir el contenido de lactosa y asi retrasar su cristalizacion.
La hidrdlisis de lactosa sin embargo origina varios cambios en el producto final:

- La dulzura del producto aumenta debido a que la mezcla de galactosa y glucosa es 2 a 3
veces mas dulce que la lactosa.

- La galactosa y glucosa generan una viscosidad menor a la de la lactosa, esto permite una
concentracién mayor de sélidos sin que ocurra cristalizacion.

- La reaccion de Maillard es mas acentuada porque la glucosa y galactosa son mas
reactivas en estas condiciones que la lactosa (Lamothe, 2006).

Las industrias lacteas fabrican distintos productos en los que la lactosa ha sido hidrolizada a
galactosa y glucosa mediante la adicion de lactasa a fin de evitar su cristalizacién. Esta
digestion enzimatica de la lactosa es paralelamente conveniente si se realiza en forma total,
para cierto grupo poblacional, particularmente adultos, debido a una frecuente deficiencia en
esta enzima, que se manifiesta por intolerancia a la lactosa. En el caso del dulce de leche,
se suele realizar la hidrdlisis parcial de la lactosa por un problema tecnolégico y no de salud,
para evitar o retardar la formacion de cristales mediante la utilizacion de la enzima [3-D-
galactosidasa (lactasa). Esto esta contemplado en la RESOLUCION GMC N° 137/96 (CAA,
2015), donde se menciona el empleo de la enzima lactasa como coadyuvante de tecnologia

/elaboracién segun buenas practicas de fabricacion.

5.2 Objetivos especificos

Sobre formulaciones de dulce de leche elaboradas con leche descremada (0% de contenido
lipidico) los objetivos que se plantearon fueron:

» Caracterizar y estudiar las propiedades fisico-quimicas de dulces de leche 0%
elaborados con leche de contenido de lactosa normal o reducido, y diferentes contenidos de
humedad.

» Evaluar los cambios producidos durante 6 meses de almacenamiento a 20 °C en
envases de vidrio de formulaciones de dulce de leche 0% lipidos, elaborados con leche de
contenido de lactosa normal como reducido. Las variables analizadas fueron: cristalizacion

de lactosa, variacion de pH, calidad microbiolégica, comportamiento reoldgico.
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» Modelar el comportamiento reolégico de los dulces durante su almacenamiento,

calcular funciones materiales asociadas, y evaluar la magnitud de los cambios producidos.

5.3 Materiales y Métodos

5.3.1 Diseno Experimental y elaboracion de los productos

Teniendo en cuenta que el producto 0% lipidos desarrollado hasta aqui, ademas de poder
consumirse como tal, es disefiado a fin de ser empleado como fase continua de un producto
donde se desea incorporar aceite vegetal (en forma de emulsion, tematica que sera
abordada en el Capitulo siguiente), y se pretende que la matriz sea capaz de mantener
estables a las gotas de aceite, se tomaron como base datos obtenidos por Quintana y col.
(2004), quienes estudiaron la estabilidad de emulsiones con fases continuas de diferentes
caracteristicas reoldgicas. A partir de dichos resultados, se seleccioné en los diagramas de
flujo una regidon donde la matriz o fase continua resultaba capaz de mantener estables gotas
de 2-3 ym de diametro, y, a partir de los datos obtenidos para el sistema en estudio en el
Capitulo 4, se seleccion6 un maximo contenido de humedad en el producto a elaborar,
cuyas curvas de flujo concordaban con las mencionadas anteriormente. Se fijé entonces
dicho maximo en 40% de humedad, el cual abarca una zona relativamente amplia de
trabajo.

Se elaboraron cuatro tipos de dulces 0% lipidos (Tabla 4-2), incorporando siempre 1 g/L
leche de goma xantica. Los dulces se elaboraron empleando leche descremada con o sin
tratamiento previo con lactasa, es decir, dos con leche de contenido de lactosa normal (L) y
dos con contenido reducido (I). A su vez, el proceso de elaboracién seguido (segun
metodologia 4.3.2) resultdé en dos niveles de humedad (alto, H o bajo, h) para cada nivel de
lactosa usado. Por ello, el contenido del hidrocoloide alcanzado en cada producto resulté ser
consecuencia del grado de concentracién de sdlidos. La nomenclatura empleada en los

dulces obtenidos se esquematiza en la Tabla 5-2.

Tabla 5-2. Nomenclatura empleada en los dulces de leche 0% lipidos elaborados.

Alta Baja
0S3 Normal LH Lh
Reducida IH Ih

Para disminuir el contenido de lactosa en la leche totalmente descremada empleada como
materia prima (leche 0% lipidos, UAT, Sancor, Cooperativas Unidas Ltda., Sunchales, Santa

Fe) destinada a la elaboracién de los productos de contenido de lactosa reducido (IH y Ih),
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se realizé un tratamiento enzimatico con R-galactosidasa (lactasa Hansen, 125 NLUJ/L)
previo a la elaboracion de los mismos. La dosis necesaria de enzima depende de la
temperatura, tiempo y grado de hidrélisis deseado. En base a recomendaciones del
fabricante, se incubo la leche con 2.6x1072 g/L de enzima a 4°C durante 24 h, a fin de lograr
aproximadamente un 40% de hidrdlisis de lactosa. Posteriormente, la enzima fue inactivada
por calor al iniciar el tratamiento térmico durante la elaboracion del producto.

Los dulces se elaboraron segun 4.3.2 y una vez finalizada la etapa de calentamiento, los
productos obtenidos fueron fraccionados en caliente en frascos de vidrio de 150 ml,
previamente esterilizados en autoclave. Los productos asi envasados fueron almacenaron

durante 6 meses en un cuarto de temperatura controlada a 20°C.

5.3.2 Caracterizacion de los productos obtenidos
Sobre los cuatro dulces de leche 0% lipidos obtenidos (tiempo inicial) se realizaron las
siguientes determinaciones:

v" Humedad (segun apartado 3.3.2)

v' Contenido de sélidos por refractometria (segun apartado 3.3.2)
v" Rendimiento porcentual (segun apartado 4.3.6)
v

Actividad acuosa (segun apartado 3.3.2)

5.3.3 Parametros de calidad de los productos durante el almacenamiento
A fin de evaluar los cambios en los principales parametros que afectan la calidad de los
dulces de leche obtenidos, se realizaron los siguientes ensayos a lo largo de su

almacenamiento a 20 °C:

Cristales de lactosa por microscopia optica

Para evaluar el posible proceso de cristalizacién en los dulces se investigo la presencia de
cristales, segun Giménez y col. (2008). A distintos tiempos durante el almacenamiento, se
pesaron aproximadamente 0.01 g de dulce de leche en un portaobjetos previamente
pesado. Posteriormente se le colocé un cubreobjetos y se hizo una pequefia presion en el
centro del mismo a fin de lograr la expansion de la muestra en una apariencia circular sin
aplastar los posibles cristales presentes. La observacion fue realizada en microscopio 6ptico
(Leica DMLB, Wetzlar, Alemania) con 1000x de aumento, utilizando polarizadores para una
mejor visualizacion. Asimismo, se tomaron imagenes con una camara fotografica.

En caso de encontrar cristales, el calculo del numero de los mismos, por gramo de producto,

responde a la siguiente expresion:
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_na-z-R?
A-P

N Ec. 5-1

donde:

N = numero de cristales por gramo de dulce de leche
A = area de campo observada (mm)

na = numero promedio de cristales observados en A
R = radio de la muestra (mm)

P = peso de muestra

Medida de pH
La determinacién del pH de los productos se efectué mediante un pHmetro Hach

senslON+pH3 (Hach, Loveland, USA). Las determinaciones se realizaron por duplicado, a

distintos tiempos durante el almacenamiento.

Calidad microbioldgica

Con intervalos de 30 dias se realizaron los recuentos microbianos de los dulces obtenidos y
almacenados a 20°C con el fin de evaluar su aptitud sanitaria, la cual es condicionada por el
proceso de elaboracién, sobre todo el envasado y condiciones en las cuales se encuentran
los recipientes destinados a su almacenamiento, siguiendo los criterios microbiolégicos que
establece la RESOLUCION GMC N°137/96 (CAA, 2015) para este tipo de productos.

Para cada producto, se tomaron 10 g de muestra, por duplicado, y se homogeneizaron en
90 ml de peptona 0.1% mediante Stomacher durante 60 segundos a velocidad normal. Se
realizaron adecuadas diluciones seriadas en tubos con peptona 0.1%. Se efectuaron
recuentos en placa de:

» Hongos y levaduras: en Agar YGC (Cloranfenicol, Extracto de levadura, Glucosa)
(YGC, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) sembrando en profundidad 1 ml de las diluciones
correspondientes e incubando a 25 — 30 °C durante 5 dias.

» Estafilococos coagulasa positiva: en Agar Baird Parker (Biokar, Beauvais, Francia)
sembrando en superficie 0.1 ml de cada dilucién e incubando 24-48 hs a 35-37 °C, en

aerobiosis.

Determinaciones reoldgicas:

Curvas de flujo en estado estacionario
Para cada producto obtenido y a diferentes tiempos de almacenamiento se obtuvieron las

curvas de flujo en estado estacionario segun metodologia 3.3.3, por duplicado. En los
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tiempos extremos del almacenamiento (0 y 6 meses) las medidas se realizaron por

cuadruplicado a fin de disminuir el error.

Ensayos de esfuerzo oscilatorio
Fueron realizados segun metodologia 3.3.3, por duplicado, para todos los productos
obtenidos. En los tiempos extremos del almacenamiento (0 y 6 meses) las medidas se

realizaron por cuadruplicado para disminuir el error.

Modelado matematico de las caracteristicas reolégicas de los productos

Se ajusto el modelo de Herschel-Bulkley a las curvas de flujo experimentales obtenidas para
cada dulce de leche a los diferentes tiempos de almacenamiento. Asimismo, la variacion de
sus parametros fue analizada en funcién del tiempo de almacenamiento.

Los barridos de frecuencia obtenidos en el rango lineal fueron modelados con la Ley de la
Potencia (empleando el software OriginPro7.0), y empleando el modelo generalizado de
Maxwell (Ec. 1-28 y 1-29, mediante la utilizacion del software IRIS y la herramienta “solver”
del Excel 2007).

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos experimentales se realizaron analisis de varianza bifactoriales
utilizando los procedimientos ANOVA del software SYSTAT (SYSTAT Inc., Evenston, IL,
USA), siendo los factores considerados la composicion del producto y el tiempo de
almacenamiento. Las comparaciones pareadas y las regresiones no lineales se realizaron

segun 3.3.5.

5.4 Resultados y Discusion

5.4.1 Caracterizacion de los productos obtenidos

La humedad de los dulces 0% lipidos obtenidos con leche con lactosa normal o reducida,
estuvo comprendida entre 35.9% y 40.4%, valores dentro de la zona de trabajo deseada
(maximo 40% de humedad). Esto resultdé en concentraciones de goma xantica entre 0.198%
y 0.213% en los productos terminados (Tabla 5-3). Asimismo, presentaron valores de a,,
entre 0.845 y 0.881, en el rango de los productos comerciales analizados en el Capitulo 3
(0.764-0.882), aunque sus °Brix resultaron algo inferiores.

Los rendimientos porcentuales obtenidos en los productos estuvieron comprendidos entre

37.9% y 40.7%, respectivamente.
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Tabla 5-3. Productos elaborados a partir de leche descremada (LH y Lh) y de leche

descremada tratada con lactasa (IH y Ih)*.

actosa norma actosa reducida

Alta humedad Baja humedad Alta humedad Baja humedad
(LH) (Lh) (IH) (Ih)

Humedad (%) 40.4° 35.9° 40.3° 37.8°

Goma xantica (%) 0.198° 0.213° 0.198° 0.207°

Rendimiento (%) 40.76° 37.90° 40.73° 39.07°

°Brix 62 65.5 62 64.5

aw 0.881° 0.845¢ 0.874° 0.865°

*Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

Los contenidos de lactosa en los diferentes productos fueron calculados teniendo en cuenta
el contenido de lactosa de la leche empleada en su elaboracién, el rendimiento obtenido en
los productos, y en el caso de los dulces elaborados con leche tratada con lactasa, el
porcentaje de hidrolisis deseado (40%). Dichos valores correspondieron aproximadamente a

un 10 y 6% de lactosa para el producto de contenido normal y reducido, respectivamente.

5.4.2 Cambios durante el almacenamiento
pH
En los cuatro dulces analizados los valores de pH estuvieron comprendidos entre 6.01 y

6.26. Su variacion con el tiempo de almacenamiento es presentada en la Tabla 5-4.

Tabla 5-4. Valores de pH correspondientes a dulces elaboradas a partir de leche
descremada (LH y Lh) y de leche descremada tratada con lactasa (IH y Ih) durante su

almacenamiento a 20 °C*.

Tiempo Lactosa normal (L) Lactosa reducida (1)

(meses) LH Lh H Ih
0 6.149" 6.24°°° 6.24%° 6.04"
1 6.22°0% 6.11 6.13" 6.13"
2 6.25%° 6.23%%° 6.19%f 6.17%"
3 6.18°%™ 6.21°% 6.15"" 6.04
4 6.19%% 6.17°" 6.10’ 6.11
5 6.19°% 6.20" 6.12 6.05
6 6.11 6.26° 6.12 6.01'

*Supraindices iguales indican que no hay diferencia significativa entre las medias (P>0.05).
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Los valores de pH para las muestras con mayor contenido acuoso (LH y IH) mostraron una
tendencia a disminuir durante el almacenamiento, mientras que en las de menor porcentaje
de humedad los cambios de pH no presentaron tendencias claras. A pesar de las pequefias
variaciones, todos se encontraron dentro de los rangos esperados y hallados en este tipo de
producto (5.70-6.15, Capitulo 3, apartado 3.4.1).

Cristalizacidon de lactosa

En la observacion microscépica de los diferentes dulces no se observaron cristales de
lactosa en ninguno de los productos analizados durante todo el periodo de almacenamiento
considerado. Al no presentar diferencias entre los dulces de contenido de lactosa normal
(LH y Lh) y reducido (IH y Ih), no puede atribuirse la ausencia de cristales al tratamiento
enzimatico previo por lo que se concluye que la velocidad de enfriamiento al final del
proceso fue adecuada.

Los resultados obtenidos se corresponden con lo establecido en la RESOLUCION GMC
N°137/96 (CAA, 2015), que dispone como requisito de caracteristica sensorial una

consistencia cremosa o pastosa, sin cristales perceptibles sensorialmente.

Calidad microbioldgica

Los recuentos de hongos y levaduras, microorganismos capaces de proliferar en este tipo
de sistemas, en todos los productos analizados estuvieron siempre por debajo del limite de
deteccion del método (< 2 log UFC/g). Asimismo, tampoco fueron detectados
microorganismos Estafilococos coagulasa positiva, principal patégeno a evaluar en el
producto, segun el criterio microbiolégico establecido en la RESOLUCION GMC N° 137/96
(CAA, 2015). Por lo tanto la calidad microbiolégica de los productos resulté satisfactoria
durante los 6 meses de almacenamiento. Esto también indic6 adecuadas condiciones de

elaboracion y envasado de los productos.

Medidas reoldgicas

Curvas de flujo

El comportamiento de flujo observado en todos los dulces coincidid, como era esperado, con
los dulces 0% lipidos estudiados previamente (Capitulo 4), mostrando el comportamiento
pseudoplastico caracteristico. Dichas curvas en estado estacionario fueron modeladas con
la ecuaciéon de Herschel-Bulkley (HB) para cada una de los dulces, obteniéndose los
parametros correspondientes 0y, Ky n, a lo largo del almacenamiento a 20 °C. La Figura 5-1

muestra, a modo de ejemplo, algunas de las curvas obtenidas experimentalmente. Son
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ilustrados los datos correspondientes a 0, 3 y 6 meses de almacenamiento de los dulces LH,

Lh, IH y Ih con el respectivo ajuste del modelo de HB a dichos datos.

1000

100

n (Pa.s)

10

1000

100

n (Pa.s)

104

Figura 5-1. Curvas de flujo obtenidas experimentalmente, correspondientes a 0 (o), 3 (©)y 6
(A) meses de almacenamiento de los dulces LH, Lh, IH y |h; con linea continua se indica el
respectivo ajuste del modelo de HB a los datos experimentales. Las barras verticales

corresponden al error estandar de las mediciones.

En todos los productos obtenidos y tiempos de almacenamientos analizados, se obtuvieron
adecuados ajustes del modelo HB a los datos experimentales, segun puede observarse en
la Figura 5-1.

Por comparacion de las curvas obtenidas a distintos tiempos, se observdé un pequefio
aumento de la viscosidad a lo largo del almacenamiento a 20 °C, efecto que fue mas
marcado para las formulaciones de baja humedad, Lh y Ih. La mayor concentracion de

solidos (proteinas de leche, azucares y polisacarido) alcanzada en estos productos podria
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favorecer una mayor interaccion entre los mismos durante su almacenamiento, aumentando
su resistencia al flujo, es decir su viscosidad. Asimismo, Zunino (1998) observé un ligero
espesamiento en dulces de leche elaborados con agregado de suero de queso,
almacenados 6 meses a 5 °C, pero que fueron bien aceptados mediante panel sensorial.
Rovedo y col. (1991) también encontraron un aumento de la viscosidad aparente de dulce
de leche durante 120 h de almacenamiento, atribuyendo este comportamiento a que
probablemente es necesario un determinado periodo de tiempo para que las proteinas de
leche adquieran una configuracion equilibrada. Un aumento en la viscosidad aparente
también fue informado durante el almacenamiento de leche condensada azucarada por
Higgs y Norrington (1971).

Los valores de los parametros del modelo de HB y su variacion con el tiempo de
almacenamiento para los dulces de leche LH, Lh, IH y Ih son mostrados en la Tabla 5-5.

Del analisis de los resultados pudo observarse que el umbral de fluencia (parametro o)
varié significativamente con la composicion del producto y con el tiempo de almacenamiento
(P<0.05), no siendo significativa la interaccion.

En general, a mayor contenido de humedad en el producto (dulces LH y IH, de menor
porcentaje de goma xantica) menor oy. A su vez, si comparamos los resultados obtenidos
para estos dulces que resultaron de contenidos de humedad y xantica estadisticamente
iguales, el umbral de fluencia resultd significativamente mayor para el producto LH, de
mayor contenido de lactosa por no haber recibido la leche el pretratamiento con lactasa.

El parametro o, presentd un marcado aumento con el tiempo de almacenamiento, siendo
este aumento mas marcado entre el tiempo O y el primer mes a 20 °C, para los dulces de
menor contenido acuoso. Esto indicd una reestructuracién de las macromoléculas del
sistema, ya que el umbral de fluencia es una medida de la fuerza de la red formada por
interaccion entre particulas. Por esto, los productos analizados requirieron mayor esfuerzo
de corte para comenzar a fluir a medida que transcurrié el tiempo de almacenamiento.
Luego del primer mes, dicho parametro se mantuvo practicamente constante. Esto podria
explicarse de acuerdo a lo sugerido por Rovedo y col. (1991), por lo cual este tiempo seria el

requerido para que las proteinas de leche adquieran la configuracion equilibrada.
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(Pa), K (Pa.s") y n del

correspondientes a los distintos dulces 0% lipidos elaboradas a partir de leche descremada

Tabla 5-5. Parametros oy modelo de Herschel-Bulkley

(LH y Lh) y de leche descremada tratada con lactasa (IH y Ih), y alta (H) o baja humedad (h)
en funcion del tiempo de almacenamiento a 20 °C*.

Lactosa normal Lactosa reducida

Parametros Tiempo

HB (meses) LH Lh H Ih

0 10.61" 26.91° 417 16.46%"

1 14109 43.04" 11.31" 24.33°

2 15.249"  44.88%°  11.99"  22.46°9

o, (Pa) 3 15.08%"  48.56% 11.34" 32.33%
4 17.53f"  41.53" 13.42" 22.27°%

5 17.72%  39.46% 9.61! 25.64°

6 18.43"" 51.86° 11.36' 25.64°

0 39.80"  67.17°%  39.75"  52.18°

1 33.54“"  61.00°  32.97"™  45629"

2 48.44" 65.09% 30.08"  66.97°

K (Pa.s") 3 40.60%"  72.01%° 32.36™ 60.47%
4 44 499" 74.46°  34.83"™  81.88°

5 43 119" 6229  3528KM  64.49%

6 40.21"  65.18°  37.51%™  68.43"

0 0.422° 0.489% 0.402f 0.443%%

1 0.481%¢  0.502%  0.457%°%" (.474%

2 0.426%" 0.5112  0.474®°  0.413f

n 3 0.469%°°%  0.494%  0.449°%" (.4p220c
4 0.457%°%"  0.467°%  0.441°°"  0.408

5 0.456°°%" 0.458°°%" (0,399  0.444°

6 0.445°°"  0.488°°  (.435% 0.412f

*Supraindices iguales indican que no hay diferencia significativa entre los parametros (P>0.05).

El indice de consistencia (K) es una medida de la viscosidad (Sun y col., 2007). Dicho
parametro, relacionado con la viscosidad en la zona de alta velocidad de deformacion, vario
significativamente con la composicion de los dulces, el tiempo de almacenamiento y la
interaccion composiciéon x tiempo. Se observéd que, los productos con menor contenido de
humedad y mayor proporcion de xantica (Lh y |h) presentaron los mayores valores de K. Por

otra parte, a un mismo contenido de humedad (P > 0.05) (dulces LH y IH), la mayor
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concentraciéon de lactosa en el producto LH se correspondié con mayores valores de K. El
efecto de la interaccion composiciéon x tiempo se reflejé en el mayor cambio en el parametro
K con el tiempo de almacenamiento en los dulces de menor contenido acuoso (Tabla 5-5).
Pavéon y col. (2014) encontraron también un aumento en el parametro K durante el
almacenamiento de yogurt con gelatina y goma espina corona.

El parametro n no mostré tendencias claras ni con la composicion ni con el tiempo de
almacenamiento para ninguno de los productos elaborados, oscilando entre 0.399 y 0.511,
siendo estos valores, inferiores a la unidad, acordes al tipo de producto estudiado.

Long y col. (2012) ajustaron el modelo de HB a los datos experimentales de curvas de flujo
de crema de leche sometidas a diferentes presiones de homogeneizacién y almacenadas
durante 30 dias a 4 °C, encontrando un aumento del parametro K con el tiempo de
almacenamiento, relacionado con una reestructuracion del sistema o formacién de gel.
Vélez-Ruiz y Barbosa-Canovas (1998) estudiaron el efecto de la concentracion, la
temperatura y tiempo de almacenamiento sobre el comportamiento de flujo de leche
concentrada (12.6 a 48.6% de sdlidos), encontrando que, ademas de estos factores,
existirian cambios fisico-quimicos durante el almacenamiento, que afectaron su
comportamiento reoldgico. En la mayoria de los casos, el indice de comportamiento de flujo
del modelo de HB disminuyé con el tiempo de almacenamiento, mientras que el coeficiente
de consistencia aumentd, segun Patil y Patel (1992), quienes estudiaron propiedades
viscoelasticas de leche condensada azucarada, ambas tendencias exhibidas por el indice de
flujo y coeficiente de consistencia pueden ser explicadas por refuerzo estructural o
formacion de gel desarrollados durante el almacenamiento. Estos cambios también fueron
reportados por Alvarez de Felipe y col. (1991) para diferentes muestras de leche
condensada azucarada, encontrando mediante microscopia electronica que la agregacion
micelar y la asociacion de micelas caseinicas con glébulos grasos aumentaba durante el
almacenamiento a temperaturas que favorecen la gelificacion (37 y 45 °C). Las proteinas de

suero parecen tener un importante papel en el proceso de espesamiento.

A partir de las curvas de flujo obtenidas, se evalué también la viscosidad aparente a
velocidad de deformacion de 7.2 s (n,-72 ¢"), para estudiar el efecto del tiempo de
almacenamiento sobre esta caracteristica especifica de los productos. Dichos resultados se

presentan en la Figura 5-2.
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Figura 5-2. Viscosidad aparente en estado estacionario medida a y'= 7.2 s™" de los productos
LH (o), Lh (A), IH (%) y |Ih (o) en funcién del tiempo de almacenamiento a 20 °C. Barras

verticales indican el error estandar.

En el caso de la viscosidad aparente a y'= 7.2 s, la composicién, el tiempo y la interaccion
resultaron significativos. Se observé (Figura 5-2) que la n,-7> " del dulce IH () fue la mas
baja y practicamente se mantuvo constante a lo largo del tiempo, mientras que el aumento
mas significativo se evidencié en la viscosidad del dulce |h (o), siendo mas importante este
efecto entre el primer y segundo mes de almacenamiento. Asimismo, considerando los
dulces con 40.4% de humedad (LH y IH) un mayor contenido de lactosa presenté mayor
viscosidad aparente y mayor variacion con el tiempo de almacenamiento.

Los cambios de -7, s durante el almacenamiento en algunos de los dulces analizados
(Figura 5-2) podrian estar relacionados con los aumentos de viscosidad observados por
otros autores en leches tratadas por UAT almacenadas (Kocak y Zadow, 1985; Mckellar y
col., 1984). Segun Datta y Deeth (2001) pueden ocurrir varios cambios durante el
almacenamiento en estos sistemas. Uno de los mas importantes se da en su estado fisico,
que se manifiesta por un aumento en la viscosidad de mas de 10 mPa.s (a 20 °C)
inmediatamente antes de la formacion de un gel y pérdida de fluidez. Este fendmeno es
irreversible y se conoce como “gelificacién por envejecimiento” ("age gelation"). Un posible
mecanismo de este fendmeno es basado en un proceso de dos etapas. En el primer paso
los complejos B-lactoglobulina/k-caseina se disocian de las caseinas debido a la
desestabilizacion de varios sitios de anclaje a la k-caseina, y en el segundo paso, estos
complejos se agregan en una matriz tridimensional. Cuando se alcanza una concentracion

critica de dichos complejos, se forma un gel de consistencia similar a la natilla. Los factores
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que influyen en el inicio de la gelificacion incluyen la naturaleza del tratamiento térmico, la
protedlisis durante el almacenamiento, composicion de la leche y su calidad, y la
temperatura de almacenamiento.

Es posible que los cambios ocurridos en la viscosidad de las muestras de dulce de leche
durante el almacenamiento, tengan alguna relacién con el fendmeno descripto por Datta y
Deeth (2001) para leche UAT. Sin embargo, existen diferencias importantes entre el dulce
de leche y las leches UAT en cuanto a concentracién y componentes presentes, por lo cual
es posible que no sea el unico fendmeno responsable de los cambios reoldgicos. La goma
xantica presente en los productos también podria influir en dichos cambios. Numerosos
autores observaron una agregacion dependiente del tiempo (procesos de equilibrio a largo
plazo) de xantica en agua deionizada, que podria estar relacionada con la tendencia a la
agregacion de las moléculas de xantica (Bezemer y col., 1993; Carnali, 1991; Hacche y col.,
1987; Southwick y col., 1980; Holzwarth, 1976).

En cuanto al efecto de la hidrdlisis de la lactosa en la viscosidad del producto final, Shah y
Nickerson (1978) estudiaron la viscosidad de jarabes equivalentes a lactosa hidrolizada al
70, 90 y 100% en un rango de temperaturas de 10 a 60 °C y porcentaje de sélidos entre 10y
80%, encontrando que, en general, los jarabes hidrolizados al 70 y 90 % presentaron
viscosidades mayores que el hidrolizado al 100%. Por otro lado, Guy y Edmondson (1978)
analizaron la variacion de la viscosidad en jarabes de lactosa hidrolizados entre 75 y 95%
con B-galactosidasa, conteniendo entre 60 y 66% de sdlidos totales, coincidiendo con los
autores mencionados previamente en que las viscosidades se incrementaron cuando

disminuy6 el grado de hidrdlisis para todos los porcentajes de sélidos ensayados.

Ensayos dinamicos de barrido de esfuerzo

El limite de la region viscoelastica lineal (RVL) en la cual las propiedades reoldgicas son
independientes del esfuerzo aplicado se determiné a través de experimentos de barrido de
esfuerzo. La Figura 5-3 muestra, como ejemplo, gréaficos tipicos de barrido de esfuerzo
obtenidos para los cuatro dulces estudiados (LH, Lh, IH y Ih) a los 0, 3 y 6 meses de

almacenamiento.
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Figura 5-3. Médulos elastico (G’) y viscoso (G”) en funcion del esfuerzo (o) para
formulaciones de dulce de leche (LH, Lh, IH y Ih) con diferentes tiempos de almacenamiento:
0 (mG’, 0G”),3meses (e G’, 0 G”), 6 meses (AG’, G”) a 20 °C.

Los sistemas tipo gel muestran generalmente una dependencia de sus modulos con el
esfuerzo oscilatorio en la que G' sigue siendo independiente hasta un valor critico de
esfuerzo, y luego disminuye cuando la muestra comienza a fluir (Manoj y col., 1996; Zimeri y
Kokini, 2003). En todos los dulces de leche analizados, tanto G’ como G” se mantuvieron
practicamente constantes en el rango de esfuerzo ensayado. Como se esperaba, los dulces
de menor contenido acuoso (Lh y Ih) presentaron valores de G' y G" mas elevados respecto
de los menos concentrados (LH y IH) para todos los tiempos de almacenamiento, debido a
su mayor concentracion de sélidos, entre ellos la goma xantica.

Analizando los cambios de cada dulce durante el almacenamiento, se observd en todos los
casos un aumento de ambos médulos (G’ y G”) con el tiempo, siendo mas pronunciado para
el médulo de almacenamiento G’, lo cual indicaria un refuerzo de la estructura del sistema.
Los productos que presentaron mayor variacion con el tiempo de almacenamiento fueron los
de menor contenido de humedad (Lh y |h), concordando con el comportamiento de flujo
mostrado. Esto podria explicarse ya que la reestructuracion o el refuerzo de estructura que
es posible que ocurra durante el almacenamiento, se verian favorecidos en sistemas mas

concentrados, donde las macromoléculas tienen mayores posibilidades de interaccionar.
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Ensayos de esfuerzo oscilatorio

Los ensayos oscilatorios dinamicos mostraron para todos los dulces estudiados, que los
valores de G’ fueron superiores a G” en todo el rango de frecuencias ensayado, sin
embargo no se observo la aparicion de un minimo en G”; este tipo de comportamiento se lo
suele designar como estructura tipo gel débil, el cual es caracteristico de las dispersiones de
goma xantica.

A altas frecuencias, los dulces fueron mas firmes, debido probablemente al hecho de que es
necesario algun grado de relajacion para el reordenamiento estructural de los hidratos de
carbono y proteinas (Kulmyrazaev y McClements, 2000). A bajas frecuencias, las moléculas
tienen tiempo suficiente para reorganizarse a si mismas y por lo tanto el sistema se
comporta mas como un fluido, mientras que a frecuencias mas altas, las moléculas no
disponen de tiempo suficiente para el reordenamiento, lo cual resulta en una estructura mas
similar a un sélido (Ahmed y col., 2006).

Con el fin de comparar los dulces 0% lipidos elaborados y analizados en este Capitulo con
los dulces comerciales estudiados en el Capitulo 3, a modo de ejemplo se presentan en la
Figura 5-4 los barridos de frecuencia correspondientes al dulce 0% lipidos (dulce Lh), a un
dulce comercial light (M5) y a otro tradicional (M2). Puede observarse que, si bien, el dulce
elaborado Lh presentd un comportamiento diferente al producto tradicional, sus

caracteristicas viscoelasticas son similares al producto comercial light.
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Figura 5-4. Barridos de frecuencia correspondientes al dulce de leche 0% lipidos Lh (mG’,
0G”), y dulces comerciales light M5 (eG’, cG”) y tradicional M2 (AG’, AG”).
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Modelado de los barridos de frecuencia. Ley de la potencia

El modelo de la ley de la potencia es frecuentemente utilizado para modelar la dependencia
de G’ y G” con la frecuencia. Diferentes autores lo han utilizado ajustandolo a los datos
experimentales de dichos médulos correspondientes a diferentes muestras. Asi, Ahmed y
col., (2006) ajustaron satisfactoriamente el modelo de la ley de la potencia a barridos de
frecuencia de caramel (producto a base de jarabe de maiz, sacarosa, leche evaporada,
aislado de proteina de suero y aceite de palma), mientras que Miccolo y col. (2009) lo
ajustaron a datos experimentales obtenidos en suspensiones de proteinas de suero y geles
con agregado de hidratos de carbono. Asimismo, Navarro y col. (1999) aplicaron ecuaciones
del tipo ley de la potencia para modelar los comportamientos de G’ y G” de dulce de leche
con la frecuencia.

Las expresiones correspondientes al modelo de la ley de la potencia para los médulos de

almacenamiento y pérdida son:
G =ao* Ec. 5-3
G =bw’ Ec. 5-4

donde los coeficientes a y b representan la magnitud de G’ y G”, respectivamente, a una
frecuencia dada, y los exponentes x e y representan la pendiente de la relacion entre los
modulos y la frecuencia. Asi, un exponente x cercano a 0 significa que G’ no cambia con la
frecuencia, lo que representa un comportamiento caracteristico de gel puro (Meza, 2009).

La ley de la potencia fue ajustada a los datos experimentales de G’ y G” obtenidos de los
dulces analizados en este Capitulo. En la Figura 5-5 se muestran, a modo de ejemplo, los
valores experimentales de G’ y G” de los dulces LH y |h (ambos con 4 meses de
almacenamiento), y el ajuste de los mismos con las Ec. 5-3 y 5-4. Si bien este modelo es
matematicamente sencillo y se compone sélo de dos parametros, los errores porcentuales
resultaron elevados y de la observacion de los datos es evidente que el ajuste es apenas
adecuado a valores altos de los médulos y fracasa completamente a valores bajos. En
consecuencia, se continué trabajando con el modelo de Maxwell para ajustar los datos

experimentales de los barridos de frecuencia.
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Figura 5-5. Barridos de frecuencia experimentales y su respectivo ajuste del modelo de la
ley de la potencia (—) correspondientes a dulce de leche 0% lipidos: a) LH y b) Ih, ambas

con 4 meses de almacenamiento (mG’, oG”).

Modelo generalizado de Maxwell. Espectro de relajacion discreto

En el modelo de Maxwell generalizado para n elementos se pueden obtener expresiones
generales para las componentes real y compleja del médulo de relajacion cuando se aplica
una deformacion sinusoidal, asi para el médulo elastico o de almacenamiento (G') se tiene la
Ec. 1-28 y para el mdédulo de pérdida (G") la Ec. 1-29 del Capitulo 1. Deben mantenerse un
nuamero minimo pero suficiente de tiempos de relajacion, N y se ajustan entonces N
parametros G;, A, para un conjunto de M valores experimentales, G'(®;), G”(wj), en funcién
de la frecuencia, siendo necesariamente N<M.

Si bien el software IRIS permite obtener el espectro de relajacion discreto (G;) para
determinados valores de A;, los valores de los tiempos de relajacion caracteristicos
regresionados no necesariamente coinciden para cada juego de datos, lo que dificulta la
comparacion de los médulos de relajacién obtenidos, por lo tanto, primero se regresionaron
los tiempos y médulos caracteristicos para todas las muestras mediante IRIS, y del analisis
de los tiempos predichos, se fijaron 6 valores de A; (0.01s,0.1s0.7s,4.5s, 35sy 2100 s)
en base a los obtenidos con el software IRIS. Aplicando posteriormente un procedimiento
iterativo utilizando la herramienta solver de Excel, se minimizé la varianza relativa (Mours y

Winter, 2000) mediante la siguiente expresion:

' ' 2 " " 2
M4 G G

Jexp Jexp
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Sustituyendo por las expresiones de las Ec. 1-28 y 1-29 (G’ y G”= f(G,, A;,)), se obtuvo:

M v Glor) T NG (w,4) |
sz=iz -1 > ) ’)2 -1 > (@, ’)2 Ec. 5-6
M5 Gop (@;) T 1+ (0, 4;) Gep (@) T 1+(0;4;)

calculandose los modulos de relajacion G; correspondientes, para cada replicado de cada

dulce. Finalmente se promediaron los G; obtenidos para cada tiempo de relajacion.

Si bien la desviacion estandar entre el ajuste y los datos experimentales decrece
significativamente a medida que se toman mas elementos de Maxwell, Mours y Winter
(2000) establecieron que el numero 6ptimo de elementos por década es 1.5, ya que es el
menor numero de elementos de Maxwell posibles que presenta un ajuste satisfactorio.
Teniendo en cuenta lo mencionado previamente, para los espectros mecanicos del presente
Capitulo, se utilizaron 6 elementos de Maxwell para ajustar los valores experimentales de G'
y G" en 4 décadas de frecuencia de oscilacion.

En la Figura 5-6 se presentan los valores del médulo de almacenamiento y del médulo de
pérdida a 25 °C en funcion de la frecuencia para los dulces de leche 0% lipidos (LH, Lh, IHy

Ih) y los espectros de relajacion correspondientes, donde para una mejor visualizacién de los

graficos, sélo son mostrados los tiempos 0, 1 y 6 meses.
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Figura 5-6. Barridos de frecuencia y el correspondiente ajuste del modelo de Maxwell
generalizado (izq) y espectros mecanicos discretos obtenidos (der) para los cuatro dulces
analizados (LH, Lh, IH y Ih) correspondientes al tiempo inicial (mG’, oG”; mG;), 1 mes (AG’,
AG”; AG)) y 6 meses de almacenamiento (eG’, oG”; oG;). Barras verticales indican el error

estandar.
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Las curvas expuestas en la Figura 5-6 fueron cualitativamente similares mostrando una leve
dependencia de G’ y G” con la frecuencia para todos los dulces estudiados. Tanto a bajas
como a altas frecuencias de oscilacion, las curvas de los médulos G' y G" se acercaron
entre si, pero no se detecto su interseccién. El G;, que es un indice del proceso de relajacion
en un momento determinado, indica diferentes estructuras macromoleculares presentes en
la muestra. El proceso de relajacion en los dulces 0% lipidos analizados, podria separarse
en dos fases, una que ocurre en periodos de tiempo cortos (10%s — 10 s) y otra en periodos
de tiempo mas largos (10 s - 10° s), observandose las diferencias con el tiempo mas
marcadas en esta ultima fase (Figura 5-6). En todos los casos el espectro de relajacion pasa
por un minimo; separando dos conjuntos de tiempos de relajacién correspondientes a los
movimientos de las moléculas dentro las zonas entrecruzadas y a los movimientos relativos
de los entrecruzamientos (Ferry, 1980). Los tiempos de relajacion mas largos se asocian
con las moléculas mas grandes.

Respecto a los cambios en el comportamiento reolégico de los dulces 0% lipidos durante el
almacenamiento, se evidencié que la forma de los espectros de tiempo de relajacién se
mantuvo, observandose un incremento de los G; correspondientes a largos tiempos de
relajacion ;; asimismo, para el tiempo de relajaciéon 2100 s, los cuatro productos mostraron
una clara tendencia a aumentar G; con el tiempo de almacenamiento.

El incremento en el valor de la pendiente de la region plateau (A > 10 s) se relaciona con el
desarrollo de una red mas entrecruzada por lo que los cambios observados en la reologia
del sistema podrian estar relacionados con el reacomodamiento (annealing) de las
moléculas de goma xantica (Iseki y col., 2001) o de los agregados proteicos. Sin embargo,
segun Hemar y col. (2001) no podria ser atribuido a interacciones entre las proteinas de
leche con la goma xantica, ya que estos autores no han detectado interacciones entre estos
tipos de macromoléculas en mezclas estudiadas, e informaron que a pH cercanos al neutro,
las cargas negativas de las caseinas y de las moléculas de xantica ocasionarian una
repulsién neta que conduciria a una incompatibilidad termodinamica. Sin embargo, Quintana
y col. (2004) no encontraron cambios significativos en dispersiones de goma xantica (1%),
por lo que probablemente los cambios microestructurales estén relacionados con las

interacciones proteina-proteina o bien proteina-polisacarido.

Estimacién de funciones materiales

Una vez conocido el espectro de tiempos de relajacion, pueden calcularse otras funciones
materiales, tales como viscosidad a cero esfuerzo de corte (ny), el médulo plateau (GNO),
modulo de equilibrio (G.), la dispersion entre los moédulos G\’ vy G, (f) y el factor de

amortiguacion de las oscilaciones de la red (k). Dichos parametros fueron calculados segun
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las siguientes expresiones y presentados en la Tabla 5-6 (Jackson y col., 1994,
Orczykowska y Dziubinski, 2014):

=2 (G4) Ec. 5-7

G/(\)/ = Z(Gi) Ec. 5-8
G, = ((ZZG% Ec. 5-9
f= Z—]OV Ec. 5-10

k = % Ec. 5-11

e

El tiempo de almacenamiento y la interaccion composicion x tiempo de almacenamiento,
afectaron significativamente la viscosidad a cero esfuerzo de corte, no. El efecto del tiempo
de almacenamiento fue mayor entre el tiempo inicial y el primer mes, asimismo, dicho efecto
fue mas pronunciado para las formulaciones de menor contenido acuoso y mayor proporcién
de hidrocoloide (Lh y Ih), concordando con lo observado en las curvas de flujo de los

sistemas (Figura 5-1).
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Tabla 5-6. Funciones materiales obtenidas a partir del espectro discreto de tiempos de

relajacion de dulces 0% lipidos (DL) elaborados con leche descremada de contenido de

lactosa normal (LH y Lh) y reducido (IH y Ih) a diferentes tiempos de almacenamiento a 20

°C*.
DL Tiempo (meses)
0 1 2 3 4 5 6
LH 7.2x10"™  82x10™  9.3x10*™  8.8x10"™  1.0x10™" 1.1x10>" 1.1x10°"
ne Lh 21x10°  3.0x10°*  3.5x10™°  3.6x10®  3.5x10™  3.3x10®°  3.9x10*
(Pa.s) IH 4.6x10°" 58x10"™ 6.0x10*™  7.1x10"™  7.1x10"™  6.5x10"  8.1x10**
Ih  1.0x10°" 1.3x10°  1.3x10®  1.8x10°"  1.7x10" 1.6x10” 1.7x10”
LH 8.46x10™ 8.30x10™ 8.67x10°" 8.43x10”™ 8.76x10™" 8.31x10”™ 8.13x10”™™ |
G\’ Lh 275x10°  2.70x10%*  2.77x10* 2.75x10™° 2.74x10°° 2.74x10*°  2.86x10°
(Pa) IH 7.63x10°™ 7.72x10%'™ 7.68x10°™ 7.48x10°™ 7.66x10°™ 7.73x107"™  7.67x107"
Ih 1.20x10°  1.26x10°"  1.34x10** 1.31x10°% 1.34x10**  1.22x10°°  1.24x10°"
LH 35.21" 39.44'% 45.02" 42.30" 51.03" 51.17" 50.92"
G. Lh 100.05° 142.20° 166.52°°  171.77°  167.30"° 159.23° 189.66°
(Pa) IH 22.08" 28.05™ 29.214" 34.17" 34.28" 31.45" 38.96
Ih  49.48" 65.43° 63.08° 85.06' 85.11" 78.67' 82.46'
LH 24.15%° 21.06° 19.25"  19.93""  17.16%" 16.24" 16.03"
f Lh  27.77° 19.01"" 16.66" 16.00" 16.43" 17.219" 15.11"
IH 3493 27.57* 26.28" 21.89% 22.36%"  24.62°° 19.80""
Ih  2458°%  19.34™" 21.28° 15.37" 15.79" 15.51" 15.03
LH 23.15%° 20.06° 18.25°"  18.93""  16.16%" 15.24" 15.03"
k Lh  26.77° 18.01"" 15.66" 15.00™ 15.43" 16.219" 14.11"
IH 33.93° 26.57"° 25.28" 20.89%' 21.36%"  23.62°° 18.80""
Ih 23.58°%  18.34™" 20.28° 14.37" 14.79" 1451 14.03

*Supraindices iguales indican que no hay diferencia significativa entre las medias (P>0.05)

El médulo plateau (G\°) representa el poder de entrecruzamiento de la estructura. Valores

altos de este mddulo indican un alto grado de entrecruzamiento y un potencial retardo en el

proceso de envejecimiento de la red. El andlisis estadistico arrojé que la composicion, el

tiempo y la interaccion de los mismos fueron significativos en los valores del médulo plateau

(Figura 5-7).
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Figura 5-7. Médulo plateau (G\°) en funcion del tiempo de almacenamiento a 20 °C para los
DL 0% lipidos estudiados LH (o), Lh (A), IH (%) y |Ih (o). Barras verticales indican el error

estandar.

En general (para todos los tiempos), se observé un valor significativamente mas alto del
modulo plateau en productos con menor contenido de agua vy, por lo tanto, mayor contenido
de sdlidos (Lh y |h) lo que refleja una disminucion de la movilidad molecular (Ferry, 1980)
por una mayor proporcion de sitios reactivos capaces de generar puntos de ramificacién
necesarios para la formacién de la red entrecruzada (Clark y col., 2001). Asimismo, entre
dulces con igual contenido acuoso (LH y IH), el médulo plateau fue significativamente mayor
para el producto con mayor contenido de lactosa (LH). Esta tendencia coincidié con el
comportamiento de los parametros g, y K del modelo de HB y la viscosidad a y= 7.2 s™.
Puede verse que en las formulaciones de menor contenido acuoso el tiempo de
almacenamiento presentd un efecto mas marcado sobre el médulo plateau, resultando mas
importante durante los primeros meses de almacenamiento, coincidiendo con los resultados

obtenidos en el andlisis de los ensayos de fluencia.

La funcién material G,, médulo de elasticidad de equilibrio, representa el estado sélido
viscoelastico de un resorte adicional unido en serie a un elemento de Maxwell; es el valor al
que tiende el modulo elastico del material cuando el tiempo de relajacion tiende a infinito.
Valores altos de G, indican importantes propiedades elasticas y representa la elasticidad de
la red formada. Para esta funcién material, la composicion, el tiempo y la interaccién

resultaron significativos. EI aumento mas marcado en G, con el tiempo de almacenamiento
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se observé entre el tiempo inicial y el primer mes en el caso de Lh y |h, coincidiendo con los
cambios observados en el parametro o, del modelo de HB y la viscosidad a cero esfuerzo
de corte (ng), mientras que para los dos productos restantes G, se incrementd levemente
entre los 2 y 3 meses de almacenamiento.

Para las funciones f, dispersion entre los médulos G\’ y Ge (que indica cuantas veces se
produjo una reorganizacion estructural sobre las frecuencias de oscilacion analizadas w), y
k, factor de amortiguacion de las oscilaciones de la red (que indica en qué medida la
estructura del medio es resistente a las vibraciones desde el exterior y representa la
diferencia entre el poder de entrecruzamiento de la estructura, G\’, y la elasticidad de la red,
G,), Unicamente la composicion y el tiempo de almacenamiento fueron significativos. Ambas
funciones reflejan claramente el fuerte aumento del modulo de elasticidad de equilibrio

durante el almacenamiento.

Viscosidad compleja

Con la finalidad de analizar si los dulces de leche 0% lipidos elaborados cumplen con la
regla de Cox-Merz, se compararon la viscosidad compleja en funcion de la frecuencia (n* vs.
w, obtenida a partir de los ensayos dinamicos) y la viscosidad en estado estacionario (n vs.
v'). La regla de Cox-Merz confirma la superposicion de la dependencia de la viscosidad en
estado estacionario (n) con la velocidad de deformacion, y la dependencia de la amplitud de
la viscosidad compleja (n*) con la frecuencia a valores iguales de frecuencia angular (w) y

velocidad de deformacion (y') segun la expresion:

n(@)=n(') o=y Ec. 5-12

En la Figura 5-8 se muestran ambas curvas para los distintos productos estudiados. Si bien
en nuestro caso no coinciden exactamente los valores de velocidad de deformacion y
frecuencia angular de los dos tipos de ensayos, se observa que ambas curvas son

practicamente paralelas, pero desplazadas una con respecto a la otra.
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Figura 5-8. Viscosidad compleja (n*) vs. frecuencia (w) (linea continua) y viscosidad
aparente (n) vs. velocidad de deformacioén (y°) (linea punteada), para los distintos dulces de

leche 0% lipidos (LH, Lh, IH y Ih) al inicio del almacenamiento.

Como puede observarse, los dulces analizados no obedecen la regla de Cox-Merz debido a
que las viscosidades complejas (77) resultaron mayores que las viscosidades en estado
estacionario (7) correspondientes. Los valores menores de viscosidad en estado
estacionario se atribuyen frecuentemente a una destruccion estructural que tiene lugar en
los ensayos de cizalla estacionaria. Por otra parte, los valores de viscosidad compleja son
superiores debido a que los ensayos oscilatorios se llevan a cabo dentro del rango de
viscoelasticidad lineal, donde no se produce destruccion estructural.

En general, la regla de Cox-Merz no suele cumplirse en sistemas muy estructurados
(Bistany y Kokini, 1983), por lo que puede constituir un criterio para distinguir entre
disoluciones poliméricas o agregados de tamano similar (por ej. micelas) y sistemas
estructurados. Para este ultimo tipo de sistemas se ha propuesto la denominada regla de
Cox-Merz modificada o extendida (Gaudin y col., 1999) basada en un modelo que supone el

cumplimiento de la Ley de Hooke a esfuerzos de cizalla inferiores al esfuerzo de excedencia
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y de la ecuacion de Herschel-Bulkley a esfuerzos superiores. La modificacion lineal de la

regla de Cox-Merz se puede expresar matematicamente como:
n (aw)=n (') o=y Ec. 5-13

donde, a es el factor de correccion. Se establece la existencia de una relacion lineal entre la
viscosidad aparente y la compleja para igualdad de velocidad de deformacion y frecuencia y,
por lo tanto, es posible determinar un factor de correccion de la frecuencia (a) que
multiplicado por la frecuencia produce una superposicion de las dos series de datos
haciendo que estos sigan una unica linea recta. En los casos en que la velocidad de
deformacién por cizalla cause una severa destruccion estructural no se cumplira la regla de
Cox-Merz. No obstante, la comparacién de las viscosidades compleja y dindmica con la
viscosidad correspondiente al flujo estacionario permite evaluar el grado de destruccién
estructural inducido por la cizalla.

Doraiswamy y col. (1991) presentaron un tratamiento teérico para datos de suspensiones de
polimeros sintéticos, y sugirieron que la regla de Cox-Merz podria aplicarse a productos con
umbral de fluencia. Para productos alimenticios, se ha observado que la regla de Cox-Merz
se ha cumplido en algunos casos, tales como en disoluciones diluidas de almidon
(Chamberlain y Rao, 2000), disolucién acuosa de un polisacarido extracelular purificado
(Oba y col., 2000) y dispersiones de goma de algarrobo y pectina de bajo metoxilo (Lopes
da Silva y col., 1993).

La modificaciéon no lineal de la regla de Cox-Merz, también se ha aplicado para algunos
productos alimenticios como pasta de tomate y masa de harina de trigo (Berland y Launay,
1995; Doraiswamy y col., 1991; Rao y Cooley, 1992), compota de manzana, mostaza y

margarina (Bistany y Kokini, 1983). Esta relacién tiene la siguiente forma:
|7 (@)= Cn(y')* o=y Ec. 5-14

donde, C y a son constantes determinadas experimentalmente. Cuando a = 1 (curvas
paralelas), esta relacién se reduce a la modificacion lineal de la regla de Cox-Merz. El valor
de C es equivalente en estos casos a un factor de desplazamiento, usado por otros autores
(Berjano y col., 1991).

De la observacion grafica de la Figura 5-8, puede notarse que en el presente Capitulo dicho
coeficiente C adoptaria valores entre 2 y 3, siendo mas notable la diferencia entre ambas

curvas para el dulce Lh, lo cual puede interpretarse como que dicho producto es el que ha
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Comportamiento global durante el almacenamiento de los dulces de leche 0% lipidos

De todos los analisis reologicos realizados, puede verse que, tanto los parametros
desprendidos de los ensayos de flujo (la estructura de la muestra se destruye), como los que
surgieron de los ensayos dinamicos (realizados en el rango de viscoelasticidad lineal, por lo
que la muestra no sufre destruccion de su estructura), mostraron que los dulces con menor
contenido de agua y mayor proporcién de goma xantica, proteinas lacteas y azucares (Lh y
Ih) presentaron un mayor cambio en su estructura entre el primer y segundo mes de
almacenamiento respecto a los productos de alto contenido acuoso (LH y IH), aumentando
su viscosidad y componente elastica. Para un mismo contenido acuoso (LH y IH), ambos
tipos de ensayo mostraron que el dulce con mayor contenido de lactosa (LH) posee una
estructura mas firme y mayor viscosidad.

Segun Rozycki (2008), en los productos lacteos suelen producirse reordenamientos
estructurales durante el almacenamiento, producto de la interaccion entre la B-lactoglobulina
con la k-caseina, y de la a-lactoalbumina con la B-lactoglobulina y el complejo B-
lactoglobulina/k-caseina (ya que la a-lactoalbumina no puede unirse a la k-caseina en forma
directa). Sobre estos reordenamientos influyen diversas variables: pH, temperatura inicial del
tratamiento térmico (antes de elaborar el producto), concentracién de proteinas, etc. Los
reordenamientos durante el almacenamiento producen aumento de distintos parametros
fisicoquimicos, texturales y reoldgicos (viscosidad, consistencia, dureza, resistencia maxima
inicial). Sin embargo, a veces dichos cambios no son detectados porque el tiempo de
almacenamiento no es suficientemente largo. En presencia de hidrocoloides, estos cambios
se potencian, por interaccion de los mismos entre ellos, y con componentes de la leche,
dependiendo de varios factores como concentracion y tipo de hidrocoloide (neutro, con
carga, ramificado, etc.), posible interaccion con la matriz alimentaria, capacidad de
disolucién del hidrocoloide, etc (Comeron, 2012). Asimismo, en el dulce de leche hay otros
factores que pueden contribuir a aumentar la viscosidad durante su almacenamiento, asi la
glucosa agregada puede polimerizar en ese periodo disminuyendo la fluidez del producto.
Esta polimerizacién depende de varios factores: cuanto antes se agregue la glucosa durante
la elaboracion del DL mas polimeriza y mas aumenta la viscosidad, por otra parte, si se
aumenta el porcentaje de glucosa agregada también es mayor el aumento en la viscosidad
(Rozycki, 2008).

Debido a dichos reordenamientos estructurales los productos se tornan mas firmes, sin
embargo estos cambios no perjudicarian las caracteristicas esperadas para los sistemas
estudiados en el presente Capitulo, dado que dichas modificaciones son minimas en
relacién a los comportamientos reoldgicos que usualmente presentan este tipo de producto.

Con el fin de apreciar la magnitud de estos cambios, se presenta en la Figura 5-9 el
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comportamiento de flujo obtenido para el dulce Lh, el que fue mas afectado por el
almacenamiento, junto al comportamiento de productos comerciales tradicional y light

(evaluados en el Capitulo 1).
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Figura 5-9. Curvas de flujo correspondientes a: dulce Lh a tiempo inicial (®) y 6 meses (A)

de almacenamiento, DL comercial tradicional M2 (O) y DL comercial light M5 (A).

Estas pequefas variaciones en el comportamiento reoldgico a lo largo del almacenamiento,
dificimente serian detectadas por los consumidores. Los productos elaborados y
analizados, por lo tanto, presentaron adecuadas caracteristicas reoldgicas y microbioldgicas,
sin presentar ademas desarrollo de cristales, aun empleando leche sin tratamiento

enzimatico, durante los 6 meses de almacenamiento a 20 °C.

5.5 Conclusiones parciales

v' Se obtuvieron dulces de leche 0% lipidos segun caracteristicas de viscosidad
buscadas, con un contenido de humedad entre 35.9-40.4% y de goma xantica entre 0.199-
0.214%, obteniendo un rendimiento de 37-40%.

v" El pH de los productos se mantuvo sin importantes variaciones durante todo el
periodo de almacenamiento, con valores en el rango correspondiente a muestras
comerciales.

v" No se observé desarrollo de cristales de lactosa en los 6 meses de almacenamiento
a 20 °C, tanto en los dulces elaborados con leche de lactosa reducida como normal, lo que

hace a los productos sensorialmente aceptables.
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v' La calidad microbiolégica de todos los productos se mantuvo adecuada hasta el final
del almacenamiento.

v" Los dulces mostraron un comportamiento pseudoplastico y las curvas de flujo fueron
modeladas satisfactoriamente con el modelo de Herschel-Bulkley. EI umbral de fluencia y la
consistencia resultaron mayores en productos con menor contenido acuoso y, para dulces
de igual humedad, ambos parametros fueron mayores para producto de mayor contenido de
lactosa. Se observé un aumento de ambos parametros entre el primer y segundo mes de
almacenamiento.

v Asimismo, la viscosidad aparente a y= 7.2 s’ presentd una tendencia similar
respecto al umbral de fluencia y consistencia.

v' Los barridos de frecuencia obtenidos para los dulces mostraron valores de los
modulos elasticos (G’) superiores a los moédulos viscosos (G”) en todo el rango de
frecuencias ensayado, sin aparicion de un minimo en G”, tipico de estructuras tipo gel débil.

v' Se obtuvo una buena prediccion de los barridos de frecuencia empleando el modelo
generalizado de Maxwell con 6 elementos.

v Se obtuvieron y analizaron funciones materiales (no, G°%, Ge, f y K) a partir del
espectro discreto de tiempos relajacion, de las cuales pudo obtenerse informacion
estructural acerca de los productos analizados. Pudo observarse que el aumento en las
caracteristicas elasticas de los dulces de leche 0% lipidos ocurrié principalmente entre el
primer y segundo mes de almacenamiento, lo cual podria atribuirse a cambios en la
estructura del sistema, posiblemente por interacciones entre macromoléculas o bien
polimerizacién de glucosa durante el almacenamiento.

v" Durante el almacenamiento los dulces presentaron aumento en la viscosidad en
estado estacionario, mas marcado entre el tiempo inicial y el primer mes, sobre todo en los
dulces de menos contenido acuoso y mayor contenido de xantica; asimismo el mdédulo
plateau fue mayor en estos dulces, coincidiendo con lo observado en los parametros de HB
(0o ¥y K) y con la ny=72 1. Estos resultados indicarian un refuerzo o reestructuracion del
sistema con el tiempo, llegando a una conformacion equilibrada entre el primer y segundo

mes de almacenamiento.
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Capitulo 6 Estudios preliminares e inhibicion de la oxidacion lipidica en DL con
acidos grasos insaturados

6.1 Introduccion

6.1.1 Perfil lipidico de los alimentos

Los habitos alimentarios son los principales aspectos no genéticos relacionados con la salud
que presentan un importante papel en la prevencién de enfermedades (OMS, 2003).
Consecuentemente, el conocimiento de la influencia que tiene la dieta en la salud y la
identificacion de ingredientes, procesos y desarrollos de aquellos alimentos que permitan
maximizar los beneficios de la alimentacién en la salud humana, resulta fundamental de cara
a ofrecer productos alimentarios mas saludables.

Los niveles elevados de colesterol sérico y de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
constituyen factores de alto riesgo de aterosclerosis y enfermedades coronarias. El grado de
riesgo de éstos y otros factores puede variar, entre otros, segun: el tipo y nivel de consumo
de acidos grasos, el porcentaje de energia que aporta el total de las grasas, el colesterol
presente en los alimentos, los niveles de lipoproteinas, el consumo de antioxidantes y de
fibra, los niveles de actividad fisica y el estado de salud.

Es por ello que existe una gran cantidad de estudios relativos a la modificacion del perfil
lipidico de los alimentos normalmente consumidos. Para ello diferentes estrategias han sido
llevadas a cabo, como la sustitucion parcial o total de la grasa animal por aceite vegetal o de
pescado, empleo de frutos secos en la formulacién y adicion de fibra vegetal, entre otros.
Dicho reemplazo de grasa animal por aceite vegetal es el objetivo o desafio que intenta
mejorar el perfil de acidos grasos del dulce lacteo objeto de esta Tesis, disminuyendo los
saturados, presentes en el producto tradicional, proveniente de la leche, en favor de los
insaturados, lograndose de esta forma un alimento capaz de ser ingerido por la poblacion
siguiendo las recomendaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2008) en

cuanto a ingesta de lipidos.

Fuentes de acidos grasos insaturados

En general las nueces y aceites vegetales, y el pescado, son fuentes de grasas insaturadas.

La Tabla 6-1 presenta ejemplos de tipos especificos de fuentes de grasas insaturadas.

Tabla 6-1. Principales alimentos fuente de acidos grasos insaturados (CDC Home, 2014).

Fuentes de AG Fuentes de AG Fuentes de AG
mono-insaturados poli-insaturados n-6 poli-insaturados n-3
Nueces Aceite de soja
Aceite de canola Aceite de soja Aceite de canola
Aceite de oliva Aceite de maiz Nueces
Aceite de girasol Aceite de girasol Semillas de lino
Aceite de girasol alto oleico Pescados
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Diferentes autores han ensayado la incorporacidon de aceites ricos en acidos grasos
insaturados en productos tradicionales. Asi Ye y col. (2009) incorporaron aceite de pescado
en queso procesado, Pennisi Forell y col. (2010) adicionaron aceite de girasol alto oleico y
de pescado en medallones de carne magros, Andrés y col (2009) y Marchetti y col. (2013)
adicionaron aceite de origen marino en salchichas magras, Pavlovich-Abril y col. (2009)
reemplazaron la margarina en masa de trigo por una mezcla de estearina de palma y aceite
de canola.

Entre los aceites de origen vegetal, el aceite de oliva es reconocido por su adecuado perfil
lipidico, dicho aceite ha sido incorporado a alimentos como la margarina (Flora-Oliva),
mayonesa (Hellmann’s, Unilever), pan (Delayan, Velarte, Espafa), disponibles actualmente
en el mercado nacional e internacional. Sin embargo, su aroma y sabor particular no serian
adecuados en el producto final buscado. Por otro lado, el aceite de nuez pecan y el aceite
de canola son muy buenas opciones ya que ademas de poseer un perfil lipidico rico en

acidos grasos insaturados, poseen aroma neutro o suave, mas adecuados.

Aceite de canola

El aceite de canola es ahora el tercer aceite vegetal mas consumido en el mundo. Es
obtenido de las semillas molidas de plantas de canola, que contienen alrededor del 44% de
aceite.

El aceite de canola se caracteriza por poseer un bajo nivel (7.5%) de acidos grasos
saturados (AGS), cantidades sustanciales de acidos grasos mono-insaturados (AGMI) y poli-
insaturados (AGPI), incluyendo acidos oleico (61%), linoleico (21%) y alfa-linolénico (11%)
(Dupont y col., 1989; Johnson y col., 2007), asi como también esteroles vegetales (0.53-
0.97%), y tocoferoles (700-1200 ppm) (Gunstone, 2011), todos los cuales son consideradas
sustancias cardioprotectoras.

Se ha demostrado que las dietas a base de aceite de canola reducen los niveles de
colesterol en plasma en comparacion con las dietas que contienen niveles mas altos de
acidos grasos saturados. El consumo de aceite de canola también influye en funciones
bioldgicas que afectan otros biomarcadores de riesgo de enfermedades coronarias. Entre los
efectos benéficos del consumo de aceite de canola se encontré una reduccién sustancial en
el colesterol total y colesterol de lipoproteinas de baja densidad (colesterol-LDL, colesterol
“malo"), asi como aumento de niveles de tocoferoles y mejora de la sensibilidad a insulina,
en comparacion con el consumo de otras fuentes de grasa dietaria. La creciente evidencia
cientifica apoya el uso de aceite de canola, mas alla de sus acciones beneficiosas sobre los
niveles de lipidos en sangre, como un componente de la dieta promotor de salud (Lin L. y
col., 2013).
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La Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos autorizd una declaracion de
salud certificada para el aceite de canola sobre su potencial para reducir el riesgo de
padecer enfermedad cardiaca cuando se usa en vez de grasa saturada, y acepto el aceite
de canola como un componente de la dieta Generalmente Reconocido como Seguro
(GRAS) (FDA, 2006).

Aceite de nuez pecan

La nuez pecan (Carya illinoinensis) pertenece a la familia Juglandaceae, originaria de Norte
América. A principios de siglo XX su cultivo se extendié a varios paises incluyendo México,
Australia, Sudafrica, Israel, Brasil y Argentina (Prado y col., 2013). Muy conocida en Estados
Unidos como el arbol de nuez, fue originariamente el alimento esencial de los nativos que
habitaron la region sur de ese pais. Las nueces son fuente de acidos grasos insaturados,
proteinas, fibra, micronutrientes, vitaminas, y fotoquimicos (Yang, 2009).

El consumo de nueces ha sido asociado con una menor incidencia de mortalidad
cardiovascular (Yang, 2009; Yang y col., 2009). Otros beneficios del consumo de nueces
pueden resultar de su contenido en tocoferoles y sustancias polifenélicas. Estas sustancias
son de interés debido a su potente capacidad antioxidante y a un posible efecto protector
sobre la salud.

Las nueces pecan también juegan un papel en la reduccion del colesterol. Una investigaciéon
clinica realizada por Rajaram y col. (2001) comparé la dieta con 28% de grasa,
recomendado por la Asociaciéon Americana del Corazoén para los individuos con niveles altos
de colesterol, y una dieta enriquecida con nuez pecan (40% de grasa). Los resultados
mostraron que la segunda dieta, redujo el colesterol total en un 11.3 % vy los niveles de
colesterol-LDL en un 16.5%, el doble de la dieta con 28% grasa, sin aumento de peso
asociado.

El aceite de pecan es el aceite comestible obtenido por prensada de la nuez pecan. Es
considerada saludable para el corazén en las Guias Alimentarias (USDA, 2010), que
recomiendan mantener la ingesta de grasa de los estadounidenses entre un 20 y 35 % de
las calorias totales ingeridas, con la mayoria de grasas provenientes de fuentes saludables
para el corazén, como el pescado, las nueces y los aceites vegetales. Ademas, las nueces
no contienen grasas trans (NPSA, 2014). Tiene muy poca grasa saturada (9%), un 30 % de
grasa poli-insaturadas. y casi el 60% mono-insaturadas, especialmente oleico (59.2%).
Ademas, contiene acido palmitico (6.3%), estearico (2.5%), linoleico (30%), y linolénico
(1.4%) (USDA, 2015). El balance general de sus acidos grasos ayuda a reducir el LDL-
colesterol y el riesgo de enfermedades cardiacas.

Presenta sabor neutro. Su elevado punto de humo (243 °C) lo hace ideal para cocciones a

altas temperaturas vy frituras, pero dado su elevado contenido de insaturados constituye un
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sustrato particularmente susceptible a la oxidacion lipidica. La adicion de antioxidantes, en
su mayoria sintéticos, es un procedimiento tecnoldgico habitual ya que mejora la estabilidad
de los lipidos y prolonga la vida util de los alimentos que los contienen. El empleo de
antioxidantes naturales es una alternativa actualmente muy considerada.

En la Figura 6-1 se compara el contenido de acidos grasos saturados, mono-insaturados y
poli-insaturados de la grasa lactea, del aceite de canola y aceite de nuez pecan. La fraccién
saturada de ambos aceites es muy inferior a la de la grasa de leche, siendo de mas del
doble su fraccidbn mono-insaturada. Puede observarse ademas, que la grasa lactea posee
una relacion de acidos grasos saturados/insaturados mucho mas elevada respecto a la de
los aceites de nuez pecan y canola, lo cual muestra claramente las diferencias en

composicion de las diferentes fracciones lipidicas.

Grasa de leche

vacuna m Saturados

1 Mono-insaturados

Aceite de canola i 64.0 i Poli-insaturados

283
Aceite de nuez i 595 H

pecan

Figura 6-1. Contenido porcentual de acidos grasos saturados, mono-insaturados y poli-

insaturados de grasa lactea, aceite de canola y aceite de nuez pecan (USDA, 2015).

Por ello, el reemplazo de la grasa lactea normalmente contenida en el dulce de leche
tradicional, por alguna de estas opciones de aceites vegetales, con mayor contenido en
acidos grasos insaturados, mejoraria el perfil lipidico del producto, acercandolo a las
recomendaciones para las ingestas de lipidos actuales

Luego de un estudio profundo en bibliografia acerca de las posibles opciones de aceites
vegetales fuente de acidos grasos insaturados que podrian ser incorporados al producto, se
seleccionaron dos alternativas que reunen las caracteristicas buscadas, el aceite de canola
y aceite de nuez de pecan. Ambos aceites poseen alta proporcion de AGMI y AGPI, y baja
proporcion de saturados, pero constituyendo ambos aceites buenas alternativas para ser

incorporados al producto lacteo buscado.
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6.1.2 Problemas asociados al reemplazo de grasa por aceite en el producto
Textura

Los cambios en la formulacion de productos debido a la reduccion en los contenidos de
grasa y azucar producen modificaciones, no sélo en su composicion y estructura, sino
también en las interacciones entre sus componentes, provocando alteraciones de las
propiedades sensoriales, tales como el aspecto, el sabor y la textura (Bayarri y col., 2010a).
Un estudio realizado por Stewart-Knox y col. (2003) abordé los aspectos mas importantes
que determinan el éxito o fracaso en el desarrollo de productos reducidos en grasa,
encontrando que los problemas para lograr una adecuada textura son uno de los principales
determinantes del fracaso de este tipo de productos. El desarrollo de un producto funcional
no difiere en forma considerable del desarrollo de un alimento convencional. Sin embargo, la
modificacion de las formulaciones para lograr una determinada funcionalidad ocasiona
alteraciones en las caracteristicas sensoriales de los productos.

Debe tenerse en cuenta que cuando en una formulacion tradicional de un producto tipo
dulce de leche se sustituye la fase grasa lactea por aceite, se producen cambios
microestructurales en el alimento, que afectan sus propiedades fisicas, comportamiento
reoldgico, estabilidad, etc., representando un verdadero problema tecnoldgico. La grasa
desempena multiples funciones en derivados lacteos, entre las que destacan sus
contribuciones a los atributos de apariencia, sabor, aroma, sensacion en la boca,
cremosidad, suavidad, fundido, manejo, procesamiento, estabilidad y saciedad (Haddad y
col., 2006; Prado y col., 2013; Rajaram y col., 2001; Yang, 2009; Yang y col., 2009). Al ser la
grasa, uno de los componentes estructurales mas importantes en productos lacteos como
por ejemplo el queso y sus analogos, junto con la proteina y el agua, alteraciones en su
contenido, tipo y distribucion, modifican el arreglo interno de los elementos que conforman la
microestructura del producto (Bryant y col., 1995; Rosenberg y col.,, 1995) y como
consecuencia su textura es afectada (Rayan y col., 1980).

En este caso, en particular, en que se quiere incorporar aceite en un dulce lacteo, el objetivo
es formar una emulsion aceite en agua (O/W) estable durante el calentamiento y posterior
almacenamiento del producto, a fin de conservar sus propiedades fisico-quimicas,

reoldgicas y organolépticas durante su periodo de vida util.

Oxidacion lipidica

La oxidacién lipidica constituye uno de los principales problemas que afectan a la calidad de
los alimentos procesados (Eriksson, 1987; Frankel, 1991). La estabilidad de la fraccion
lipidica es muy importante desde el punto de vista nutricional, organoléptico y toxicolégico
(Eriksson, 1982; Love, 1983; Nawar, 2010), ya que causa pérdidas nutricionales y desarrollo

de colores, aromas y sabores desagradables (Ulu, 2004) y por ello el rechazo por parte de
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los consumidores, y la reduccion de la vida util del producto. Muchos aceites de origen
vegetal son susceptibles a la oxidacion lipidica por tener una composicion rica en acidos
grasos insaturados, como los de canola y nuez pecan.

Se cree que la autooxidacion (oxidacion en presencia de oxigeno molecular) es la principal
reaccién implicada en el deterioro de los lipidos. Tiene lugar por mecanismos de radicales
libres, y se caracteriza por:

(a) una marcada inhibicién por especies quimicas que interfieren con otras reacciones de
radicales libres

(b) esta catalizada por la luz y por sustancias capaces de producir radicales libres

(c) alta producciéon de hidroperéxidos, ROOH

(d) rendimiento cuantico superior a la unidad cuando las reacciones se inician por la luz

(e) el periodo de induccién (ver mecanismo a continuacién) es mayor cuando se inician con
un sustrato puro (Nawar, 1996).

La oxidacion, después que se inicia, se transforma en una reaccion en cadena de dificil
control, aumentando su velocidad muy rapidamente en un corto tiempo. Las moléculas ya
oxidadas no pueden retornar a su estado original. Por lo tanto, este proceso no se puede

revertir, pero se puede retardar, por ejemplo mediante el uso de antioxidantes.

El mecanismo de la autooxidacion se explica a partir de tres etapas (Figura 6-2).

Iniciacién RH ——— R* + H* (requiere de catalizador)

Propagacion R* + O, — ROO’

ROO* + RH ———» R + ROOH

Terminacién 2ROy —> RO,R + O,
RO, + R* —— RO.,R

Figura 6-2. Etapas del mecanismo de autooxidacion.

En la “Iniciacién”, debido a la inestabilidad de algunas moléculas organicas y a la actividad
de uno o mas factores catalizadores, ocurre la formacién del primer radical libre. El radical
libre se forma, por ejemplo, con un atomo de hidrégeno retirado de una molécula de acidos
grasos. La sustraccion del hidrégeno se favorece por la formacion de un “radical alilico” muy
estable en el que los electrones estan deslocalizados sobre tres atomos de carbono (Knight
y col., 1951). Ello conduce a la formacién de una mezcla de hidroperdxidos isoméricos

debido a la estructura de resonancia del sistema alilico.
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Los factores que mas influyen en la formacion de radicales libres y que catalizan el proceso
de oxidacién son: presencia de iones metalicos en el producto, calor o luz, enzimas, medio
alcalino, moléculas con insaturaciones y disponibilidad de oxigeno para reaccionar, entre
otros.

Después de esta etapa inicial, empieza la de “Propagacion”, con el radical libre siendo
atacado por una molécula de oxigeno, formando un perdxido, que todavia continta siendo
radical libre. Este peréxido ataca a una nueva molécula de acido graso, la que también
pierde un atomo de hidrégeno, formando un hidroperéxido y ademas un nuevo radical libre,
iniciando el proceso en cadena. Si el oxigeno disponible fuera suficiente y ningun
antioxidante estuviera presente en el producto, esta etapa continuara degradando el
producto. Estas consideraciones no se limitan soélo al oxigeno molecular, sino también a
otras especies como O,, HO", H,O, (Coxon y col., 1987).

La “Terminacion” es la etapa siguiente. Los peréxidos se combinan, formando moléculas
mas estables y los hidroperéxidos forman otras diversas moléculas con funciones acidas,
aldehidicas, alcohdlicas, cetdnicas, etc. En esta etapa, todo el material es degradado
irreversiblemente, llevando a la descomposicion total del producto, generando olor rancio y
cambio de color, demostrando la oxidacion. El desagradable olor rancio es el resultado de la
formacion de varias moléculas volatiles, algunas de las cuales poseen sabor desagradable y
potencialmente téxico. Para que este proceso se paralice, se debe provocar la etapa de
terminacion artificialmente, adicionandose un antioxidante al sistema. El antioxidante le
suministra hidrogeno al sistema, que reacciona con los radicales libres y peréxidos
formados, evitando que éstos ataquen a otras moléculas aun “saludables”, impidiendo la
formacion de nuevos radicales libres. La molécula del antioxidante que suministra el
hidrégeno queda inutilizada. Durante esta etapa, el antioxidante va perdiendo potencia, pues
sus moléculas van cediendo atomos de hidrogeno al sistema.

Como consecuencia del proceso de oxidacidon se produce el enranciamiento, factor decisivo
en la determinacion de la vida util de los alimentos, se observan cambios en la palatabilidad
(generacion de sabores desagradables), en la funcionalidad, en el valor nutritivo (pérdida de
nutrientes esenciales como las vitaminas liposolubles A y E, y acidos grasos esenciales)
(Frankel, 1993; Shantha y Decker, 1993) y cambios en la textura y color de los alimentos
(por oxidacién de compuestos coloreados o por pardeamiento no enzimatico) (Hidalgo y
Zamora, 2000; Pokorny y col., 1987). Esto trae como consecuencia la alteracion de la
calidad de los alimentos.

Por lo expuesto, en general, se hace necesario incorporar antioxidantes para controlar la
rancidez e incrementar la estabilidad minimizando los procesos de deterioro en productos

que contienen acidos grasos insaturados (Decker, 1998).

150



Capitulo 6 Estudios preliminares e inhibicion de la oxidacion lipidica en DL con
acidos grasos insaturados

Antioxidantes

Para elaborar productos alimenticios de alta calidad, estables, la solucion mas eficaz es la
adicién de antioxidantes, de origen natural o sintético. La implementaciéon de compuestos
antioxidantes esta reglamentada en el Cédigo Alimentario Argentino. Fija ademas, para cada
una de estas sustancias o sus mezclas, las dosis maximas permitidas en los productos,
generalmente no mayores a 200 ppm, salvo en tocoferoles naturales o sintéticos los que se
pueden agregar en concentracion que no exceda la necesaria para lograr el efecto deseado
(CAA, 2015).

La composicidon y el proceso de elaboracion del dulce de leche, permiten encontrar en el
producto terminado diferentes componentes, provenientes de la leche y originados como
resultado de la reaccion de Maillard, con capacidad antioxidante. Sin embargo, por el
agregado de aceite vegetal rico en acidos grasos insaturados en la formulacién de un dulce
lacteo, estos compuestos podrian no controlar adecuadamente el posible proceso oxidativo,
siendo necesaria la incorporacion de antioxidantes agregados, a fin de proteger los lipidos

de la oxidacion durante su procesamiento y almacenamiento.

Antioxidantes presentes en la leche

En funcién de su naturaleza, los agentes antioxidantes presentes en la leche se dividen en
proteicos y no proteicos (Lindmark-MaEnsson y Kesson, 2000). Dentro de los no proteicos
se destacan las vitaminas (C y E) y los carotenoides, mientras que entre los proteicos, se
engloban distintos tipos de enzimas (superéxido dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa),
asi como diversas proteinas y péptidos.

Diversos autores han demostrado la actividad antioxidante tanto de las caseinas (Bryant y
col., 1995; Carey y col., 2012; Kornsteiner y col., 2006) como de algunas proteinas de suero
lacteo (Rayan y col., 1980; Rosenberg y col., 1995; Dickinson, 2010; Carey y col., 2012). La
accion quelante del hierro parece ser uno de los principales mecanismos de accién de las
caseinas. Para las proteinas de suero, dos mecanismos han sido establecidos como
determinantes para esta actividad, la capacidad quelante del hierro y la accién fijadora de

radicales libres.

Efecto antioxidante de los productos de Maillard

Como se menciond en el Capitulo 1, durante la elaboracién del dulce de leche, el
pardeamiento no enzimatico es inducido por el tratamiento térmico, dando lugar a los
productos coloreados de la reaccion de Maillard (PRM). Se ha reportado en bibliografia que
estos productos poseen actividad antioxidante, por su habilidad de quelar metales y reducir
compuestos carbonilicos (Borrelli y col., 2002). Algunos productos PRM tienen grupos

pirrélicos, los que presentan una gran actividad antioxidante, sobre todo cuando son
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solubles en agua (Yanagimoto y col., 2002; Yilmaz y Toledo, 2005). También la formacion
de melanoidinas se ha asociado a la formacién de compuestos antioxidantes (Manzocco y
col., 2000). La reaccion de Maillard en sistemas modelo conduce a la formacion de
diferentes especies quimicas, que promueven cambios en las propiedades antioxidantes, las
cuales son positivamente correlacionadas con el desarrollo del pardeamiento. Puede
encontrarse una simple correlacion entre color y la capacidad antioxidante en los alimentos
cuando la formacién de los PRM es el proceso predominante durante el procesamiento. Sin
embargo, se obtienen relaciones complejas entre esas dos variables en alimentos
formulados multicomponentes (Manzocco y col., 2000). Hay antecedentes de una estrecha
relacion entre color y capacidad antioxidante de caramelo. Asi Tsai y col. (2009) encontraron
que un color mas oscuro en caramelo (preparado con diferentes azucares en buffers de
diferente pH) resulté en una mayor capacidad antioxidante. Esto es similar a lo observado
por Manzocco y col., (2000), para quienes la intensidad del pardeamiento fue un buen indice
de monitoreo de la capacidad antioxidante.

La actividad antioxidante de los PRM ha sido confirmada en sistemas modelo (Mastrocola y
Munari, 2000; Miranda y col., 2007) como asi también en alimentos como café (Stewart-
Knox y col.,, 2003), tomate (Anese y col.,, 1999) y cerveza (Hayase y Kato, 1994),

encontrandose que dicha actividad aumenta con la concentracion de estos productos.

Sin embargo, es posible que en casos donde las condiciones de proceso son muy severas y
en presencia de compuestos susceptibles a la oxidacion (como aceites vegetales ricos en
acidos grasos insaturados), no sea suficiente el aporte antioxidante de los compuestos
presentes en el dulce de leche antes mencionados, y sea necesario adicionar otro tipo de

antioxidantes.

Agregado de antioxidantes

Los antioxidantes sintéticos son ampliamente utilizados en la industria de los alimentos.
Algunos ejemplos son el butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), galato de propilo
y ter-butilhidroquinona (TBHQ), sin embargo, tienen la desventaja de ser muy volatiles y se
ha reportado en numerosos estudios que pueden tener relacion con el desarrollo de tumores
y otros efectos nocivos (IARC, 1986; Gharavi y El-Kadi, 2005; Amadasi y col., 2009; NIH,
2013). Debido a esto, en la actualidad existe una gran tendencia en la formulacién de
productos, impulsada por los consumidores, a reemplazar los antioxidantes sintéticos por
productos que provengan de fuentes naturales y que sean producidos por tecnologias no
contaminantes (Valenzuela y col., 1995; Damechki y col., 2001).

Las mezclas de tocoferoles naturales, muy utilizadas por la industria alimentaria para el

mantenimiento de la vida util de los productos, estan compuestas por D-o, D-f, D-y y D-8
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tocoferol (Figura 6-3). Interfieren en la etapa de propagacioén en cadena de radicales libres,
actuando como donores de hidrégeno (“chain breaking” donor, CB-D) o como aceptores de
radicales libres (“chain breaking” acceptor, CB-A). Este segundo mecanismo incluye el
“‘quenching” del oxigeno singulete (Frankel, 2005). En el mecanismo CB-D, los tocoferoles
compiten efectivamente con los acidos grasos insaturados (RH) por el radical peroxilo
(ROOQe) transfiriendo un atomo de hidrogeno al ROOe+ para producir ROOH el cual es mas
estable (Frankel, 1991). Este hecho reduce la formacién de radicales lipidicos (Re) que
ocurren cuando el RH reacciona con el ROOe; esta competencia disminuye la velocidad de
propagacion de la autooxidacion. En el caso de los tocoferoles, cuando ocurre la
transferencia de un hidrogeno resulta en la formacién de una semiquinona intermedia la cual

se convierte en tocoferilquinona como producto final estable.

d-a tocoferol

d-B tocoferol

d-y tocoferol

HO

d-& tocoferol

Figura 6-3. Estructura quimica de los distintos tipos de tocoferoles.

Los tocoferoles también pueden actuar sobre el oxigeno singulete ('O,) como medio de
control de la oxidacion. La capacidad de los tocoferoles de atrapar al 'O, ocurre a través de
dos mecanismos primarios: (i) mediante el “quenching” del 'O, y (ii) reaccionando en forma
irreversible con el 'O, para formar una variedad de productos, principalmente
hidroperoxidienona (Clough y col., 1979).

Por otra parte, los tocoferoles, por si mismos, son rapidamente degradados en presencia del
oxigeno molecular y de radicales libres en los alimentos, perdiendo su actividad antioxidante
o convirtiéndose en sustancias prooxidantes (Jung y Min, 1990).

La concentracion de tocoferoles influye sobre la actividad antioxidante, siendo generalmente
mayor a bajas concentraciones y menor o prooxidante en tenores elevados (Jung y Min,
1990). En general “in vitro” se ha observado el siguiente orden de actividad antioxidante

decreciente: - > y- > 3- > a- tocoferol (Devittori y col., 2000). Sin embargo, la potencia
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antioxidante de los tocoferoles puede verse afectada por diferentes factores tales como la
concentraciéon, temperatura, polaridad, viscosidad y el pH del medio en el que se
encuentran. La actividad antioxidante en orden inverso al enunciado anteriormente ha sido
observada a bajas temperaturas (White y Xing, 1997). Los tocoferoles pueden actuar como
agentes antioxidantes o prooxidantes dependiendo de las concentraciones y del sustrato en
cuestion. En aceite de soja, el a-tocoferol en altas concentraciones actua como un agente
prooxidante produciendo un incremento de los niveles de hidroperéxidos y de dienos
conjugados (Jung y Min, 1990), aunque incrementa su habilidad para inhibir la formacion de
hexanal (Frankel, 2005).

6.1.3 Emulsificacion como forma de incorporar el aceite

Las emulsiones son dispersiones de un liquido en el seno de otro. Es considerada una
dispersion termodinamicamente inestable de dos o mas liquidos inmiscibles o parcialmente
miscibles. Las variables mas importantes que determinan las propiedades de una emulsién
son las siguientes:

1- Tipo, es decir, aceite en agua (o/w) o agua en aceite (w/o). Las emulsiones o/w son
muy frecuentes; como ejemplo pueden citarse la leche y diversos productos lacteos,
las salsas, los aderezos y las sopas. La manteca y la margarina son emulsiones w/o,
pero contienen otros elementos estructurales.

2- Distribucién de tamafio de gotas. Afecta su estabilidad fisica; generalmente las gotas
mas pequefias constituyen emulsiones mas estables. La energia y la cantidad de
emulgente necesarias para producir la emulsién dependen del tamafio de particula
deseado. Un diametro tipico de gotas dispersas es el de 1 um, pero puede oscilar
entre 0.2 y varios um. La amplitud de la distribucion de tamafio de gotas es
igualmente importante, por la gran dependencia de la estabilidad con respecto al
tamafo de particula.

3- Fraccién volumétrica de la fase dispersa (¢). En la mayor parte de los alimentos, ¢
oscila entre 0.01 y 0.4, aunque en la mayonesa puede llegar a 0.8.

4- Composicion y grosor de la pelicula superficial en torno a las gotas. Determina la
tension interfacial, las fuerzas de interaccidn coloidales, etc.

5- La composicion de la fase continua determina las relaciones entre el disolvente y el
surfactante y, por tanto, las interacciones coloidales. La viscosidad de la fase
continua afecta considerablemente al cremado (Fennema, 2010).

Aunque se trate de dispersiones termodinamicamente inestables, las emulsiones pueden
convertirse en cinéticamente estables gracias a la presencia de agentes tensioactivos que

presentan la capacidad de adsorcion en las superficies de las gotas. El tipo de emulsiéon que
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se tiende a formar depende del balance entre las propiedades hidréfilas e hidréfobas del
agente emulsificante. Generalmente se suele cumplir la regla de Bancroft (Bancroft, 1913):
la fase continua es aquella que solubiliza al agente emulsificante.

Lal (2003) incorporé acidos grasos n-3 en leche de bajo contenido graso. La estabilizacion
de esta leche enriquecida se logré mediante el uso adecuado de un sistema emulsionante /
estabilizador, compuesto de mono y di glicéridos de acidos grasos, alginato de sodio,

carragenano y goma guar.

Emulsificantes y espesantes

Los emulsificantes son moléculas superficialmente activas que se adsorben en la superficie
de las gotas recién formadas durante la homogeneizacion, produciendo una membrana
protectora que previene que éstas se acerquen lo suficiente como para que vuelvan a
unirse; por otra parte disminuyen la energia libre debido a que reducen la tension superficial.
La mayoria de los emulsificantes son moléculas anfifilicas (poseen regiones polares y no
polares). Entre los emulsificantes mas utilizados en la industria alimentaria se encuentran:
los surfactantes de pequefio tamafo, las lecitinas y las proteinas, entre éstas ultimas, las
proteinas de leche.

Por otro lado, los agentes espesantes son sustancias que incrementan la viscosidad de la
fase continua de la emulsion, disminuyendo la movilidad de las gotas y por lo tanto,
aumentando la estabilidad del sistema. Los agentes espesantes mas comunes en la
industria alimentaria son los polisacaridos. Entre estos se encuentra la goma xantica,
empleada en la formulacion del producto, objeto de estudio de la presente Tesis, y cuyas

propiedades han sido discutidas en el Capitulo 4.

Proteinas de leche como emulsificantes

Las propiedades funcionales de las proteinas estan relacionadas con diversas
caracteristicas moleculares generales tales como la hidratacion, actividad de superficie y el
tipo de interacciones proteina-proteina favorecidas por estructuras parcialmente
desplegadas. La actividad de superficie es una funcién compleja de la hidrofobicidad
superficial de una proteina y su flexibilidad, que le permite desplegarse y extenderse en una
interfase. El orden de actividad de superficie de diversos componentes proteicos de la leche
es B-caseina > micelas de caseina monodispersadas > albumina sérica > a-lactoalbumina >
as—caseina = k-caseina > 3-lactoglobulina (Fennema, 2010).

El conocimiento acerca de la capa adsorbida de proteinas de leche proviene de estudios
experimentales sobre diversos tipos de sistemas, incluyendo leche homogeneizada,
recombinacion de leche descremada y grasa lactea, emulsiones lacteas sintéticas obtenidas

a partir de caseinato de sodio o concentrado de proteinas de suero y grasa lactea (u otros
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aceites comestibles), y emulsiones modelo elaboradas a partir de proteinas de la leche
individuales y aceites minerales o triglicéridos (Dickinson, 1997).

Debido a su caracter anfifilico y alta actividad de superficie, las proteinas de leche son
especialmente efectivas como agentes emulsificantes en la obtencion de emulsiones
(logrando tamano de gota inferiores a 1 ym) y como agentes estabilizantes, por otorgar
estabilidad coloidal por combinacion de mecanismos electroestaticos y estéricos. Por
supuesto, en la practica, la mayor parte de los ingredientes ricos en proteinas utilizados
como agentes emulsificantes en la industria alimentaria (leche descremada en polvo,
concentrado de proteinas de suero lacteo, proteinas de yema de huevo, etc.) contienen
varios tipos de agregados de proteinas y particulas proteicas coloidales, las cuales son
capaces de acumularse en la interfase aceite-agua durante la homogeneizacion (Dickinson,
2012).

Las proteinas de la leche son ampliamente valoradas como ingredientes alimentarios con
excelentes caracteristicas tensioactivas y estabilizadoras de emulsiones cuando se
encuentran en forma soluble y dispersa (Mulder y Walstra, 1974; Dickinson, E. (1997); De
Wit, J. y Fox, P. (1989); Doxastakis, 1989; Morr, 1982; Morr y Ha, 1993; Dickinson, 2001).
Durante la formacién de la emulsién, las diversas moléculas de proteinas y los agregados
son adsorbidos rapidamente en la superficie de las gotitas de aceite recién formadas. La
capa estabilizante resultante protege inmediatamente las pequenas gotas contra la
coalescencia, y luego proporciona estabilidad fisica a la emulsion durante el procesamiento
y almacenamiento a largo plazo (Dickinson y Stainsby, 1982). Por lo antedicho, numerosos
autores han incorporado diferentes proteinas de leche (0 sus mezclas) para estabilizar
diferentes sistemas emulsionados (Huck-Iriart y col., 2014; Hu y col., 2003; Kulmyrzaev,
2000; Saito y col., 2005; Kulmyrzaev y col., 2000).

Estabilidad de las emulsiones

La estabilidad de las emulsiones esta fuertemente determinada por las interacciones entre
las gotas (Dickinson, 1998). La naturaleza y la fuerza de las interacciones son, a su vez,
dependientes de la composicion de la capa adsorbida en la interfase lipido-agua y de los
componentes presentes en la fase continua.

El proceso de ruptura de las emulsiones puede ocurrir mediante cuatro mecanismos de
inestabilidad diferentes (Aranberri y col., 2006):

i) EI cremado o sedimentacion es el proceso causado por la accién de la gravedad vy
produce un gradiente vertical de concentracion de las gotas sin variar la distribucion del
tamano de las mismas. Para las emulsiones o/w, las gotas de aceite son menos densas que

la fase continua y acuosa y por lo tanto principalmente ocurre el cremado.
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ii) La floculacion es la adhesion de las gotas sin fusionarse y una vez mas no existe una
variacién en la distribucién de tamafo de gotas. El proceso de la floculacién esta controlado
por un equilibrio global entre las fuerzas de atraccion electrostaticas de van der Waals,

repulsivas de tipo estéricas y de hidratacion.

i) La coalescencia es la fusion de gotas que originan gotas mas grandes con eliminacion de
parte de la interfase liquido/liquido. Este cambio irreversible requeriria un aporte extra de

energia para restablecer la distribucion de tamaro de particula original.

iv) La maduracién de Ostwald es debida al crecimiento de las gotas mas grandes a
expensas de las mas pequefias, termodinamicamente mas inestables, hasta que éstas

Ultimas practicamente desaparecen.

La Figura 6-4 muestra una representacion grafica de cada una de los procesos.

floculacién

coalescencia

. . separacién de fases

Figura 6-4. Mecanismos que contribuyen a la inestabilidad de las emulsiones.

Los hidrocoloides se utilizan comunmente para retardar o incluso evitar el cremado mediante
la modificacion de la reologia de la fase continua. La goma xantica es especialmente eficaz
en este tipo de rol estabilizador. Este simple mecanismo de control reolégico es mas efectivo
a bajas fracciones volumétricas de aceite, donde las gotas individuales son inmovilizadas
por separado en una red de biopolimero, y la pequefa fuerza de flotacion que actua sobre
cada gota es apenas suficiente para superar el limite elastico de la matriz de biopolimero

tipo gel débil que las rodea (Dickinson, 2009). Teoricamente, un esfuerzo limite de 10? Pa es
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suficiente para prevenir el cremado de las gotas individuales dispersas de tamafios menores
a ~10pm (Dickinson, 1988).

Sin embargo, respecto a emulsiones concentradas conteniendo una cantidad significativa de
hidrocoloide libre en la fase acuosa, una explicacion alternativa es considerada como mas
apropiada, la cual esta basada en fuerzas de deplecion inducidas por polimeros (Moschakis
y col., 2005; Moschakis y col., 2006; Parker y col., 1995). A muy bajas concentraciones, el
agregado de hidrocoloide tiene un efecto desestabilizador sobre la emulsién, ya que la
floculacion por deplesién inducida por el hidrocoloide no-adsorbido provoca una mayor
separacion de la emulsion. Pero a altas concentraciones de hidrocoloide (aun <0.1% en
peso para el caso de la goma xantica), cuando las interacciones por deplesion son mas
fuertes el cremado es inhibido debido al caracter viscoelastico de las regiones
interconectadas de las gotas de la emulsion que se han convertido en una red tipo gel. En
estudios de sistemas modelo de emulsiones hay numerosos casos reportados en la
literatura en los cuales las propiedades reoldgicas y de estabilidad han sido atribuidas a la
presencia de interacciones interfaciales asociativas entre proteinas y polisacaridos. Algunos
ejemplos incluyen sistemas conteniendo proteinas de suero lacteo + carboximetilcelulosa
(Girard y col., 2002), caseinato de sodio + pectinas de bajo metoxilo (Matia-Merino y
Dickinson, 2004), caseinato de sodio + pectinas de alto metoxilo (Bonnet y col., 2005), beta-
lactoglobulina + pectinas de alto metoxilo (Guzey y col., 2004), proteina de canola + capa-
carragenano (Uruakpa y Arntfield, 2005), proteina de suero lacteo + goma xantica (Benichou
y col., 2007) y caseinato de sodio + goma gelano (Sosa-Herrera y col., 2008).

Por otro lado, segun Huck-Iriart (2014), en caso de ser necesario un aumento en la
viscosidad, la goma xantica puede ser anadida a un producto emulsionado sin perturbar el
sistema. Asimismo, estos autores reportaron que el agregado de sacarosa disminuyo
significativamente el diametro medio y mejoré la estabilidad de emulsiones o/w conteniendo

aceite de girasol y WPC.

Distribucion de tamano de gotas

La distribucién de tamarfio de gotas es una de las variables mas importantes que determinan
la estabilidad de una emulsion. En sistemas donde la relacién area interfacial/volumen tiene
alta incidencia, como es el caso de las emulsiones, es mas util expresar el histograma de
distribucion de tamafios de gotas como el volumen porcentual que ocupan las gotas que
presentan diametros comprendidos dentro del intervalo de clase y calcular el diametro medio
de Sauter, D[3,2], que considera un factor de ponderacion vinculado a la relacién area
interfacial/volumen. De este modo, el diametro medio de Sauter se calcula, a partir de los

diametros de las gotas individuales, utilizando la siguiente expresion:
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Ec. 6-1

donde d; es el diametro de la gota, N el numero total de gotas y n; el nUmero de gotas de
diametro d,. Este diametro es un indicador de la tendencia central de la distribucion de
tamafios de gotas expresada en volumen.

La polidispersion de una emulsién es un parametro importante que influye sobre la
estabilidad de los sistemas. A partir de la distribucion de tamafos de gotas se puede
calcular la varianza correspondiente, la cual es un indice de dicha polidispersidon
(McClements, 1998).

6.2 Objetivos especificos

Utilizando como punto de partida el dulce de leche 0 % lipidos estudiado en el Capitulo
anterior, el presente Capitulo analiza distintas soluciones tecnoldgicas para la obtencién de
un dulce lacteo (DL), elaborado con leche totalmente descremada, con agregado de aceites
vegetales ricos en acidos grasos insaturados.

Se plantearon entonces los siguientes objetivos especificos:

» Estudiar la factibilidad del agregado de aceite segun el momento de incorporacion de
aceite, es decir, determinar en qué etapa del proceso de elaboracion del producto o en el
producto terminado, es conveniente el agregado del mismo evaluando las caracteristicas del
producto obtenido en cada caso, asi como su estabilidad.

» Analizar la estabilidad oxidativa de los aceites vegetales seleccionados, asi como el
efecto del agregado de tocoferoles naturales sobre dicha estabilidad.

» Evaluar las caracteristicas y estabilidad de los dulces lacteos con aceite en estudios
de estabilidad acelerada a 37 °C, analizando el efecto antioxidante de tocoferoles naturales

agregados.

6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Factibilidad de agregado del aceite segun instancia de incorporaciéon y
caracteristicas de las emulsiones logradas

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Capitulo 5, se eligi6 como formulacién para la
fase continua un dulce de leche sin grasa lactea con un contenido de humedad maximo de
40%, lo que implica un contenido de goma xantica de 0.20%, de forma que por sus

caracteristicas reoldgicas pueda incluir una fase dispersa lipidica y ser estable durante su
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almacenamiento. Para la incorporacion de aceite vegetal en el producto final (5%), se
evaluaron dos alternativas, utilizando aceite de girasol (sélo en la etapa de estudios

preliminares):

1)_Emulsificacién directa del aceite sobre el producto previamente obtenido.

Se incorpord la cantidad de aceite adecuada a una muestra de aproximadamente 0.5 kg de
dulce 0% lipidos obtenido segun 4.3.1, y se emple6 un Homogenizador Manual (Minipimer
Braun MR 390G, Argentina) a fin de lograr la emulsificacién de las dos fases, trabajando a

11000 rpm durante 2 minutos.

Caracteristicas reolégicas del producto

Se estudiaron las caracteristicas reoldgicas de la fase continua sin agregado de aceite
(antes y después del tratamiento con Homogeneizador Manual) y del producto emulsificado,
envasado en frasco de vidrio y almacenado a 20 °C durante 12 dias, evaluando las curvas

de flujo en estado estacionario (segun metodologia 3.3.3).
Estabilidad del producto obtenido
Se determiné la estabilidad del dulce de leche emulsionado (proceso de emulsificacion

directa) en forma visual durante 12 dias (Quintana y col., 2002, Lorenzo y col., 2008).

2)_Pre-emulsificacion del aceite en parte de la leche empleada como materia prima.

Se emulsificaron 46 g de aceite de girasol, cantidad necesaria para lograr un 5% en el
producto, en 300 ml de leche, mediante Homogeneizados manual (Minipimer Braun MR
390G, Argentina) durante 2 minutos. La emulsién obtenida se incorporé al resto de los

ingredientes para continuar con la elaboracion del producto (segun 4.3.1).

Estabilidad de los productos obtenidos

Se procedi6 a estudiar la estabilidad de dulce lacteo con aceite vegetal obtenido, en forma
preliminar, envasado en tubos de vidrio cerrados durante 30 dias a 20 °C, observando
periédicamente, de forma visual, si ocurria algun cambio por desestabilizacion de la

emulsion (cremado, separacion de fases, etc.) (Quintana y col., 2002, Lorenzo y col., 2008)

Determinacion de la distribucion de tamafio de gotas de aceite
Se emulsificaron 46 g de aceite de girasol en 300 ml de leche, a temperatura ambiente,
empleando dos equipos diferentes: Ultra Turrax T25 (IKA, Alemania) y Homogeneizador

Manual (Minipimer Braun MR 390G, Argentina), durante 1.5, 4 y 6 min, a 11000 rpm, en
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ambos casos. Se evalué la distribucion de tamafo de gotas de aceite en las emulsiones o/w
obtenidas.

Las emulsiones recién preparadas se diluyeron en agua (1:10) y se observaron y
fotografiaron en microscopio 6ptico (Leica MBLB, Alemania) equipado con camara
fotografica. A fin de obtener micrografias con aumento suficiente y el contraste necesario
para que el software Global Lab Image v.2.10, detectara las gotas y las diferenciara, se
ensayaron diferentes condiciones de observacion, logrando los mejores resultados
empleando un lente objetivo de 10X, un ocular de 10X y campo claro.

El analisis de las imagenes se baso en la escala de niveles de grises. La digitalizacion de las
micrografias comprendio la transformacion de la imagen real en una matriz rectangular de
elementos de imagen denominados "pixel". A cada uno de estos pixeles se le asigna un
nivel de escala de grises, de modo de reproducir el contraste y el color de la imagen original.
Los niveles de grises se dividen en 256 intensidades; desde el negro con un valor de 0 hasta
el blanco con un nivel de gris de 255. Es decir, las gotas se discriminan del fondo de la
imagen sobre la base del valor de grises de cada una de ellas. Todas los pixeles de las
imagenes que poseen un valor de gris menor al valor umbral se descartan mientras que los
que poseen un valor entre el umbral y 255 son seleccionados (Cenens y col., 2002). Una
vez analizadas las micrografias, se elaboraron los histogramas correspondientes.

Para cada una de las condiciones de emulsificacién ensayadas se calculd el D[3,2] y la

varianza correspondiente, utilizando entre 200 y 400 gotas en cada caso.

En base a los resultados obtenidos mediante las dos alternativas analizadas, se selecciond
el procedimiento mas adecuado para la incorporacion de aceite al producto, empleandolo

para la elaboracién de los dulces lacteos destinados a los ensayos posteriores.

6.3.2 Estabilidad oxidativa de los aceites seleccionados

Se estudio la estabilidad oxidativa del aceite de nuez pecan (NUCANA, Entre Rios) obtenido
por prensada y del aceite de Canola (KROL, Entre Rios), empleando un equipo Rancimat
(Mod743, Metrohm, Suiza), registrando el cambio en la conductividad eléctrica del agua al
captar los compuestos volatiles formados durante el ensayo (deMan y col., 1987), por
duplicado. Se utilizaron para cada determinacién 5 g de muestra y se sometieron a un
calentamiento a 120 °C con flujo de aire de 20 L/h, hasta marcada desestabilizacion,
detectada por aumento de la conductividad medida. Se calculé el tiempo de induccion (i) de
cada aceite, que es una medida de la estabilidad oxidativa de los aceites (Metrohm

lonenanalytik, 2001; Sleeter, 1985) mediante el software 743 Rancimat 1.0.
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Efecto de la capacidad antioxidante de los tocoferoles

A fin de evaluar si un agregado de tocoferoles aumentaba la estabilidad del aceite elegido
respecto a los resultados de oxidacidn acelerada, se evalu6 la estabilidad oxidativa de
muestras de aceite de nuez pecan (NUCANA, Entre Rios) sin antioxidantes agregados, y
otras a las que se le adicionaron entre 250 y 1500 ppm de tocoferoles naturales 70%
(TOCOMIX 70, AOM S.A., Argentina), de los cuales al menos un 63% son no-a tocoferoles,
siendo principalmente d-y/d-B tocoferoles (43.8%) y d-& tocoferol (19.3%). Sobre estas
muestras se realiz6 el procedimiento descripto previamente, determinandose los tiempos de
induccién en cada caso.

Para determinar la relacién entre el nivel de tocoferoles en el aceite y el retardo de la
oxidacion lipidica (tiempo de induccién) se estimé un modelo no lineal que ajusté a los datos

experimentales mediante el programa SYSTAT (Systat Inc., Evanston, IL).

6.3.3 Evaluacion de dulce lacteo con aceite en estudio de estabilidad
acelerada

Existen tres métodos para evaluar la vida util: 1) ensayos de almacenamiento real, 2)
ensayos acelerados, y 3) simulacion y estimacion basadas en modelos. Los ensayos
acelerados permiten evaluar la estabilidad de los productos envasados sometiéndolo a un
periodo de tiempo en condiciones de almacenamiento severo o abusivo, por ejemplo, alta
temperatura y humedad relativa. Los datos obtenidos en este tipo de ensayos pueden
extrapolarse a las condiciones reales de almacenamiento para estimar la vida util del
producto (Hernandez y Giacin, 2010). Por ello, y a fin de evaluar la estabilidad de los
productos con aceite pre-emulsificado se sometieron a un almacenamiento a 37 °C de forma
de acelerar la posible oxidacion lipidica y los cambios que pudieran producirse en tiempos
mayores a temperatura ambiente.

Se prepararon 3 dulces lacteos segun formulacion descripta en la Tabla 6-2, utilizando la
metodologia descripta en 4.3.1 pero agregando el aceite de nuez pecan mediante pre-
emulsificacion con Homogeneizador manual durante 4 minutos (ver apartado 6.3.1). En dos
de ellos se incluyeron tocoferoles naturales (500 y 1000 ppm) incorporandolos con el aceite,
dejando el tercer dulce como control sin antioxidantes. Una vez obtenidos los dulces se
fraccionaron en envases de vidrio previamente esterilizados, almacenandose en estufa a 37
°C durante 120 dias.
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Tabla 6-2. Formulacion de dulce lacteo utilizada.

Ingrediente Proporciéon

Leche 1L
Azucar 172.7 9
Glucosa 28.98 g
Sorbato de potasio 280 mg

Goma xantica 19

Aceite de nuez pecan 23 g

Al inicio del almacenamiento se determino el contenido acuoso de los dulces segun 3.3.2, y
a diferentes tiempos se determiné visualmente la estabilidad de la emulsién (segun 6.3.1)

asi como la oxidacion lipidica segun el método de TBARS.

Cuantificacion de sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS)

Esta técnica se ha utilizado ampliamente en diversos tipos de muestras alimenticias para la
determinacion colorimétrica (absorbancia a 532 nm, Ass,) de la presencia de malonaldehido
(MDA), un producto secundario de la oxidacion lipidica, por ser un método rapido, sensible y
econdmico. EI MDA es uno de los aldehidos mas abundantes generados durante la
oxidacién secundaria de lipidos y, probablemente, el mas comunmente utilizado como
marcador de oxidacion (Barriuso y col., 2013).

La reaccion se basa en la extraccion con acido tricloroacético de las sustancias reactivas al
acido 2-tiobarbiturico (TBA, C4H4N,O,S) como el malonaldehido (MDA, C3H;O,) u otros
compuestos similares y la posterior formacién de un aducto entre el TBA y el MDA (Figura

6-5), que presenta su maximo de absorbancia a 532 nm (pigmento rosado).

2
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H -~ . H O_a'"" ~ N S

MDA l TBA
S-:x_[..»—“s OH  Ho__N.__sH
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¢ * 2H50
N S CH-CH=CH [I\I 2
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Figura 6-5. Reaccion entre el MDA y el TBA en el ensayo de cuantificaciéon de las

sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico.
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A su vez, otros aldehidos reaccionan con el TBA produciendo un pigmento amarillo cuyo
maximo de absorbancia se presenta a 455 nm (Kosugi y col., 1987). Pegg y col. (1992)
propusieron una estructura para el compuesto rosado, mientras que Bigwood y col. (1990) lo
hicieron para el pigmento amarillo la cual fue apoyada por el trabajo realizado por Jardine y
col. (2002) utilizando cromatografia liquida-espectrometria de masas, la Figura 6-6 muestra

dichas estructuras quimicas.

b
H O O H
N N
s= Wa
nN N\
H O O H
Figura 6-6. Estructura del compuesto rosa formado como producto de la condensacién de

malonaldehido y TBA (a), Estructura del pigmento amarillo (b).

Tradicionalmente, en la técnica TBARS se ha realizado la determinacion de la absorbancia a
532 nm en una amplia variedad de muestras y condiciones de proceso (Nowzari y col. 2013;
Kristensen y col., 2001, Hedegaard y col, 2006; Ho Lee y col., 2004), incluyendo muestras
lacteas (Dunkley y Jennings, 1951; Patton y Kurtz, 1951; Sidwell y col., 1955). Sin embargo
esta técnica ha sido criticada por algunas razones, como el hecho de que el TBA no es
selectivo del MDA, ya que también reacciona con muchas otros compuestos, tales como
otros aldehidos, hidratos de carbono, aminoacidos y acidos nucleicos, lo que interferiria en
el ensayo y resultaria en una considerable sobreestimacion, asi como en la variabilidad en
los resultados (Barriuso y col., 2013). Asimismo, algunos autores reportaron que pueden
ocurrir diferentes tipos de interferencias en el ensayo debido a los distintos constituyentes de
la matriz del alimento (Fernandez y col., 1997), como asi también se ha estudiado la
interferencia de caseinato de sodio en el ensayo de TBA (Caprioli y col., 2011). Otros
autores han referido que los azucares presentes en determinados alimentos limitarian su
aplicacion (Guillén-Sans y Guzman-Chozas, 1998, Du y Bramlage, 1992; Papastergiadis y
col., 2012).

El contenido elevado de lactosa y sacarosa del producto asi como el color propio
desarrollado durante su elaboracién podria obstaculizar, entonces, esta determinacion.

Por ello, para comprobar la factibilidad del método y asegurar la fidelidad de los resultados,
se analizaron en forma preliminar, los espectros electromagnéticos obtenidos en la region

visible con un espectrofotémetro Beckman DU650 (Beckman, Alemania) evaluando

164



Capitulo 6 Estudios preliminares e inhibicion de la oxidacion lipidica en DL con
acidos grasos insaturados

diferentes combinaciones de dulce 0% lipidos (M0%, elaborado segun Tabla 4-2 con 1 g/L
leche de xantica y metodologia 4.3.1) y reactivos de la técnica TBARS, a fin de detectar
interferencias producidas por los componentes del producto o formados por reaccién de
éstos con los reactivos, diferentes al malonaldehido, de acuerdo a las siguientes variantes:

i) M0% + TBA, (blanco) permite conocer si algun componente del producto emite
respuesta a As3, 0 Sus cercanias.

i) M0% + patrén MDA + H,O (en reemplazo de TBA), permite descartar interferencia
generadas por reaccion del MDA con algun componente del producto
(M0%+MDA).

i) M0% + patrén MDA + TBA, permite evaluar la respuesta a 532 nm en presencia de
malonaldehido, es decir, de oxidacion lipidica (M0%+MDA+TBA).

iv) M0% + 10% sacarosa y 10% glucosa, a fin de evaluar el efecto de la concentracion

de azucares, y poder contemplar la variabilidad entre dulces (M0%+AZ+TBA).

El patron MDA utilizado fue 1,1,3,3-Tetraetoxipropano (TEP; C41H24,0,), el cual en solucién
acida es hidrolizado, y libera MDA en relacién equimolar (una solucién 0.2 mM de TEP
equivale entonces a una solucién 0.2 mM de MDA (Pegg, 2001; Sinnhuber y Yu, 1958). Se
realizd la curva de calibracion utilizando el dulce M0% como muestra base, a la cual se le
adicionaron diferentes cantidades de patron MDA, y luego se determinaron sus TBARS
correspondientes. Las determinaciones fueron realizadas por duplicado.

La técnica de TBARS aplicada en todos los casos fue la siguiente:

Para precipitar las proteinas y solubilizar las TBARS presentes en las diferentes muestras se
uso acido tricloroacético (TCA) 12 g/100g y se mantuvo con agitacion constante en bafio de
agua-hielo durante 30 minutos, ya que el MDA se encuentra mayoritariamente unido a
diferentes compuestos, especialmente a proteinas y aminoacidos y se debe recurrir a una
hidrélisis acida para su liberacion (Hageman y col., 1992). Luego se filtr6 por papel. Se
tomaron 2 ml de filtrado y se colocaron en tubo de vidrio con tapa con 2 ml de reactivo TBA
0.29 g/100g (preparado en agua el dia de uso y sonicado 30 minutos para facilitar su
solubilizacion), dejando reaccionar en bafio termostéatico a 70°C durante 30 minutos. Luego,
se enfrid bajo canilla y se midié la Asz; en un espectrofotometro U-1900 (Hitachi, Japoén).
Para ajustar el valor de Ass, = 0 se realiz6 un blanco conteniendo 2 ml de agua destilada y 2
ml de reactivo TBA.

Las TBARS se expresaron como mg de malonaldehido (MDA)/kg producto, segun la Ec. 6-2:
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M x Va x Ve x 1000 x A_, Ec. 6-2
ExLxm

N°TBARS =

donde:
M = masa molecular del malonaldehido (72 g)
Va = volumen alicuota (2 ml)
Ve = volumen extracto (16 ml)
E = coeficiente de extincion molar del complejo coloreado
L = camino optico (1 cm)

m = masa de muestra.

Habiéndose comprobado que esta técnica resultaba adecuada, se la utilizé para evaluar la

oxidacion lipidica de los dulces lacteos con aceite de pecan almacenados a 37 °C.

6.3.4 Analisis estadistico
Para comprobar diferencias significativas entre valores medios se aplico el test de LSD

(Fisher) con un nivel de significancia del 95% (P < 0.05).

6.4 Resultados y Discusion
6.4.1 Factibilidad de agregado del aceite segun instancia de incorporaciéon y

caracteristicas de las emulsiones logradas

El agregado de aceite al dulce mediante emulsificacion directa (descripto en 6.3.1), tendria
la ventaja de no someter a los lipidos insaturados presentes en el aceite al enérgico
tratamiento térmico del proceso de elaboracion, que favoreceria su oxidacion. Sin embargo,
el producto obtenido debe ser sometido a un trabajo mecanico intenso para su
incorporacion.

La Figura 6-7 muestra el comportamiento reoldgico del DL 0% lipidos empleado como fase
continua (38% humedad), sobre el cual se emulsion6 el aceite a fin de obtener el producto
final. Asimismo, se presentan las curvas de flujo obtenidas sobre el dulce lacteo con aceite a
distintos tiempos de almacenamiento a 20 °C. Se pudo observar una marcada disminucién
de la viscosidad al incorporar el aceite, respecto a la viscosidad del DL 0% lipidos original,
sin recuperarse completamente al cesar la cizalla ni siquiera luego de 12 dias de reposo.
Este resultado indicaria que el procedimiento mecanico utilizado para incorporar el aceite
destruyé la estructura interna del dulce de leche, y a su vez, la incorporacion de aceite no
aumenté lo suficiente la viscosidad para compensar ese efecto. La disminucion de la

viscosidad podria atribuirse, entonces, a una ruptura irreversible del gel débil y los
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agregados proteicos debido a la accién mecanica. Sin embargo, la estabilidad del producto

emulsionado evaluada en forma visual no se vio afectada durante ese tiempo de

observacion.
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Figura 6-7. Curvas de flujo obtenidas para DL 0% lipidos (38.0% humedad, B); y para DL
con 5% aceite de girasol incorporado posteriormente a su elaboracién a diferentes tiempos
de almacenamiento a 20 °C: inicial (), 1 dia (A), 2 dias (O), 12 dias (x).

Por otro lado, cuando se evalud la factibilidad de incorporacion del aceite mediante pre-
emulsificacion en parte de la leche usada como materia prima (descripto en 6.3.1), el
producto obtenido (humedad 37.8%) presentd aspecto y consistencia adecuados. Su curva
la Figura 6-8).

desestabilizaciéon con separacion de fases durante un lapso de 30 dias.
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Figura 6-8. Curva de flujo correspondiente al dulce lacteo con 5% aceite de girasol
incorporado (Humedad 37.8%) mediante pre-emulsificacion en la leche, previo a su

elaboracion.

4167



Capitulo 6 Estudios preliminares e inhibicion de la oxidacion lipidica en DL con
acidos grasos insaturados

Dado que la incorporacién del aceite en forma posterior a la obtencion del DL alteraba
marcadamente sus caracteristicas reologicas, resultando en una viscosidad inferior a la
deseada, mientras que con la emulsificacién del aceite en parte de la leche previo a la
elaboracion del producto, se obtuvieron las caracteristicas adecuadas, se determiné que
esta Ultima opcion seria el proceso mas conveniente, y por ello, se continué con esta

metodologia.

A fin de seleccionar el equipo y condiciones de la emulsificacion del aceite en parte de la
leche, se evalud entonces la distribucién en volumen de tamafo de gotas de aceite obtenido
en cada caso. Los histogramas obtenidos correspondientes son mostrados en la Figura 6-9.
Asimismo, en la Figura 6-10 se presentan los diametros medio de Sauter (D3,) y errores

estandar correspondientes a las diferentes condiciones de emulsificacion evaluadas.
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Figura 6-9. Histogramas correspondientes a las distribuciones en volumen de tamafio de
gota para las emulsiones o/w obtenidas con UT (Ultra Turrax) u HM (homogeneizador

manual) a 11000 rpm, durante 1.5, 4 y 6 min.
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Figura 6-10. Diametro medio de Sauter (D3,) correspondientes a las diferentes condiciones

de emulsificacion estudiadas. Las barras verticales corresponden al error estandar.

La distribucion que presentdé menor D;, fue la obtenida con HM durante 4 minutos (D3,=
0.130 mm).

En base a estos resultados, se selecciond entonces como metodologia para la pre-
emulsificacion del aceite en parte de la leche, el Homogeneizador Manual durante 4
minutos, por presentar el menor valor de D3, (Figura 6-10), por lo que el sistema seria el

mas estable al cremado.
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6.4.2 Estabilidad oxidativa de los aceites seleccionados

El analisis de los dos aceites seleccionados realizado mediante el Rancimat permitié tener
una estimacion del tiempo requerido antes que la oxidacién lipidica ocurriera, o tiempo de
induccién (ti), durante la oxidacion forzada inducida térmicamente de los aceites. La Tabla
6-3 muestra los tiempos de induccion (ti) obtenidos correspondientes a los aceites

seleccionados.

Tabla 6-3. Tiempos de induccion obtenidos para aceite de canola y aceite de nuez de

pecan a 120 °C*.

Muestra Tiempo de induccién (h)
Aceite de canola 3.75 (0.05)
Aceite de nuez pecan 6.82 (0.21)

*El error standard se presenta entre paréntesis.

Puede observarse que el aceite de canola exhibié una mayor susceptibilidad a la oxidacién
(ti = 3.75 h) respecto al aceite de nuez pecan (ti= 6.82 h), pudiendo este resultado estar
asociado a su mayor proporcion de acidos grasos insaturados. El ti encontrado para el
aceite de canola, coincide con Elisia y col., (2013), siendo el valor entontrado por estos
autores de 4 h en Rancimat. Para el caso del aceite de nuez pecan, Toro-Vazquez y col.
(1999) encontraron un tiempo de induccion entre 6.13 y 7.21 h a 110°C, dependiendo su
valor de la regiéon geografica donde crecieron los arboles de nueces pecan. Los valores de ti
expuestos en la Tabla 6-3 para aceite de nuez pecan coinciden con los resultados de Toro-
Vazquez y col. (1999).

La estabilidad oxidativa del aceite es una caracteristica necesaria para lograr la
incorporacion de la misma al producto, aunque no suficiente ya que, por un lado, el
comportamiento frente a la oxidacion puede ser diferente dentro de la matriz lactea compleja
en la que se encontraran; por otro lado, es importante la percepcion de flavor una vez
terminado el dulce. En base a los resultados obtenidos se decidié continuar utilizando
unicamente aceite de nuez pecan, por poseer un mayor tiempo de induccion en el estudio
de estabilidad térmica, y debido a que en los ensayos preliminares un dulce con aceite de

nuez pecan presentd sabor mas agradable que el elaborado con aceite de canola.

Efecto del agregado de tocoferoles al aceite de pecan

La estabilidad oxidativa esta relacionada con la vida util de los productos dependiendo de
las caracteristicas propias de los mismos tales como el estado inicial de oxidacién, el grado
de insaturacién, contenido de antioxidantes naturales, trazas de metales, condiciones de

almacenamiento (luz, temperatura, oxigeno, envases, etc.) (Gutiérrez Rosales, 1989).
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Rudolph y col. (1992) estudiaron la oxidacion del aceite de nuez de pecan almacenada a
70°C vy, de acuerdo a sus resultados, se detectd rancidez entre los 12 y 18 dias. En los
primeros 6 dias, los cambios en el contenido de tocoferoles, pigmentos, TBA y composicion
de acidos grasos fueron minimos. La concentracién de tocoferoles parecia permanecer
relativamente constante hasta que se formaron los perdoxidos. Como los tocoferoles y
pigmentos (beta-caroteno), los acidos grasos comenzaron a oxidarse y el numero de TBARS
se incremento, evidenciando que los tocoferoles y pigmentos pueden tener un significativo
efecto sobre la estabilidad del aceite.

En conocimiento de estos antecedentes, se determinaron los tiempos de induccion del
aceite de nuez pecan con y sin la adicion de tocoferoles como antioxidantes a fin de evaluar

su efecto en la estabilidad a la oxidacion (Tabla 6-4).

Tabla 6-4. Tiempos de induccién obtenidos en ensayo Rancimat a 120 'C para aceite de

nuez pecan con diferentes cantidades de tocoferoles agregados™.

Tocoferoles agregados (ppm) Tiempo de Induccién (h)

0 6.8°(0.2)
250 8.1°(0.20)
500 8.2° (0.1)
1000 9.1% (0.04)
1500 9.7° (0.3)

*Supraindices iguales indican que no hay diferencia significativa entre las medias (P>0.05). Entre

paréntesis se presenta el error standard.

El agregado de tocoferoles aumenté significativamente (P<0,05) el tiempo de induccién
observado para el aceite de nuez pecan, variando entre 8.1 y 9.1 h cuando se agregaron
entre 250 y 1000 ppm de tocoferoles, respectivamente, y llegando a 9.7 h con un agregado
de 1500 ppm.

Estos resultados fueron modelados matematicamente segun:

Tiempo de induccién (h) = 5.3318 xTocoferoles (ppm)"*"” Ec. 6-3

Para dicho modelo, se tuvo en cuenta el contenido de tocoferoles propio del aceite de nuez
obtenido de datos bibliograficos (USDA, 2015), por lo que la muestra sin agregado adicional
de antioxidantes fue considerada con un contenido de 20 mg/kg (20 ppm) de tocoferoles.

Pudo verse que, los agregados de diferentes niveles de tocoferoles aumentaron, en todos

los casos, el tiempo de induccion, sin embargo a dosis mayores el cambio en el ti fue menor.
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Figura 6-11. Variacion del tiempo de induccién (h) a 120°C en funcion del contenido de

tocoferoles en el aceite de nuez pecan.

6.4.3 Evaluacion del dulce lacteo con aceite en estudio de estabilidad
acelerada

Interferencias de componentes del producto en la medida de la oxidacion por TBARS

En los espectros mostrados en la Figura 6-12 puede notarse para el dulce de leche 0%
lipidos con agregado de MDA, en ausencia de TBA (M0%+ MDA), la As3; se mantuvo baja y
cercana a 0, por lo que pudo comprobarse, que el dulce de leche no presenté componentes
propios que interfieran con el método, asi como tampoco el MDA produjo alguna
interferencia generada por su reaccién con componentes del DL.

En el espectro correspondiente a M0% + TBA (blanco) se observa un aumento de
absorbancia en las cercanias de 450 nm, que no puede ser atribuido a oxidacion lipidica, ya
que este sistema no posee lipidos, por lo que podria atribuirse a reaccion del TBA con otros
componentes no-lipidicos presentes.

Asimismo, el agregado de glucosa y sacarosa al DL 0% lipidos (M0%+AZ+TBA) produjo
cambios en el espectro, lo que indicé que la variabilidad entre muestras, producto de la
diferencia en contenido acuoso, ocasionaria espectros diferentes, resultado esperado ya
que los azucares constituyen una de las interferencias mas conocidas de la técnica. Sin
embargo, dicha variacion es particularmente notable a 450 nm y no a 532 nm, por lo que ni
los azucares ni la variacién en su contenido serian un impedimento para aplicar la técnica
TBARS en estos sistemas.

Por ultimo, en presencia de MDA (M0%+MDA+TBA) se obtuvo una clara respuesta en la
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Figura 6-12. Espectros electromagnéticos en la region visible de las diferentes
combinaciones de dulce 0% lipidos+ reactivo acido 2-tiobarbiturico (M0%+TBA, blanco),
dulce 0% + patron de malonaldehido (M0%+MDA), dulce 0% + MDA+TBARS
(M0%+MDA+TBARS) y dulce 0% + un nivel mayor de azucares (M0%+Az+TBA).

A pesar que Patton y Parkkurtz (1955) y Jennings y col. (1955) propusieron medir la
absorbancia a 450 nm en productos lacteos, la pequena cantidad de pigmento rosa presente
en la determinacion de TBARS (a 532 nm) de este tipo de productos se debe a la baja
proporcion de acidos grasos insaturados presentes. Asi, Kristensen y col. (2001) reportaron
que sélo se formaron compuestos amarillos (450 nm) en cantidades significativas para
queso crema pasteurizado almacenado por un afno, cuyos cambios comenzaron a notarse a
los 30-40 dias de haber comenzado el estudio a 5, 20 y 37 °C, sin evidenciar cambios
significativos a 532 nm en el periodo de almacenamiento considerado. Stapelfeldt y col.
(1997) obtuvieron valores de TBARS 10 veces mayores determinados a 450 respecto a 532
nm para leche entera en polvo almacenada a 25 y 45 °C por 2 meses. Sin embargo, en el
sistema abordado en este trabajo de Tesis se comprobd que la lectura de la absorbancia
correspondiente a las TBARS a 532 nm es adecuada para el dulce de leche 0% lipidos,
representa el producto en estudio.
En las Figuras 6-13 puede observarse el aumento de Asz, ante diferentes agregados de
patron MDA al dulce de leche 0% lipidos, sin modificarse notoriamente el pico de

absorbancia cercano a 450 nm.
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Figura 6-13. Espectros electromagnéticos en la region visible de DL 0% lipidos con

diferentes agregados de patrén MDA, entre 0y 9.0 mg MDA/kg de DL.

Asimismo, se obtuvo buena correlacion entre la Ass; ¥ la cantidad de patron agregada al
dulce de leche 0% lipidos (R? = 0.990, Figura 6-14). Los limites de deteccién y cuantificacién
del método fueron 1.3 y 5.71 mg MDA/kg producto, respectivamente, valores realmente

pequefios y que permiten la deteccion de la alteracion oxidativa en forma adecuada.
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Figura 6-14. Recta de calibracion Absss, vs. TBARS para DL 0% con agregado de
diferentes cantidades conocidas de patron MDA.
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En virtud de lo expuesto, puede concluirse que, luego de constatar la factibilidad del método
y asegurar la fidelidad de los resultados, la técnica de TBARS resulta adecuada para la

determinacion de la oxidacion lipidica en el producto lacteo objeto de esta Tesis.

Estudio de estabilidad acelerado del dulce lacteo con aceite de nuez pecan

Con el fin de retardar la aparicién de las posibles alteraciones oxidativas de los acidos
grasos insaturados del aceite de nuez pecan pre-emulsificado, incorporado en el producto
final, se seleccionaron a partir de la Figura 6-11, las menores dosis de tocoferoles que
agregados al aceite presentaron un marcado efecto antioxidante sobre la misma, y se
continuaron los ensayos evaluando dos niveles (500 y 1000 ppm), teniendo en cuenta el
proceso de elaboracion del producto que comprende un extenso tratamiento térmico.

Los dulces lacteos elaborados con aceite de nuez pecan pre-emulsificado en las
condiciones seleccionadas, sin antioxidantes (control) y con dos niveles de tocoferoles
agregados en el aceite (500 y 1000 ppm) presentaron contenidos de humedad entre 19.89 y
25.30 (Tabla 6-5). Estos niveles estuvieron por debajo del limite maximo de humedad
considerado en el Capitulo 5 (40%) como adecuado para mantener estables las gotas de

aceite.

Tabla 6-5. Contenido de humedad de los diferentes dulces lacteos analizados*.

Nivel de tocoferoles

Humedad (%)

agregado

Control - 0 25.30 (0.35)
500 ppm 22.86 (0.03)
1000 ppm 19.89 (0.14)

*El error standard se presenta entre paréntesis.

Durante los cuatro meses de almacenamiento a 37 °C de los dulces lacteos con 5% de
aceite de nuez pecan pre-emulsificado, no se detectaron visualmente indicios de
desestabilizacion por cremado, debido probablemente a la alta viscosidad de la fase
continua asi como a los pequenos tamafios de gota logrados mediante la pre-emulsificacion.
Con respecto a la evaluacion de su oxidacion lipidica, las tres formulaciones presentaron un
aumento significativo de TBARS durante el tiempo de almacenamiento. En la Figura 6-15 se
muestran los resultados de las TBARS obtenidas a cada tiempo referido al valor inicial de
cada formulacion, expresado en base seca (ATBARS, mgMDA/kg b.s). A partir de 35 dias de

almacenamiento a 37 °C, el ATBARS del dulce control resulté mayor respecto a los
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correspondientes para las formulaciones con tocoferoles agregados; el agregado de 500 y

1000 ppm de tocoferoles inhibid significativamente la oxidacion lipidica.
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Figura 6-15. Evolucion de las sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (ATBARS) de
dulces lacteos con aceite de nuez de pecan pre-emulsificado con y sin tocoferoles
agregados (control, O; 500 ppm ,A; 1000 ppm, O) durante su almacenamiento a 37 °C. Las

barras verticales muestran el error estandar.

Los valores de TBARS obtenidos estuvieron comprendidos en los siguientes rangos durante
el periodo de almacenamiento de 120 dias (mg MDA/kg producto):

Tabla 6-6. Rangos de valores de TBARS obtenidos durante el periodo de almacenamiento
de 120 dias.

Rango de TBARS

(mg MDA/kg producto)

Control 14-6.0
500 ppm 2.0-538
1000 ppm 29-6.8

Hu Lee y col. (2004) encontraron valores de hasta 1.3 mg MDA/kg para 12 dias de
almacenamiento a 10 °C, evaluando las TBARS de crema de leche en envases con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Angulo y col. (1997) determinaron las TBARS
en muestras de origen lacteo durante un periodo de almacenamiento de 12 meses
obteniendo valores finales de 7.9 mg MDA/kg para producto lacteo descremado almacenado

a 55 °C en atmosfera de nitrégeno y de 3.6 mg MDA/kg de producto para leche entera en
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polvo a la misma temperatura en atmadsfera de aire. Estos resultados se condicen con los
valores de TBARS obtenidos en la presente Tesis. Sin embargo, los lipidos presentes en las
muestras del trabajo de Angulo y col. (1997) son unicamente de procedencia lactea
(mayoritariamente lipidos saturados, menos susceptibles a la oxidacion), mientras que en
los dulces con aceite de nuez de pecan los lipidos presentes son insaturados en una alta
proporcion . Por ello, pudo concluirse que la estabilidad térmica de los productos estudiados
conteniendo aceite de pecan con antioxidantes naturales agregados fue adecuada.

Por otro lado, cabe destacar que en la evaluacién sensorial preliminar realizada durante todo
el almacenamiento, los productos presentaron buenas caracteristicas, sin detectarse
sabores u olores extrafios.

A pesar que ciertos autores han reportado que los a-tocoferoles no han protegido la
oxidacion en sistemas lacteos enriquecidos con acidos grasos insaturados (Tenorio, 2012),
dichos antioxidantes si retardaron el proceso oxidativo del aceite incorporado al producto
expuestos en el presente Capitulo (Figura 6-15). Dichos resultados podrian atribuirse a la
combinacion de los efectos antioxidantes que poseen algunas moléculas presentes en el
dulce lacteo, tales como proteinas de leche y productos de la reaccién de Maillard, como fue

reportado anteriormente (apartado 6.1.2).

La modificacion del proceso convencional de elaboracién de dulce de leche para obtener un
producto rico en acidos grasos insaturados de origen vegetal llevo al estudio de las etapas
criticas del nuevo proceso. Los resultados expuestos en el presente Capitulo muestran las
condiciones Optimas para la elaboracién del producto emulsionado, desprendiéndose de
este analisis que fue posible incorporar con éxito una fase lipidica diferente a la grasa
vacuna a un dulce lacteo elaborado con leche completamente descremada, y que la

incorporacién de tocoferoles permitiria lograr una adecuada estabilidad oxidativa.

6.5 Conclusiones parciales

v' La emulsificacion del aceite a incorporar en parte de la leche previa a la elaboracion
del producto (pre-emulsificacion) fue el proceso mas conveniente, obteniendo un producto
con las caracteristicas texturales deseadas.

v' La pre-emulsificacion del aceite en parte de la leche empleando un Homogeneizador
Manual, a 11000 rpm, durante 4 minutos, permitié obtener el menor valor de D3,, por lo que

se obtendria el sistema mas estable al cremado.
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v' El aceite de nuez pecan exhibié una mejor estabilidad oxidativa en ensayos de
oxidacién acelerada, por lo que se continué el estudio con dicho aceite.

v El agregado de tocoferoles aumento significativamente la estabilidad oxidativa del
aceite de nuez pecan, aumentando el tiempo de induccién en todos los niveles evaluados.
Se seleccionaron las dosis 500 y 1000 ppm de tocoferoles a fin de retardar la aparicion de
alteraciones oxidativas en el producto final por ser las menores dosis de antioxidantes que
agregados al aceite presentaron un marcado efecto antioxidante sobre la misma

v' La técnica TBARS resulté adecuada para la determinacién de la oxidacién lipidica en
estos productos, no encontrandose interferencias en su medida.

v' El agregado de 500 y 1000 ppm de tocoferoles inhibié significativamente la oxidacién
lipidica de los dulces lacteos con aceite de nuez pecan pre-emulsificado a partir de 35 dias
en ensayo de estabilidad acelerado a 37 °C, presentando menores ATBARS respecto al
control sin antioxidantes agregados.

v Los dulces lacteos conteniendo 5% aceite de pecan pre-emulsificado fueron estables
al cremado, y presentaron adecuadas caracteristicas organolépticas, durante cuatro meses
a 37 °C.
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7.1 Introduccion

El escalado del proceso de elaboracion de DL con aceite de pecan constituye un desafio y
debe ser estudiado y planteado a fin de definir la factibilidad de su produccion, teniendo en
cuenta las diferentes etapas de elaboracién del dulce de leche tradicional, las variantes
propuestas en su formulacidon (agregado de goma xantica, aceite de origen vegetal y
antioxidantes), y los estudios realizados en cada uno de estos aspectos.

El escalado es un paso necesario para el objetivo final: llevar el producto al mercado. Sirve
para analizar las condiciones de proceso y los factores de influencia y definir los equipos
necesarios, facilitando la posterior operacion y aplicacion a nivel industrial, dado que la
planta piloto puede operar en condiciones mas cercanas de presiéon y temperatura a las
plantas industriales. Cuando la elaboracion de un producto pasa de una escala menor a una
mayor, dicho pasaje debe ser capaz de reproducir la misma calidad, rendimiento y

propiedades fisicoquimicas y reolégicas.

Dado que las condiciones de tiempo y temperatura son diferentes en escala piloto respecto
a la situacion presentada en el laboratorio, pueden ocurrir cambios durante
almacenamientos prolongados, que afecten las caracteristicas del producto. En el caso del
dulce de leche con agregado de aceite de nuez pecan es necesario verificar el estado de
oxidacion de dicha fase lipidica, asi como también la textura del producto a largos tiempos

de almacenamiento, con el fin de garantizar la calidad nutritiva y sensorial del producto.

7.2 Objetivos especificos

Con el fin de determinar la factibilidad de elaboracién de dulce lacteo enriquecido con acidos
grasos insaturados a escala planta piloto y analizar las caracteristicas de dicho producto, se
plantearon los siguientes objetivos:

» Elaborar dulce con agregado de aceite de nuez pecan a escala planta piloto.

» Comparar las propiedades fisicoquimicas (contenido de humedad, a,, °Brix, color) y
reologicas del producto obtenido con el elaborado en el laboratorio y con un producto
comercial de primera marca.

» Estudiar los cambios en las caracteristicas de calidad (propiedades fisicoquimicas,
oxidativas, reolégicas y microbiolégicas) del producto a lo largo de 6 meses de
almacenamiento a 20 °C.

» Evaluar la aceptacion sensorial del producto desarrollado asi como sus

caracteristicas nutricionales.
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7.3 Materiales y Métodos

7.3.1 Proceso de elaboracion de dulce con aceite de nuez pecan pre-
emulsificado a escala piloto
Para la elaboracién del dulce lacteo con aceite de nuez pecan elaborado a escala planta

piloto se utilizé la formulacion detallada en la Tabla 6-2.

Materias Primas

Leche - Hidrolisis de lactosa y neutralizacion

Se empled enzima lactasa en la proporcion adecuada para lograr un 40-60% de hidrdlisis de
lactosa en la leche (descripto en 5.3.1) de manera de evitar y controlar la formacién de
cristales durante el almacenamiento del producto.

Para evaluar el grado de hidrdlisis de lactosa se cuantificd la glucosa producida mediante el
método enzimatico glucosa oxidasa/peroxidasa (GOD-POD, Kit Glicemia enzimatica AA,
Wiener Lab).

Previamente se corrobord la ausencia de interferencias a 505 nm (zona de lectura) en la
determinacion realizada en leche, ya que el kit mencionado es para empleo en plasma. Con
el fin de asegurar la ausencia de turbidez, se trabajé con muestras de leche diluidas (1:25).
Para evaluar la cantidad de enzima a agregar, se incubaron 3 alicuotas de 100 ml de leche
con diferentes cantidades de enzima (0.5, 1 y 2 g de una dilucién de enzima 1:50) a 4 °C
durante 24 h (Capitulo 5, apartado 5.3.1), determinandose luego el porcentaje de hidrdlisis
mediante la cantidad de glucosa obtenida en cada muestra.

En base a esos resultados se incubaron, a 4 °C por 24 h, 40 L de leche descremada con
2.45 g de enzima para lograr una adecuada hidrdlisis de lactosa. Sobre alicuotas de 10 ml
se determin6é el contenido de glucosa (previa inactivacion de la enzima lactasa por
calentamiento), para luego calcular el porcentaje de hidrdélisis de lactosa alcanzado.

Se determind la acidez de la leche y calcul6 la cantidad necesaria de bicarbonato de sodio

para neutralizar la leche hasta 13°D (Capitulo 4, Seccién 4.3.1)

Preparacion de los demas componentes

A partir de los niveles de tocoferoles estudiados en el Capitulo 6, donde el agregado de 500
y 1000 ppm de tocoferoles inhibié significativamente la oxidacion lipidica en dulces lacteos
(seccion 6.4.3), se selecciond el nivel de 1000 ppm con el fin de cubrir posibles variaciones
en el proceso que afectaran eventualmente la oxidacion lipidica en una medida mayor a la
correspondiente al laboratorio (por ejemplo variaciones en la temperatura o tiempo de

procesamiento).Se agregaron entonces 1000 ppm de tocoferoles naturales 70% (TOCOMIX
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70, AOM S.A., Argentina) en el aceite de nuez pecan a incorporar en el producto, por
mezclado directo de los mismos en el aceite.

La disolucion de la goma xantica se realizo utilizando el mismo cabezal del agitador aplicado
en el laboratorio, pero empleando una paleta de mayor tamafo, capaz de producir la
agitacion necesaria en un volumen mayor. La misma fue disuelta en 6 L de leche durante 2

h con agitacion (Figura 7-1).

Figura 7-1. Agitador empleado para la disolucién de goma xantica en leche

Elaboracion del producto

Se utilizé una paila dulcera abierta (Figura 7-2) de acero inoxidable de doble camisa y 100 L
de capacidad (CABRIO SRL, Buenos Aires, Argentina, Catedra de Agroindustrias, Fac,
Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP). La misma utiliza un sistema de calentamiento por
vapor (presién de trabajo 4 Kg/cm?) y posee sistema de agitacion mecanico de 20 rpm.

Se trabajé con 40 L de leche descremada y los demas ingredientes en la proporcion
adecuada segun Tabla 6-2. Parte de la leche destinada a la elaboracion se emulsificd con
aceite de nuez pecan conservando la forma de emulsificacién ensayada en el laboratorio
(Capitulo 6, apartado 6.4.1).
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Figura 7-2. Paila dulcera abierta de doble camisa utilizada para elaborar el dulce con

agregado de aceite de nuez pecan.

La introducciéon de los ingredientes en la paila fue realizada en dos etapas con 1 h de
diferencia aproximadamente entre ambas por recomendacién del personal especializado en
el uso de la paila. En cada una de dichas etapas se incorporé al equipo la mitad de la leche
sola y la mitad de la leche emulsionada con aceite. Previamente al primer agregado, se
disolvioé en la leche los siguientes ingredientes: la mitad de la glucosa, la totalidad de la
sacarosa, el bicarbonato y el sorbato de potasio. Luego dicha mezcla fue entonces
introducida en la paila. Asimismo, en la segunda etapa, se fue agregando progresivamente a
la paila: la leche y leche emulsionada restantes, la goma xantica disuelta en los 6 L de leche,
y el resto de la glucosa. Sobre la finalizacion del proceso de calentamiento se agregaron 100
ml de esencia artificial de vainilla.

Luego se calent6 mediante camisa calefactora hasta alcanzar el punto final deseado
(65°Brix). Si bien la temperatura de trabajo en la paila fue algo superior (~120 °C) a la
utilizada en el laboratorio (~98-102 °C) el tiempo necesario para concentrar la mezcla y
elaborar el producto fue similar al del laboratorio (~3 horas 20 minutos). En la Figura 7-3 se

muestra el producto en la etapa final de su elaboracién.
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Figura 7-3. Etapa final del proceso de elaboracién de dulce con aceite de nuez pecan.

Una vez alcanzado el punto final deseado, el producto fue transvasado por apertura de la
salida inferior de la paila dulcera a un recipiente de acero inoxidable de 10 L de capacidad,
fraccionandolo luego en frascos de vidrio de tamafos apropiados previamente esterilizados,
de manera de contar con numerosas unidades independientes para las posteriores

determinaciones y sus replicados (Figura 7-4).

Figura 7-4. Descarga de producto elaborado y envases listos para su almacenamiento.

El producto envasado (Figura 7-5) fue almacenado a 20 °C durante 6 meses.
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Figura 7-5. Dulce lacteo con aceite de nuez pecan obtenido.

7.3.2 Caracterizacion del dulce lacteo obtenido
Luego de 24h de almacenamiento a 20 °C se realizaron las siguientes determinaciones
sobre el dulce obtenido:

Contenido de humedad (%): por cuadruplicado, segun 3.3.2.

Solidos por refractometria (°Brix): segun 3.3.2.

Rendimiento porcentual: segun Ec. 4-1.

Determinaciones reoldgicas: Curvas de flujo y barridos de frecuencia segun 3.3.3

7.3.3 Calidad del producto durante el almacenamiento

Los dulces de leche 0% lipidos almacenados, estudiados en el Capitulo 5, presentaron
adecuadas caracteristicas reologicas y microbiologicas, sin presentar ademas desarrollo de
cristales durante un periodo de 6 meses a 20 °C. Ademas, el estado de oxidacion en dulces
con agregado de aceite de nuez pecan elaborado en el laboratorio, resulté adecuado
durante 4 meses a 37 °C. Se corrobord, entonces que el cambio de escala no afectara
negativamente, realizando las siguientes determinaciones a lo largo de su almacenamiento
a20°:

Actividad acuosa: segun 3.3.2.

Color: segun 3.3.2.

Calidad microbioldgica: segun 5.3.2.

Cristalizacion de lactosa: segun 5.3.2.

Caracteristicas reoldgicas:

Curvas de flujo en estado estacionario: por cuadruplicado, segun 3.3.3

Ensayos de esfuerzo oscilatorio: por cuadruplicado, segun 3.3.3
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Modelado matematico: Se modelaron las curvas de flujo segun el modelo de HB (Capitulo 5,
apartado 5.3.3).

Para modelar el comportamiento viscoelastico de los dulces a diferentes tiempos de
almacenamiento se utilizo el modelo mecanico generalizado de Maxwell, tal como fue
descripto en el Capitulo 5 (seccion 5.4.2) utilizando el sorfware IRIS (IRIS Development LLC,
MA, EE.UU.). De esta manera, se obtuvieron los espectros discretos de tiempos de

relajacion correspondientes a 0, 2, 4 y 6 meses de almacenamiento a 20 °C.

Oxidacion lipidica mediante la determinacion de las Sustancias reactivas al acido 2-
tiobarbiturico (TBARS): segun 6.3.2.

Determinacion del perfil lipidico

Sobre fases grasa extraidas del producto mediante la técnica de Rose-Gottlieb (AOAC
24.205, segun 3.3.2) se realizo la esterificacion de los acidos grasos siguiendo la norma I1ISO
5509:2000. La fase grasa extraida en frio (0.1 g) fue disuelta en hexano grado HPLC y se
agregd 0.3 mL de KOH en metanol. Se agitdé vigorosamente durante 2 minutos y dejo
reposar para que precipiten los jabones potasicos. Se agregé NaCl en solucién
sobresaturada agitando vigorosamente. Este procedimiento transformé los acidos grasos en
sus derivados mas volatiles, los ésteres metilicos de acidos grasos, condicidon necesaria
para su posterior analisis por cromatografia gaseosa. La composicién en acidos grasos fue
obtenida por cromatografia gaseosa (columna capilar Chrompack CP SIL 88, 50 m de
longitud 50, i.d. 0.25 mm, 0.1-uym film; Varian Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.) mediante
comparacion de tiempos de retencion relativos respecto de los estandares comerciales
(metilésteres de acidos grasos de 99% de pureza, NuCheck Prep. Inc, EE.UU), obtenidos en

las mismas condiciones.

7.3.4 Analisis de aceptabilidad
Se realizé un ensayo de aceptabilidad mediante panel sensorial no entrenado de 74
miembros. Cada panelista recibi6 una muestra para evaluar los atributos “aceptabilidad

I” . LT
’

general’, “textura”, “color” y “sabor” utilizando una escala hedénica de 10 puntos, siendo 1
"me disgusta" y 10 "me gusta" (Sosa y col., 2008) en una planilla como la presentada en la
Figura 7-6, junto con un vaso con agua. Estos autores investigaron la metodologia mas
adecuada para determinar la aceptabilidad de alimentos, concluyendo que la mayoria de los
panelistas mostré una preferencia por la escala numérica respecto a la de casilleros, y
justificaron que la escala de 1 a 10 fue elegida ya que es el sistema de calificacion utilizado

diariamente para muchas situaciones en Argentina. Simultdneamente se les proporciond a
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los evaluadores informacion acerca de la composicion de la fase lipidica del producto a

degustar, asi como su efecto benéfico sobre la salud (Bglling Johansen y col., 2010).

Usted recibira una muestra de dulce de leche a la cual se le ha reemplazado la grasa lactea por
aceite de nuez pecan con el fin de mejorarle sus propiedades nutritivas, ya que los acidos grasos
presentes en la nuez ayudan a reducir el colesterol en sangre.

Por favor, evalle cada atributo del producto desde 1 (me disgusta) hasta 10 (me gusta), asignando un

valor en cada casillero:

Aceptabilidad general

Textura
Color I:I
Sabor I:I
Usted compraria el producto? Marque lo que corresponda: Sl NO

Figura 7-6. Planilla presentada a los evaluadores para realizar el analisis de aceptabilidad

del producto.

7.3.5 Aspecto nutricional

Se calculd el valor caldrico del producto obtenido a escala planta piloto mediante las
Kcal/100 g de dulce lacteo, en base al contenido proteico de la leche utilizada (Tabla 4-3),
los carbohidratos presentes en el producto (provenientes de la leche y agregados), el aceite
de nuez pecan incorporado a la formulacion (Tabla 6-2) y el rendimiento obtenido en su
elaboracion. Se utilizaron los coeficientes de Atwater correspondientes a lipidos (9 Kcal/g),

proteinas (4 Kcal/g) e hidratos de carbono (3.75 Kcal/g) (Caceres y col., 2006).

7.3.6 Analisis estadistico

Fue realizado segun 3.3.5.

7.4 Resultados y Discusion

El grado hidrdlisis de lactosa en la leche empleada como materia prima fue de 61.6 (1.1)%,
en el limite superior del rango deseado, lo que evitaria que la lactosa cristalice durante el
almacenamiento del dulce, uno de los principales defectos de este tipo de productos. Zunino
(1998) obtuvo un porcentaje de hidrélisis de lactosa del 80% a través de crioscopia con un

tratamiento de 12 hs a 5°C para muestras de dulce de leche con agregado de suero de
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queso, no observando presencia de cristales en los dulces almacenados por 6 meses a 5 °C
y por 12 meses a temperatura ambiente.
Con la metodologia aplicada y las condiciones elegidas se obtuvieron 14.2 kg de dulce

lacteo con aceite de nuez pecan pre-emulsificada.

7.41 Caracteristicas del dulce lacteo con aceite de nuez pecan

Las caracteristicas fisicoquimicas del producto obtenido a escala piloto se detallan en la
Tabla 7-1. El contenido de humedad fue inferior al limite maximo (40%) a fin de lograr una
fase continua capaz de estabilizar las gotas de la emulsién presente. Los grados Brix se

utilizaron como guia para establecer el punto final de elaboracion.

Tabla 7-1. Caracteristicas fisicoquimicas del producto obtenido en paila*.

Determinacion Resultado obtenido

Humedad (%) 33.6 (0.3)*
°Brix 65
Rendimiento (%) 30.4(0.1)*

*entre paréntesis se indica el error estandar

El rendimiento obtenido resulté adecuado. Roca y Caceres (2011) obtuvieron un rendimiento
del 40% en la elaboraciéon de dulce de leche con reemplazo parcial de la leche fluida por
leche reconstituida. Marcillo Molina y Villavicencio Cedefio (2012) elaboraron dulces de
leche con diferentes proporciones de grasa y espesantes, encontrando rendimientos entre
28.34 (control) y 53.89%.

La curva de flujo correspondiente al producto elaborado a escala piloto se muestra en la
Figura 7-7. Asimismo, a modo de comparacion y referencia, se muestran una curva
correspondiente al dulce elaborado en el laboratorio y una del producto comercial de primera

marca, tradicional.
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Figura 7-7. Curvas de flujo obtenidas correspondientes a: proceso en planta piloto (m),
escala laboratorio (H%: 37.8, A), dulce de leche comercial tradicional (M2, Capitulo 3, o), y

dulce de leche comercial light (M5, Capitulo 3, o).

En la Figura 7-8 se ilustran los barridos de frecuencia del dulce lacteo analizado en este
Capitulo, de un producto comercial tradicional y un producto light. Puede observarse que el
comportamiento reoldgico del producto obtenido a escala piloto con aceite de nuez pecan se
encuentra dentro de los rangos esperados para este tipo de producto. EI médulo de
almacenamiento resultd superior al médulo de pérdidas durante 4 décadas, pudiéndo
observarse que el comportamiento viscoelastico del dulce elaborado es intermedio entre el
dulce de leche tradicional y el light, siendo también su contenido acuoso intermedio entre
ambos dulces de leche (M2: 32.4% y M5: 35.3% de humedad, Figura 7-8).
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Figura 7-8. Barridos de frecuencia correspondientes a dulce lacteo con aceite pre-
emulsificado obtenido a escala piloto (G’m,G”0), producto comercial light (M5 Capitulo 3,
G’e, G”0) y producto comercial tradicional (G’ A, G”A).
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7.4.2 Calidad del producto almacenado
Durante el almacenamiento del dulce lacteo a 20 °C se realizaron las siguientes

determinaciones a diferentes tiempos:

Actividad acuosa y color

La Tabla 7-2 muestra los resultados obtenidos de actividad acuosa (tiempo inicial, 3 y 6
meses de almacenamiento a 20 °C) y parametros de color (tiempo inicial y final) para el
producto con aceite de nuez pecan almacenado. Se puede observar que la actividad acuosa
del dulce estuvo comprendida dentro de los rangos esperados para este tipo de producto
(0.764 y 0.881 para DL comerciales y 0.722-0.942 para DL 0% lipidos, Capitulo 4, seccién
4.4.2), con tendencia a aumentar a lo largo del almacenamiento, lo cual podria relacionarse
con los reordenamientos macromoleculares mencionados en el Capitulo 5.

Los valores de los parametros L* y b* fueron similares a los dulces de leche comerciales (L*
entre 36.4 y 50.4; b* entre 16.9 y 26.1), mientras que los valores de a* estuvieron en el limite

superior del rango encontrado para productos comerciales en el Capitulo 3 (6.56-9.07).

Tabla 7-2. Valores de a,, y color de dulce lacteo con agregado de aceite de nuez pecan

elaborado a escala piloto a diferentes tiempos de almacenamiento a 20 °C*.

Tiempo de almacenamiento a 20 °C

Determinacion

Inicial 3 meses 6 meses
aw 0.845" 0.851% 0.855°
Color

L* 38.7(1.2) 39.1(0.2)
a* 8.9 (0.1) 9.0 (0.1)
b* 19.4%(0.6) 17.7°(0.1)

*Supraindices diferentes en la misma fila indican que hay diferencia significativa entre las medias

(P<0.05). Entre paréntesis se indica el error estandar

Caracteristicas reoldgicas

Curvas de flujo en estado estacionario

En la Figura 7-9 se muestran, a modo de ejemplo, las curvas de flujo obtenidas para 0, 2, 4
y 6 meses de almacenamiento a 20 °C, asi como los correspondientes ajustes del modelo
de HB a los datos experimentales. Asimismo, en la Tabla 7-3 se presentan los parametros

de dicho modelo obtenidos a lo largo del almacenamiento.
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Figura 7-9. Curvas de flujo correspondientes a dulce con aceite de nuez pecan pre-
emulsificado, elaborado a escala piloto a distintos tiempos de almacenamiento a 20 °C.

Inicial (o), 2 meses (A), 4 meses (o) y 6 meses (x).

Para el dulce lacteo obtenido a escala piloto se observd un aumento de la viscosidad
respecto de la inicial a los dos meses de almacenamiento a 20 °C, manteniéndose luego
casi constante hasta los 6 meses. Este efecto coincidié con lo observado en formulaciones
de DL 0% lipidos (Capitulo 5, apartado 5.4.2). Probablemente, los cambios en la emulsién
lactea puedan ser atribuidos a cambios en la fase continua conteniendo goma xantica, la
cual podria sufrir todas o algunas de las siguientes modificaciones estructurales con el
tiempo de almacenamiento, ya reportadas en el Capitulo 5: agregacién micelar (Alvarez de
Felipe y col., 1991); interacciones entre moléculas de hidrocoloide o
hidrocoloide/componentes de la leche (Comeron, 2012); refuerzo estructural o formacion de
gel durante el almacenamiento (Patil y Patel, 1992); gelificacion por envejecimiento (Datta y
Deeth, 2001); polimerizacion de glucosa (Rozycki, 2008); tendencia a la agregacién de las
moléculas de xantica (Bezemer y col., 1993; Carnali, 1991; Hacche y col., 1987; Southwick y
col., 1980; Holzwarth, 1976) y reordenamiento de las proteinas de leche (Rozycki, 2008) las
cuales, segun Rovedo y col. (1991), necesitan un tiempo para adquirir una configuracion

equilibrada.
Las curvas de flujo obtenidas para el dulce lacteo con aceite a los distintos tiempos de

almacenamiento fueron ajustadas satisfactoriamente por el modelo de Herschel-Bulkley, al

igual que las formulaciones de DL 0% lipidos estudiadas en los Capitulos 4 y 5.
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Tabla 7-3. Parametros del modelo de HB obtenidos para dulce lacteo con aceite de nuez

pecan pre-emulsificada durante su almacenamiento a 20 °C *.

Parametros del Tiempo de almacenamiento (meses)
modelo de HB 0 2 4 6
o, (Pa) 34.5%4.1) 77.9%°(3.0) 95.0%(8.9) 65.8°(5.1)
K (Pa.s") 99.0°(4.2) 107.4°(0.7)  106.1°(5.5) 138.2%(2.5)
n 0.42°(0.01) 0.43%(0.01)  0.46%0.02) 0.40°(0.01)

*Supraindices iguales en la misma fila indican que no hay diferencia significativa entre los parametros

(P>0.05). Entre paréntesis se indica el error estandar.

Asi como se observd en muestras de DL 0% lipidos, el parametro o, aumentd
marcadamente entre el tiempo inicial y los 2 meses de almacenamiento, manteniéndose
luego practicamente constante.

Al igual que en los DL 0% lipidos estudiados en el Capitulo 5, el tiempo de almacenamiento
también fue un factor significativo para el parametro K. En el caso del dulce elaborado con
aceite de nuez pecan se observd un claro aumento de dicho parametro entre el cuarto y
sexto mes de almacenamiento a 20 °C. Mientras que el tiempo de almacenamiento no

influyé en el parametro n.

Ensayos de esfuerzo oscilatorio

El espectro mecanico obtenido para el dulce lacteo con aceite de nuez pecan mostré una
leve dependencia de G’ y G” con la frecuencia en todos los tiempos ensayados, sin mostrar
un minimo en G”; asimismo el modelo de Maxwell con 6 elementos ajustoé satisfactoriamente
a los datos experimentales, comportamiento que no presentd diferencias importantes con
respecto al dulce de leche 0% lipidos (Capitulo 5). En la Figura 7-10 se muestran la
variacion de los moédulos elastico (G’) y viscoso (G”) con la frecuencia, y el respectivo ajuste

del modelo de Maxwell generalizado.
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Figura 7-10. Barridos de frecuencia del dulce lacteo con aceite de nuez pecan elaborado a
escala piloto y los respectivos ajustes del modelo de Maxwell a los datos experimentales, a
lo largo del almacenamiento a 20 °C. Inicial (G'H, G’[1), 2 meses (G'®, G”O), 4 meses
(G’'A, G”A), 6 meses (G'+, G”x).

Los espectros discretos de tiempos de relajacion obtenidos para el dulce lacteo con aceite
de nuez pecan a lo largo del almacenamiento se ilustra en la Figura 7-11.

La forma del espectro de tiempos de relajacion se corresponde con lo expuesto para dulces
0% lipidos (Capitulo 5, Seccién 5.4.2), presentando dos fases, una que ocurre en periodos
de tiempo cortos (102 s — 10 s) y otra en periodos de tiempo més largos (10 s - 10° s),
pasando por un minimo en la region donde los médulos de almacenamiento fueron planos,
las diferencias mas marcadas con el tiempo de almacenamiento se observaron, también en

este caso, en la ultima fase (Figura 7-11). Una vez conocidos los espectros de tiempos de
relajacion discretos, se calculé el modulo plateau (GE,) correspondiente a cada tiempo de

almacenamiento segun la Ec. 5-8. En la Tabla 7-4 se muestran los valores obtenidos para

dicho mddulo.
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A(s)
Figura 7-11. Espectros discretos de tiempos de relajacion de dulce lacteo con aceite de
nuez pecan elaborado a escala piloto, correspondientes a diferentes tiempos de

almacenamiento a 20°C. Inicial, ([1); 2 meses, (O); 4 meses, (A); 6 meses (+).

Tabla 7-4. Modulo plateau correspondiente al dulce con aceite de nuez pecan elaborado a

escala piloto a diferentes tiempos de almacenamiento a 20 °C*.

Tiempo de almacenamiento (meses)

0 2 4 6
Médulo Plateau 2.5x10% 3.4x10%% 4.0x10%° 4.0x10%
(Pa) (227) (358) (528) (578)

* Supraindices iguales indican que no hay diferencia significativa entre las medias (P>0.05). Entre

paréntesis se indica el error estandar.

Se observd una tendencia del moédulo plateau a incrementarse a lo largo del
almacenamiento, lo cual también se habia evidenciado en las formulaciones de dulce de
leche 0% lipidos de bajo contenido acuoso estudiadas en el Capitulo 5 (Seccion 5.4.2),
siendo los valores de dicho modulo algo superiores en la formulacion con aceite de nuez
pecan respecto a los correspondientes valores de las formulaciones 0% lipidos.

Se obtuvieron las curvas maestras utilizando como factor de normalizacion la inversa del
modulo plateau (Gﬁ) para cada tiempo de almacenamiento (Lorenzo y col., 2011). Los

espectros correspondientes a los 2, 4 y 6 meses de almacenamiento fueron
satisfactoriamente superpuestos, mientras que el correspondiente a tiempo inicial mostré un

apartamiento, lo cual es mostrado en la Figura 7-12.
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Figura 7-12. Curvas maestras de barridos de frecuencia de muestras de dulce lacteo con
aceite de nuez pecan elaborado a escala piloto a diferentes tiempos de almacenamiento.
Inicial (G’'E, G’J), 2 meses (G’'®, G”’O), 4 meses (G’'A, G”A), 6 meses (G'+, G”"x).

La no superposicion de la curva de tiempo inicial con las restantes manifestaria una
estructura aun no establecida, algo diferente de la correspondiente a mayores tiempos de
almacenamiento. Dicho efecto estaria eventualmente relacionado con los cambios
estructurales de los diferentes componentes del dulce a lo largo del almacenamiento
mencionados anteriormente. En principio, dichas variaciones con el tiempo de
almacenamiento, no podrian adjudicarse a la emulsién propiamente dicha, sino a las
modificaciones en su fase continua, ya que tendencias muy similares en los parametros

reoldgicos fueron observadas en dulces 0% lipidos.

Calidad microbioldgica

El recuento de microorganismos, tanto de hongos y levaduras como de Estafilococos
coagulasa positiva, realizado sobre el producto estuvo por debajo del limite de deteccién del
método (2 log UFC/g) durante los 6 meses de almacenamiento a 20 °C. Estos resultados
son adecuados dado el tratamiento térmico realizado para la obtencién del producto como
por las caracteristicas del envasado aséptico, que permiten una vida util de 6 meses a 20 °C

en estas condiciones.

Cristalizacién de lactosa

En el dulce lacteo con aceite de nuez pecan obtenido en escala piloto no se observo
formacion de cristales de a-lactosa tipicos en el lapso de tiempo considerado como vida util

esperada para el mismo (6 meses). En la Figura 7-13 se observan a modo de ilustracion
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micrografias de muestras tomadas a los 6 meses de almacenamiento a 20 °C. Este defecto,
entonces, resultd controlado mediante el tratamiento de la leche empleada para la
elaboracion del producto con lactasa, que redujo en un ~60% el contenido de lactosa de la

misma, y evitd asi su cristalizacion durante el almacenamiento.

L SR A e e S g & o € el D gt b O Sl g .
Figura 7-13. Micrografias electronicas de muestra de dulce lacteo con aceite de nuez pecan

elaborado a escala piloto tomadas a los 6 meses de almacenamiento a 20 °C.

Oliveira y col. (2009) encontraron una nueva forma de cristales de lactosa en dulce de leche
después de 30 dias de almacenamiento a 30 °C. Estos cristales presentaron forma de
esferulita, que posee un punto de interseccion central para todos los componentes
alargados, que no siguen ningun patrén especifico con respecto a su distribucion y tamaiio,
siendo la Unica caracteristica comun el punto de interseccién central. Asimismo, reportaron
que la nueva forma de cristal no se corresponde con ninguno de los otros carbohidratos
porque dichas moléculas no alcanzan los niveles de saturaciéon en el "dulce de leche".

En algunas de las micrografias obtenidas de muestras de dulce lacteo con aceite de nuez
pecan a los 6 meses de almacenamiento, se observaron con baja frecuencia de aparicion
ciertas estructuras que podrian tener similitud con los cristales mencionados anteriormente
(Figura 7-14). Sin embargo, en caso de tratarse de cristales no tipicos, los mismos no fueron

detectados sensorialmente en todo el periodo de almacenamiento considerado.
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Figura 7-14. Micrografias electronicas de dulce con agregado de aceite de nuez pecan

elaborado a escala piloto tomadas a los 6 meses de almacenamiento a 20 °C.

Oxidacion lipidica

La Figura 7-15 muestra los valores de TBARS correspondientes a la oxidacion lipidica del
dulce lacteo con aceite de nuez pecan conteniendo 1000 ppm de tocoferoles naturales. Los
valores de TBARS resultaron algo menores que los encontrados para productos elaborados
con aceite de nuez pecan a escala laboratorio y almacenados a 37 °C durante 4 meses 120
dias (dulce control: 1.9 a 8.0; 500 ppm de tocoferoles: 2.6 a 8.1; 1000 ppm de tocoferoles:
3.6 a 8.4 mg MDA/Kg prod seco). TBARS no varié significativamente durante 138 dias de

almacenamiento, incrementandose posteriormente.
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Figura 7-15. Valores de TBARS para dulce elaborado con aceite de nuez pecan con 1000

ppm de tocoferoles, a escala piloto a diferentes tiempos de almacenamiento a 20 °C
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Candebat y col. (1998) almacenaron muestras de leche condensada y midieron TBARS
durante el tiempo de almacenamiento de productos provenientes de 3 fabricas diferentes.
Los valores iniciales de TBARS estuvieron comprendidos entre 41.7 y 57.2 mg MDA/kg de
producto, llegando luego de 5 meses de almacenamiento a 28 °C a valores de entre 65.8 y
84.9. Estos autores observaron un ascenso inicial y un descenso posterior de las
TBARS durante el periodo almacenado, lo cual no fue observado en los estudios oxidativos
realizados en dulce en la presente Tesis. Los valores obtenidos en el presente estudio
expresados como mg MDA/kg producto (inicial: 2.0, 166 dias: 4.1) resultaron mucho
menores que los reportados por dichos autores, probablemente debido a un estado oxidativo
superior de la materia prima con la cual se elabord la leche condensada y a la mayor
temperatura de almacenamiento ensayada por Candebat y col. (1998), aunque los valores
de TBARS expuestos en la Tabla 6-6 del Capitulo 6, donde los dulces fueron almacenados a
37 °C, tampoco alcanzaron los valores mencionados para leche condensada. Este retardo
de la oxidacién de los lipidos pudo atribuirse al efecto protector de los tocoferoles agregados
en una proporcién probadamente efectiva, combinado con las contribuciones de alguno de
los componentes presentes en el producto con capacidad antioxidante, como de las

proteinas y los compuestos de Maillard (ver apartado 6.1.2).

El aumento de la oxidacién lipidica durante el almacenamiento fue también menor, como se
esperaba, cuando el dulce fue almacenado a 20 °C (escala planta piloto) con respecto al

almacenado a 37 °C.

Perfil lipidico

El perfil de acidos grasos obtenido en el dulce con aceite de nuez pecan correspondiente a
0, 3 y 6 meses de almacenamiento se presenta en la Tabla 7-5, asi como también datos
bibliograficos referidos a la composicion de acidos grasos del aceite de nuez pecan USDA,
2015).

El perfil lipidico de la fase grasa del producto presenté muy alta proporcion de acidos grasos
insaturados (89-90%), mayoritariamente oleico (C18:1 n-9 cis) y linoleico (C18:2 n-6 cis), por
lo cual dista mucho de la composicion de la fase grasa lactea de un dulce de leche
tradicional.

Esta gran diferencia en la fase grasa posiciona el producto desarrollado como una
alternativa mas saludable desde el punto de vista lipidico con respecto al producto
convencional en base a las recomendaciones de los especialistas, como fue mencionado en

el Capitulo 1.
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Tabla 7-5. Perfil de acidos grasos de dulce lacteo con aceite de nuez pecan pre-
emulsificado conteniendo 1000 ppm de tocoferoles elaborado a escala piloto, a diferentes
tiempos de almacenamiento a 20 °C*.

Tiempo de almacenamiento

Acido graso (meses) USDA

(9/100g del total de acidos 3 6 (2015)

grasos)

Miristico (C14:0) 0.2° 0.1° 0.1°
Pentadecanoico (C15:0) 0.5 0.4 0.4
Pentadecenoico (C15:1 n-9) 0.15 0.1 0.1
Palmitico (C16:0) 6.6 6.4 6.4 6.4
Palmitoleico (C16:1 n-7) 0.1 0.1 0.1
Heptadecanoico (C17:0) 0.2° 0.1° 0.1°
Heptadecenoico (C17:1 n-7) 0.1 ND 0.1
Estearico (C18:0) 3.05° 3.1° 2.7° 2.5
Elaidico (C18:1 n-9 trans) ND 0.3 0.1
Oleico (C18:1 n-9 cis) 62.5 62.3 62.4 59.4
Linoleico (C18:2 n-6 cis) 254 24.8 26.0 30.2
y-Linolénico (C18:3 n-6) 0.3 0.1 ND 1.5
a-Linolénico (C18:3 n-3) 1.0° 1.3 1.2%°
Docosaenoico (C22:1 n9) ND 0.7 ND
Total AGS 10.6 9.9 9.8 8.9
Total AGI 89.4 90.1 90.1 91.1
Total AGMI n-7 0.15 0.1 0.2
Total AGMI n-9 62.7 62.8 62.6
Total AGI trans N/D 0.3 0.1
Total AGPI n-6 25.6 25.6 26.0
Total AGPI n-3 1.0 1.4 1.2
Relacion AGS/AGI 0.1 0.1 0.1
IA 0.08 0.08 0.08
IT 0.2 0.2 0.2

*Supraindices diferentes en la misma fila indican que hay diferencia significativa entre las medias
(P<0.05). AGS: ac. grasos saturados, AGI: ac. grasos insaturados, AGMI: ac. grasos mono-

insaturados, AGPI: 4c. grasos poli-insaturados, IA: indice aterogénico, IT: indice trombogénico.
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Los perfiles de acidos grasos obtenidos de las fases grasas extraidas del producto
elaborados con aceite de nuez pecan no mostraron alteraciones significativas durante el
almacenamiento a 20 °C, poniendo de manifiesto el efecto protector de los tocoferoles
naturales agregados y de los compuestos presentes en el dulce con actividad antioxidante.
Aunque los acidos grasos insaturados presentes en alta proporcién en el aceite de nuez
pecan son susceptibles a la oxidacidn, no se observaron diferencias significativas (P>0.05)
al comparar los valores de los acidos oleico y linoleico a diferentes tiempos de

almacenamiento.

Hay evidencias que indican que el tipo de grasa es mas importante que la cantidad total
para el riesgo de enfermedad cardiovascular. En este contexto, ecuaciones predictivas,
como el indice de aterogenicidad (IA; Ec. 7-1) y de trombogenicidad (IT; Ec. 7-2), han sido
utilizadas para estimar el efecto del perfil de acidos grasos de los alimentos sobre el
colesterol plasmatico y la concentracion lipoproteica (Ayo y col., 2007).

Se calcularon estos dos indices mediante las Ec. 7-1 y 7-2, utilizando el perfil de acidos
grasos del producto para complementar la informacién obtenida y determinar el impacto
potencial en la salud de sus consumidores. Las ecuaciones que definen ambos indices se

presentan a continuacion:

A — |312:0 +4.Cyyo + C16:0: Ec. 7-1
IAGPI, ; +AGP, ¢ + AGMI_

T = Fi20 + Ciao + Cioo_

TaGP_ +3AGPI, , + | AGMI + ACPlh-s.
2 2 AGPI__,

Ec. 7-2

Donde: AGMI, AGPI, AGPI, 3, AGPIl.¢ corresponden a los parametros informados en la

Tabla 7-5. Cy; corresponde a los distintos acidos grasos expresados en g/100g lipidos.

Ulbricht y Southgate (1991) definieron estos indices, los cuales tienen en cuenta las
interacciones entre los diferentes acidos grasos, permitiendo una evaluacion integrada de
los lipidos dietarios y su efecto en la salud coronaria. Valores de |IA y IT superiores a la
unidad (> 1) estan asociados a un efecto perjudicial para la salud humana (Subhadra y col.,
2006). Puede observarse en la Tabla 7-5 que los valores de ambos indicadores se
encuentran muy por debajo del valor mencionado por Subhadra y col. (2006), por lo que el

perfil de lipidos presentes en el dulce con agregado de aceite de nuez pecan tendria un
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efecto benéfico sobre el colesterol plasmatico y la concentracién lipoproteica.

En el presente estudio se presentaron numerosos aspectos de calidad evaluados durante el
almacenamiento, algunos de los cuales sufrieron pequefios cambios con el tiempo, pero en
ningun caso fueron de gran magnitud. La oxidacion lipidica fue retardada con éxito, los
cristales de lactosa tipicos que producen rechazo por parte del consumidor no fueron
encontrados, mientras que todos los parametros reoldgicos evaluados presentaron valores
dentro del rango esperado para este tipo de productos, sin afectar de manera drastica las
caracteristicas generales del dulce, a pesar de las pequefas variaciones registradas dentro
de los primeros meses de almacenamiento a 20 °C.

Segun Garitta y col. (2004), no se espera que un producto almacenado sea exactamente el
mismo que recién elaborado, sin embargo, las diferencias sensoriales deben ser
suficientemente pequefias para no alterar la aceptabilidad del producto significativamente.
En el dulce de leche se producen normalmente cambios de color y textura durante el
almacenamiento, asi como también se desarrollan off-flavors (tales como sabor plastico o
quimico) debido al material del packaging o bien sabor a quemado debido a reacciones de
caramelizacion o reacciones de Maillard que continuan luego de la elaboracién del producto
(Garitta y col., 2004).

7.4.3 Analisis de aceptabilidad

El analisis sensorial se torna de suma utilidad en la mediciéon de la calidad orientada al
consumidor. Presenta numerosos usos y resulta muy util especialmente hoy en dia donde la
calidad ha pasado a ser el factor muchas veces decisivo en la eleccién de alimentos. Es una
técnica que se utiliza, de manera general, para el desarrollo de un nuevo producto, el
estudio de la influencia de modificaciones en la formulaciéon o en el proceso de fabricacion
del producto, determinar las condiciones 6ptimas de conservacion y situar el producto frente
a la competencia (Villarroel y col, 2011).

En particular, en los analisis de aceptabilidad, lo que se pretende es dictaminar el grado de
aceptaciéon que tendra un producto, siendo a veces deseable conocer la relacion subjetiva o
impulsiva del catador. En este analisis, las pruebas las pueden realizar personas poco
expertas en el analisis sensorial, pero que respondan al medio social o cultural al que va
destinado el producto, ya que la finalidad de la prueba es conocer si el producto sera o no
aceptado por el consumidor (Valls y col., 1999).

En el ensayo de aceptabilidad del dulce lacteo con aceite de nuez pecan, todos los atributos
tuvieron, en general, muy buenas calificaciones. En la Figura 7-16 se muestra la frecuencia
relativa acumulada de cada uno de los atributos evaluados. Mas del 90% de los panelistas

calificaron los atributos con una nota superior a 7, indicando muy buena aceptacion de la
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nueva confitura lactea por parte de los panelistas. Para el atributo “aceptabilidad general” el
promedio resulté en 8.5 (0.1), mientras que para la textura fue de 8.7 (0.1), para el color de
9.1 (0.1) y para el sabor de 8.4 (0.2). A pesar que el valor correspondiente al sabor fue
levemente inferior (aunque de todas formas elevado) al resto de los atributos, segun Hough
y col. (1986b; 1992) para el consumidor el color y la textura eran mas importantes que el
sabor. En cuanto al color, las preferencias del mercado no son uniformes, hecho que se

refleja en la gama de colores que alli se oferta (Pauletti, 2001).
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Figura 7-16. Frecuencia relativa acumulada de las calificaciones de los diferentes atributos

evaluados en ensayo de aceptabilidad de dulce lacteo con aceite de nuez pecan.

Segun Guinard y col. (1997), la eliminaciéon o disminuciéon del contenido en grasa de un
alimento da lugar a cambios en su composicion y estructura, que se manifiestan en
modificaciones perceptibles en su color, sabor y textura. Asimismo, aunque con la adicion de
sustitutos de grasa basados en proteinas o en carbohidratos es posible conseguir que el
comportamiento reolégico de los alimentos bajos en grasa sea similar al de los

correspondientes alimentos grasos, no siempre se consigue igualar la sensacion de textura
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percibida sensorialmente, especialmente en lo referente a atributos como la cremosidad,
sensacion grasa o suavidad (Costel Ibafiez, 2010). Cabe destacar que en el presente caso,
ademas de eliminar la grasa lactea, se incorporaron lipidos de origen vegetal, los cuales
poseen caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales muy distantes de la grasa normalmente
presente en el dulce de leche. A pesar de ello, los resultados del ensayo de aceptabilidad
del dulce lacteo con aceite de nuez pecan presentado en la Figura 7-16, mostraron que
porcentajes superiores al 90% de los panelistas calificaron con nota 7 o mayor todos los
atributos, incluyendo el sabor y la textura.

Por lo tanto, podemos concluir que el reemplazo por aceite de pecan de la fase grasa lactea
no produjo alteraciones desfavorables en sus caracteres organolépticos, obteniéndose un
dulce de buenas caracteristicas y de consistencia similar al tradicional comercial pero

conteniendo aceite de pecan.

7.4.4 Aspecto nutricional

El valor energético del dulce lacteo con aceite de pecan dio como resultado unas 308
Kcal/100 g de producto. Si se compara este valor con los declarados en rétulos de productos
comerciales (expuestos en el Capitulo 3, seccion 3.3.1), puede observarse que dicha
confitura lactea se correlaciona con los productos tradicionales y repostero en cuanto a su
valor calérico.

Por otro lado, teniendo en cuenta la composicion lipidica de los dulces de leche comerciales
tradicionales y repostero del Capitulo 3 (M1, M2 y M3 de la Tabla 3-1) y la proporcion de
acidos grasos saturados de la leche de origen vacuno (65%, USDA, 2015) y del aceite de
nuez pecan (9%, USDA, 2015), se puede concluir que el dulce lacteo con aceite de nuez
pecan poseeria un 88% menos de acidos grasos saturados y 120% mas de insaturados por

100 g de producto respecto a un dulce de leche tradicional.

La elaboracion a escala piloto del dulce lacteo a partir de leche totalmente descremada, con
aceite de nuez pecan y antioxidantes incorporados produjo un producto de caracteristicas
dentro de un rango aceptable para el consumidor, similares a los dulces obtenidos a escala
laboratorio y a de productos comerciales.

El dulce lacteo logrado podria considerarse una alternativa al dulce de leche tradicional,
pero con mejor valor nutricional desde el punto de vista lipidico, por el demostrado mejor
balance de acidos grasos en favor de los insaturados, asi como también por la ausencia de
colesterol en la formulacion por tratarse de un producto elaborado a partir de leche
totalmente descremada.

Los resultados presentados en este Capitulo conforman un estudio hacia una posible

aplicacion industrial de este producto lacteo diferenciado. o
~—-203



Capitulo 7 Produccién de DL con aceite de nuez pecan a escala planta piloto

7.5 Conclusiones parciales

v" Pudo elaborarse con éxito el producto a escala piloto, obteniendo un dulce lacteo con
aceite de nuez pecan con caracteristicas fisicoquimicas y reolégicas muy similares a las
obtenidas a escala laboratorio y a productos comerciales.

v Las variables evaluadas durante los 6 meses de almacenamiento a 20 °C mostraron
un producto estable en todos sus atributos de calidad analizados (caracteristicas reoldgicas,
microbiologicas, desarrollo de cristales de a-lactosa, parametros de color, oxidacion lipidica
y composicidén de acidos grasos).

v Las pequefias variaciones en el comportamiento reolégico del dulce lacteo, en favor
de una estructura mas firme debidas al reacomodamiento de sus macromoléculas,
favoreceria la estabilidad de la emulsion formada.

v’ El andlisis sensorial del producto evidencié una muy buena aceptacion de la nueva
confitura lactea por parte de los panelistas.

v' El valor calérico aproximado del dulce lacteo resultdé similar a los productos
tradicionales y repostero comerciales analizados. Dicho producto poseeria un 88% menos
de acidos grasos saturados y 120% mas de insaturados por 100 g de producto respecto a

un dulce de leche tradicional, ademas de no poseer colesterol en su composicion.
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4 En la evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de diferentes dulces de leche
comerciales se observaron diferencias en sus contenidos de humedad, siendo mas bajos
para el tradicional tipo Premium y mas elevada para un producto tipo bajas calorias,
observando la misma tendencia para la actividad acuosa, atribuido a variaciones en sus
formulaciones. Los productos con mayor contenido de °Brix fueron los de tipo tradicional
Premium y repostero. Asimismo, el parametro cromatico L* fue el que presenté mayor
variacion entre las muestras.

4 Todos los DL comerciales mostraron un comportamiento pseudoplastico. Las curvas
de flujo se modelaron usando el modelo de Cross modificado; el DL Premium presentd
mayor no que el DL repostero. EI comportamiento viscoelastico del DL fue modelado
satisfactoriamente usando la ecuaciéon de Baumgartel, Schausberger y Winter generalizada
para predecir el espectro de relajacion mecanico en el rango de viscoelasticidad lineal. La
fluencia fue predicha a partir de este espectro y comparada con los datos experimentales
para confirmar el correcto ajuste del espectro mecanico. Se predijeron propiedades
mecanicas mediante ensayos de flujo, creep y dindmicos, resultando dichas predicciones
consistentes por los tres métodos.

v Se elaboraron dulces de leche 0% lipidos a partir de leche totalmente descremada y
agregado de goma xantica. El modelo de Herschel-Bulkley ajusté adecuadamente a los
datos experimentales de las curvas de flujo de todos los dulces de leche 0% lipidos
estudiados. Se obtuvieron ecuaciones predictivas, tanto para la prediccidon de los parametros
del modelo de HB, como para la viscosidad a y'=7.2 s™, en funcién del contenido acuoso y
de goma xantica de las formulaciones elaboradas. Dichas correlaciones se utilizaron para
seleccionar la combinacion correcta de humedad y goma xantica necesarias para obtener un
producto 0% lipidos con caracteristicas reoldgicas similares a muestras comerciales de
primera marca, validandose satisfactoriamente la curva de flujo predicha por el modelo.

4 Se prepararon dulces de leche 0% lipidos segun caracteristicas de viscosidad
buscadas (elaborados con leche de contenido de lactosa normal y reducido), los que fueron
almacenados durante 6 meses a 20 °C. No se observé desarrollo de cristales de a-lactosa,
microorganismos ni cambios importantes en el pH. Las mayores variaciones en las medidas
reoldgicas (curvas de flujo y barridos de frecuencia) fueron observadas en las formulaciones
con menor contenido de humedad. El aumento en las caracteristicas elasticas de los dulces
de leche 0% lipidos ocurrio principalmente entre el primer y segundo mes de
almacenamiento, lo cual podria atribuirse a cambios en la estructura del sistema por
interacciones entre macromoléculas o bien polimerizacion de glucosa durante el

almacenamiento.
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v Se elabord DL con 5% de aceite de nuez pecan emulsificando dicho aceite en parte
de la leche 0% lipidos previo al calentamiento.

v El aceite de nuez pecan exhibié mejor estabilidad oxidativa en ensayos de oxidacién
acelerada respecto al aceite de canola, por lo que se continud el estudio con dicho aceite.
Asimismo, el agregado de tocoferoles naturales aumento significativamente la estabilidad
oxidativa tanto del aceite de nuez pecan como del producto con aceite durante 4 meses de
almacenamiento a 37 °C, resultando los productos también estables al cremado y
presentando buenas caracteristicas organolépticas en dichas condiciones.

4 Pudo elaborarse con éxito el producto a escala planta piloto, el que resultd estable en
todos sus atributos de calidad analizados durante los 6 meses de almacenamiento a 20 °C
(caracteristicas reoldgicas, microbioldgicas, desarrollo de cristales de a-lactosa, parametros
de color, oxidacion lipidica y composicion de acidos grasos).

4 El producto obtenido con aceite de pecan presentd caracteristicas organolépticas y
de consistencia adecuadas y similares al producto tradicional. El analisis de aceptacion del
producto presentd altas calificaciones de los atributos evaluados de la confitura lactea por
parte de los evaluadores.

v El valor calérico aproximado del dulce lacteo resultd similar a los productos
tradicionales y repostero comerciales analizados. Sin embargo, ademas de no poseer
colesterol en su composicion, dicho producto poseeria un 88% menos de acidos grasos

saturados y 120% mas de insaturados respecto a un dulce de leche tradicional.
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