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Resumen

El yogur es uno de los lacteos fermentados mas consumidos en Argentina. Recientemente, se
ha incrementado el interés por el yogur con alto contenido proteico, valorado por su textura
cremosa, mayor saciedad y beneficios nutricionales, entre ellos el aporte de microorganismos
vivos que impactarian positivamente en la microbiota intestinal. Por ello, el yogur enriquecido
con proteinas es una estrategia alimentaria para personas con sobrepeso.

Una de las metodologias para aumentar la proteina en yogur es la concentracion de proteinas
en la leche base: tecnologias de membrana y adicién de ingredientes basados en proteinas suero
(concentrados al 35-80% -WPC35/WPC80-, microparticulado -MWP-, aislado -mWPI-).
Independientemente del método utilizado, se pueden producir alteraciones en la fermentacién y
en las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del producto.

En este trabajo se evalud el impacto del aumento proteico y la relacién Caseina (CN): Proteinas
de suero (WP) en la leche base sobre la fermentacidn lactica, la formacién del gel, la composicién
nutricional, la generacién de metabolitos y las caracteristicas estructurales del yogur, asi como su
escalado piloto y efectos en pardmetros sanguineos, sintomas gastrointestinales y en la
composicién de la microbiota intestinal de adultos con sobrepeso luego de su consumo.

En el Capitulo 1, se formularon yogures con 7,0-7,5 g/100 g de proteina usando WPC35 y
MWP. Se seleccioné el tratamiento térmico mas adecuado en funcién de los pardmetros
estructurales. Se observaron diferencias en las propiedades finales segtn el tipo de ingrediente
utilizado y no por la relacién CN:WP, principalmente en los parametros de formacion del gel,
estructura y en el perfil de compuestos volitiles.

En el Capitulo 2, se empled concentrado de proteinas de leche al 70% (MPC70) combinado
con WPC35, WPC80 y MWP, evaluando diferentes relaciones CN:WP comparativamente a un
control preparado con MPC70 (4:1). Nuevamente se observaron diferencias asociadas al tipo de
ingrediente en los pardmetros de formacién del gel, estructura y los compuestos voldtiles de los
productos, principalmente en los yogures con agregado de proteinas de suero. Se establecié una
relacién entre la estructura de los productos y su capacidad saciante potencial.

En el Capitulo 3, se elaboraron yogures firmes y batidos con contenido proteico de 7,5 y 3,5
g/100 g (control), empleado retentado de ultrafiltraciéon y mWPL, y tres fermentos comerciales. El
incremento proteico produjo una matriz mas densa, mayor viscosidad evaluada en condiciones
orales y menor permeabilidad en comparacién al control. La formacidén del gel fue afectada por
el efecto combinado del fermento y nivel proteico. La estructura y la capacidad saciante difirieron
con la aplicacién o no de agitacion.

En el Capitulo 4 se incorpord una fibra de zanahoria y una B-galactosidasa para mejorar el
perfil nutricional del yogur, reducir la lactosa y generar galactooligosacaridos (GOS). Se mejor6
la capacidad de retencidon de agua y la estructura, y se detectaron diferencias cuantitativas en

algunos compuestos volatiles.
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Resumen

En el Capitulo 5, uno de los prototipos desarrollados a escala laboratorio se valid6 a escala
piloto. Los resultados de ambas escalas se correspondieron, aunque se detectaron algunas
diferencias en los compuestos volatiles. El andlisis sensorial con panel entrenado calificd
positivamente el aroma, sabor y textura del producto, y el andlisis con consumidores demostr6
una alta aceptabilidad e intencién de compra.

Finalmente, en el Capitulo 6 se describe un estudio clinico en adultos con sobrepeso que
consumieron, durante cuatro semanas, el yogur incrementado en proteinas (6,3 g/100 g), reducido
en lactosa (1,6 g/100 g) y con GOS (1,1 g/100 g). Se observaron mejoras en algunos parimetros
sanguineos y sintomas gastrointestinales, con cambios minimos en la composicién de la
microbiota en algunos individuos. Este estudio fue el primero de su tipo realizado en el ambito
académico de la Ciudad de Santa Fe.

Esta Tesis abordé desde la optimizacidn tecnoldgica, nutricional y estructural de los productos
incrementados en proteina a escala laboratorio, hasta el escalado, aspectos de calidad sensorial, y
el estudio de la funcionalidad de uno de los productos, alcanzdndose de esta manera un enfoque

integral de la problematica.
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Abstract

Yogurt is one of the most consumed fermented dairy products in Argentina. In recent years,
interest in high-protein yogurt has increased due to its creamy texture, greater satiety, and
nutritional benefits, including the contribution of live microorganisms that may positively impact
the gut microbiota. Therefore, high-protein yogurt is a dietary strategy for overweight individuals.

One of the methods to increase protein content in yogurt is to concentrate proteins in the milk
base, using membrane technologies or by adding whey protein ingredients (35-80% concentrates
—WPC35/WPC80—, microparticulated whey protein -MWP—, or isolates -mWPI-). Regardless
of the selected method, changes may occur in fermentation and in the physicochemical and
sensory characteristics of the product.

This work evaluated the impact of increasing protein content and of varying the casein (CN)
to whey protein (WP) ratio (CN:WP) in milk base on lactic fermentation, gel formation,
nutritional composition, metabolite generation, and structural characteristics of yogurt, as well as
pilot-scale production and effects on blood parameters, gastrointestinal symptoms, and gut
microbiota composition in overweight adults after consumption.

In Chapter 1, yogurts with 7.0-7.5 g/100 g protein were formulated using WPC35 and MWP.
The most suitable heat treatment was selected based on structural parameters. Differences in final
product properties were observed depending on the type of ingredient used, rather than the
CN:WP ratio—particularly in terms of gel formation, structure, and the profile of volatile
compounds.

In Chapter 2 yogurts contained milk protein concentrate 70% (MPC70) combined with
WPC35, WPC80, and MWP, evaluating different CN:WP ratios compared to a control prepared
with MPC70 (4:1). Differences associated with the type of ingredient were observed in gel
formation, structure, and volatile compound profiles, especially in yogurts enriched with whey
proteins. A relationship was established between product structure and potential satiety capacity.

Chapter 3 focused on the production of set and stirred yogurts with protein contents of 7.5
and 3.5 g/100 g (control), using ultrafiltration retentate and mWPI, along with three commercial
starters. Protein enrichment resulted in a denser matrix, higher oral viscosity, and lower
permeability compared to the control. Gel formation was affected by the combined effect of starter
culture and protein level. Structure and satiety capacity differed depending on whether agitation
was applied.

Chapter 4 incorporated carrot fiber and a B-galactosidase to improve the nutritional profile of
yogurt, reduce lactose content, and produce galactooligosaccharides (GOS). Water-holding
capacity and structure were improved, and quantitative differences in some volatile compounds
were detected.

Chapter 5 involved validating one of the laboratory-scale prototypes at pilot scale. Results

from both scales were consistent, although some differences were found in volatile compounds.
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Sensory analysis with a trained panel positively rated the aroma, flavor, and texture of the product,
and consumer testing showed high acceptability and purchase intention.

Finally, Chapter 6 describes a clinical trial in overweight adults who consumed, during four
weeks, the high-protein yogurt (6.3 g/100 g), with reduced lactose (1.6 g/100 g) and GOS (1.1
g/100 g). Improvements were observed in some blood parameters and gastrointestinal symptoms,
with minimal changes in gut microbiota composition in some individuals. This was the first study
of its kind conducted in Santa Fe city.

This thesis addressed the technological, nutritional, and structural optimization of high-protein
yogurts at laboratory scale, their scaling-up, sensory quality aspects, and the functional

assessment of one of the products, thus achieving a comprehensive approach to the issue.
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I. Definicion, caracteristicas y aspectos legales del yogur

Las leches fermentadas han sido parte de la dieta humana durante miles de afios, en gran
medida porque la fermentacién es uno de los métodos mas antiguos para extender la vida ttil de
la leche. Este proceso modifica tanto los macronutrientes como los micronutrientes confiriendo
beneficios nutricionales, entre ellos, el aporte de vitaminas y minerales en una forma facilmente
utilizable, reduccién en el contenido de lactosa de la leche, formacién de péptidos con
bioactividad, y aporte de microorganismos vivos (Gémez-Gallego et al., 2018). Ademas, la
disminucién del pH y la formaciéon de compuestos antimicrobianos inhiben el crecimiento de
microorganismos patdgenos y de descomposicion, entre otros efectos (Fisberg y Machado, 2015;
Kok y Hutkins, 2018; Savaiano y Hutkins, 2021). Hace mas de 100 afios, que el microbidlogo
ucraniano Elie Metchnikoff establecié en su trabajo “La Prolongacion de la Vida: Estudios
Optimistas”, que el consumo de leche fermentada estaba relacionado con una mayor longevidad
y con la salud intestinal (Metchnikoff, 1907).

Las leches fermentadas se originaron en diferentes regiones del mundo adoptando nombres
diversos tales como yogur, kefir, koumiss, entre otras. Se trata esencialmente del mismo alimento
con variaciones en el origen de la leche utilizada como materia prima (vaca, oveja, cabra, etc.),
los microorganismos involucrados (bacterias, levaduras o sus combinaciones), las condiciones de
fermentacion (temperatura y tiempo) y el drenaje parcial del suero para obtener un producto mas
espeso (Tamime y Robinson, 2000). La urbanizacidn, los cambios en el estilo de vida y los
patrones de consumo, los avances tecnoldgicos, el desarrollo de la bacteriologia y la aparicion de
fermentos l4cticos comerciales que permitieron la estandarizacién de los procesos de manufactura
y de la calidad de los productos en el tiempo, condujeron a la obtencién de productos
industrializados. El yogur es la leche fermentada mds popular, de mayor produccién y consumo.
La produccién industrial de yogur tiene mas de 100 afios a partir de la primera elaboracién por
parte de la empresa Danone (Aryana y Olson, 2017).

El yogur tiene un importante papel en la dieta en numerosos paises del mundo, y su
popularidad se ha incrementado en las dltimas décadas. El Codex Alimentarius define al yogur
como una leche fermentada obtenida por la actividad de cultivos simbidticos de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que deben encontrarse viables y
activos en el producto durante el periodo de validez (contenido total mayor a 107 ufc/g al momento
del consumo) (FAO/OMS, 2011a). La concentracién de proteina lactea debe superar un minimo
de 2,7 g/100 g y la grasa lactea no debe ser mayor al 15 g/100 g. La acidez minima, expresada
como porcentaje de 4cido lactico, debe ser 0,6 g/100 g (FAO/OMS, 2011a). La legislacién
alimentaria de nuestro pafs, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA), define al yogur en el Art.
576 del capitulo VIII y coincide en gran parte con aquella del Codex, aunque con algunas

modificaciones. Establece un contenido proteico minimo de 2,9 g/100 g y el valor de acidez debe
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estar comprendido entre 0,6 y 1,5 g de 4cido lactico/100g de yogur. Segin el contenido de grasa
se definen varios tipos de productos: yogur con crema (minimo 6 g/100 g), yogur entero o integral
(3,0 a 5,9 g/100 g), yogur parcialmente descremado (0,6 a 2,9 g/100 g) y yogur descremado
(maximo 0,5 g/100 g) (CAA, 2006). En relacién al contenido proteico, el CAA no realiza una
clasificacién de productos en funcién del mismo, mientras que el Codex Alimentarius define como
leches fermentadas concentradas a aquellas que contengan mas de 5,6 g/100 g de proteina.

La industria establece un periodo de validez entre 30 y 35 dias, y de acuerdo al CAA deben
conservarse y comercializarse a una temperatura no superior a 10 °C.

Durante la fermentacién las bacterias lacticas presentes en el fermento o cultivo starter
transforman la lactosa (principal azicar de la leche) produciendo principalmente 4cido lactico y
otros productos derivados (otros dcidos orgdnicos y compuestos voldtiles), lo que conduce a
cambios profundos en las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales, estructurales, sensoriales
y funcionales (gusto, aroma, olor y textura ), y en la aceptabilidad por parte del consumidor
(Tamime, 2002).

El CAA sefiala que cuando en la elaboracién de las leches fermentadas se adicionan
ingredientes opcionales no lacteos, antes, durante o después de la fermentacion, éstas se clasifican
como leches fermentadas con agregados.

En la elaboracién de las leches fermentadas se utilizan:

a) Ingredientes obligatorios: leche o leche reconstituida estandarizada en su contenido de
materia grasa. Cultivos de bacterias lacticas. Cultivos de bacterias l4cticas especificas, seglin
corresponda a las definiciones establecidas.

b) Ingredientes opcionales: leche concentrada, crema, manteca, grasa anhidra de leche o
butteroil, leche en polvo, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, otros sélidos de origen lcteo,
sueros lacteos, concentrados de sueros lacteos; frutas en trozos, pulpa, jugo u otros preparados a
base de frutas; otras sustancias alimenticias tales como miel, coco, cereales, vegetales, frutas
secas, chocolate, especias, café, otras, solas o combinadas; cultivos de bacterias lacticas
subsidiarias; azicares y/o glicidos (excepto polisacdridos y polialcoholes), maltodextrinas,
almidones o almidones modificados, en una proporcién mixima de 1 g/100 g del producto final.
Los ingredientes opcionales no lacteos solos o combinados deberdn estar presentes en una
proporcién maxima del 30 g/100 g del producto final.

c) Aditivos: No se admite el uso de aditivos en la elaboracién de las leches fermentadas para
las cuales se hayan utilizado exclusivamente ingredientes lacteos. Se exceptia de esta prohibicion
la clase "Descremadas”, en cuyo caso se admite el uso de espesantes/estabilizantes. Los aditivos
espesantes/estabilizantes permitidos son: carboximetilcelulosa sédica, metil celulosa, metiletil
celulosa, hidroxipropilcelulosa, carragenina goma guar, goma garrofin, goma xantica, goma
karaya, goma arabiga, goma tragacanto, goma gellan, goma konjac, agar, dcido alginico, alginato

de amonio, alginato de calcio, alginato de potasio, alginato de sodio, alginato de propilenglicol,
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celulosa microcristalina, en concentracién maxima de 5 g/kg (solos o combinados); pectina y
pectina amidada, gelatina, en concentracion mixima de 10 g/kg (solos o combinados). También

estan permitidos varios aditivos colorantes y saborizantes/aromatizantes.

II. Aspectos nutricionales y beneficios a la salud del yogur

El yogur es un alimento completo ya que provee hidratos de carbono, proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales. En su composicion destacan altos niveles de varios nutrientes esenciales,
incluyendo proteinas de alta calidad, calcio, fésforo, potasio, vitaminas A, D, E y K, y del grupo

B (Savaiano y Hutkins, 2021).

Hidratos de Carbono

Entre los hidratos de carbono, la lactosa es practicamente el Unico presente en la leche de
mamiferos (Jelen, 2022). En la leche bovina también se encuentran a nivel de trazas otros
carbohidratos asociados a las proteinas y lipidos, como glicoproteinas y glicolipidos formando
parte de la membrana del glébulo graso, y oligosacaridos (compuestos por N-acetilgalactosamina,
galactosa, glucosa, fucosa, y 4cido sidlico). En el yogur, la lactosa se encuentra en menor
concentracion respecto a la leche base o mezcla de partida (aprox. 20-30% menos), ya que se
hidroliza durante la fermentacion generando glucosa y galactosa; por ello, en el yogur, también
se encuentra galactosa en baja cantidad y en menor medida glucosa, ya que ésta tltima es
facilmente metabolizada por el fermento.

Para que la lactosa se absorba a nivel intestinal, debe necesariamente hidrolizarse en sus
monosacdridos constituyentes: glucosa y galactosa. En este proceso interviene la enzima [3-
galactosidasa (pB-D-galactésido galacto-hidrolasa, E.C. 3.2.1.23), también conocida por su
nombre trivial: lactasa. Esta enzima estd anclada en las microvellosidades de la mucosa del
intestino delgado y presenta una actividad mdxima en el yeyuno y un nivel mds bajo en el duodeno
e ileon. Los monosacdridos se absorben activamente en el intestino delgado. Luego, la galactosa
se convierte en glucosa en el higado por la via Leloir, que involucra tres enzimas (galactoquinasa,
galactosa-1-fosfato uridiltransferasa y uridina-difosfogalactosa-4-epimerasa). La pérdida de
actividad de la B-galactosidasa o un bajo nivel de la enzima provoca que la lactosa no se absorba
correctamente y por lo tanto que llegue al colon sin degradarse, lo que ocasiona diversos sintomas,
englobados en los que se conoce como ‘intolerancia a la lactosa’. Por otro lado, la deficiencia de
alguna de las enzimas involucradas en la digestion de la galactosa produce galactosemia.

En particular, la intolerancia a la lactosa describe la presencia de sintomas gastrointestinales
como diarrea, dolor abdominal, calambres, hinchazén, formacién de gases (flatulencia), nduseas
y pérdida de apetito. Los estudios han demostrado que la digestion de la lactosa mejora con la

ingesta de yogur en comparacién con la de leche. Si bien los mecanismos implicados en este
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aspecto no estan claros, se cree que esta mayor absorcién se debe en parte a la produccion de B-
galactosidasa por las bacterias viables del fermento. Otro mecanismo sugiere que la estructura del
yogur promueve una mejor digestibilidad de la lactosa (Marco et al., 2017; Perotti et al., 2012).
Sin embargo, en casos severos de intolerancia a la lactosa, incluso el yogur puede no ser bien
tolerado. Por ello, existen en el mercado productos lacteos (leche, yogur, quesos) bajos o
reducidos en lactosa. Se entiende por alimento de contenido bajo en lactosa y de contenido
reducido en lactosa, a aquellos alimentos en los que se restringen los ingredientes que contienen
lactosa, en los que se separa la lactosa del alimento, en los que se descompone la lactosa, o una
combinacidn de estos u otros procesos tecnolégicos adecuados. El alimento de bajo contenido de
lactosa no contendrd mds de 5% de la proporcién de lactosa del alimento corriente
correspondiente, listo para el consumo. El alimento de contenido reducido de lactosa no contendra
més del 30% de la proporcion de lactosa del alimento corriente correspondiente, listo para el
consumo. El alimento libre de lactosa o sin lactosa o deslactosado o cero lactosa o 0% lactosa, no
contendra mas de 100 mg de lactosa por cada 100 g 6 100 mL de alimento listo para el consumo

(CAA, 2021).

Lipidos

Otro componente del yogur son los lipidos. La grasa lactea consiste en un 95-96% de
triglicéridos, y la fraccién restante conformada por diglicéridos, monoglicéridos, fosfolipidos,
colesterol y 4cidos grasos libres, estos dltimos en muy baja proporcién. Los dcidos grasos (AG)
son mayoritariamente saturados (65-70%), seguidos por monoinsaturados (23-25%) y
poliinsaturados (5%). Una particularidad de la grasa lictea es que presenta AG saturados de
cadena corta (C4-C8, en un 7-8%); también de cadena media (C10-C12, 5%) y de cadena larga
(C14-C18, 84-85%). Al igual que otras grasas naturales, los AG insaturados son en su mayoria
de configuracién cis. También presenta aprox. 3,9% de AG insaturados con configuracion trans,
con uno o mas dobles enlaces. El principal es el 4cido vaccénico (C18:1 11t) (Chandan, 2006;
Lindmark Mansson, 2008; MacGibbon y Taylor, 2006).

Es frecuente asumir que el consumo de grasa lactea tendria efectos negativos para la salud,
principalmente por el aumento de colesterol en plasma sanguineo luego del consumo de leche o
productos lacteos enteros. Sin embargo, no ha sido posible establecer una relacién directa y
significativa entre el consumo de productos lacteos y la prevalencia de enfermedades coronarias.
Estudios de cohorte han demostrado un incremento del nivel de colesterol HDL (lipoproteina de
alta densidad, conocida como colesterol bueno), reduccién de la presion arterial, reduccion del
riesgo de enfermedad coronaria, infartos y diabetes. También se ha encontrado una asociacién
inversa entre la incidencia de cancer de colon y el consumo de productos lacteos (Elwood et al.,
2010; O’Sullivan et al., 2020). Se han realizado numerosos estudios para conocer los efectos

especificos de los distintos AG presentes en la leche en la salud. Los AG insaturados con
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configuracién cis generalmente se asocian con beneficios a la salud, mientras que los AG
saturados tienen efecto neutro o son perjudiciales (vinculados principalmente a enfermedades
cardiovasculares, aumento de colesterol, etc.) (Chen et al., 2014).

Entre los AG saturados se ha observado que el dcido butirico (C4:0) es un regulador de la
funcién génica y también participa en la prevenciéon de algunos tipos de cancer; los acidos
caprilico (C8:0) y caprico (C10:0) presentan actividad antiviral, y en particular el caprilico retrasa
el crecimiento de tumores; el acido laurico (C12:0) presenta propiedades antibacterianas y
antivirales y podria actuar como agente anticariogénico y en la prevencién de la formacion de
placas de ateroma; por su parte, el dcido estedrico (C18:0), no ha mostrado incrementar el
colesterol sérico y es considerado no aterogénico. Por otro lado, los dcidos miristico (C14:0) y
palmitico (C16:0) contribuirian en el aumento del colesterol y del indice de aterogenicidad, que
se emplea como indicador para medir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Ferndndez-
Macias et al., 2019; Haug et al., 2007).

Entre los AG insaturados, el que se encuentra en mayor concentracion en la leche es el 4cido
oleico (C18:1 9c). Los AG monoinsaturados se consideran beneficiosos para la salud, ya que
dietas altas en ellos redujeron el colesterol plasmaético, el colesterol LDL (lipoproteina de baja
densidad, conocida como colesterol malo) y los triglicéridos en sangre. El 4cido linoleico (C18:2
9¢, 12¢, »-6) y el a-linolénico (C18:3 9c, 12¢, 15¢, ®-3) son los AG poliinsaturados mas
representativos de la leche. Estos AG son esenciales, es decir que deben ser incorporados con la
alimentacién, y son precursores de otros AG con 20 atomos de carbono, como el &cido
araquidénico (C20:4 »-6). A su vez, el 4cido araquidénico es el precursor de los denominados
eicosanoides mediante la accién de distintas enzimas, y actian como mediadores en diferentes
sistemas del organismo. Frente a situaciones patoldgicas, estos compuestos incrementan su
produccién en respuesta a los procesos inflamatorios (Canti et al., 2017).

Por otra parte, los productos lacteos son fuente de dcido linoleico conjugado (CLA), grupo de
isébmeros posicionales del 4cido linoleico, siendo el 4cido ruménico (C18:2 9c, 11t) el mds
representativo, cuyos efectos positivos en la salud han sido ampliamente discutidos. Algunos
estudios demuestran que el CLA podria modular la concentracién plasmética de lipidos tanto en
modelos humanos como animales, y en modelos animales se ha demostrado un efecto
anticarcinogénico (Haug et al., 2007). También se ha sefialado la participacién de este compuesto
en la reduccion de la grasa corporal y en el aumento de la masa muscular, la prevencién de
arterioesclerosis, la estimulacién del sistema inmune y posiblemente una accidén antioxidante
(Abbas et al., 2014; Hur et al., 2007, Pariza, 1999).

Respecto a la incidencia de la grasa de la dieta en la obesidad y el sobrepeso, los resultados
publicados son contradictorios (Mulet-Cabero y Wilde, 2021). Algunos estudios sugieren un
efecto protector del consumo de lacteos sobre el riesgo de sobrepeso y obesidad, aunque la

evidencia todavia no es concluyente (O’Sullivan et al., 2020). La grasa es el macronutriente que
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mds calorias provee por gramo (9 kcal/g vs. 4 kcal/g de azicares y proteinas). Durante la
digestion, los AG con cadenas menores a 12 dtomos de carbono se absorben en el intestino, pasan
a la circulacion y alcanzan el higado donde son oxidados, produciendo energia. Por el contrario,
los AG de cadena larga son utilizados para re-sintetizar triglicéridos, para lo cual se empacan en
quilomicrones, pasan a la circulacién y son transportados a los tejidos periféricos para su
utilizacidén o almacenamiento en el tejido adiposo, contribuyendo a la ganancia de peso corporal.
Recientemente se realiz6 un meta-andlisis de estudios observacionales publicados entre 2016 y
2020, sobre la asociacion entre el consumo de leche y sus derivados, y el sobrepeso u obesidad
en niflos y/o adultos sanos. De los 17 estudios identificados, 12 encontraron una asociacién
inversa entre consumo de lacteos y sobrepeso u obesidad y 4 reportaron una asociacion
principalmente neutra. Solo un estudio reportd asociaciones positivas en relacidn con el consumo
de algunos lacteos especificos (Fuentes et al., 2021). En un metaanélisis y revision sistemdatica de
estudios de cohorte publicados hasta abril de 2021, se hallé una disminucién del riesgo de
sobrepeso y obesidad del 25%, 7% y 12% frente al conusmo de 200 g/dia de productos lacteos
(total), productos lacteos altos en grasa y de leche, respectivamente. En particular, para el yogur
se detectd una disminucion del riesgo de sobrepeso y obesidad del 13% al incrementar el consumo
de yogur en 50 g/dia (aunque no se especifica el tipo y caracteristicas del yogur) (Feng et al.,
2022). Se ha propuesto que la asociacion positiva entre el consumo de productos lacteos (entre
ellos, el yogur) y la mejora en el perfil lipidico (disminucién en el nivel de colesterol total y LDL)
podria vincularse a la presencia de calcio en las matrices ldcteas. Aunque los mecanismos no estan
completamente dilucidados, se ha demostrado que el aumento de la ingesta de calcio se asocia
con un incremento en la excrecién de grasas en materia fecal, lo que sugiere que el calcio puede
reducir la absorcién de grasas en el intestino (Mulet-Cabero y Wilde, 2021). A pesar de que este
efecto es considerado menor en términos de regulacién del peso corporal, podria contribuir como
una estrategia para la disminucion del sobrepeso y obesidad.

Segtin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se definen
como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. La
causa fundamental de ambas condiciones es un desequilibrio energético entre las calorias
consumidas y las gastadas, desencadenado por un aumento en la ingesta de alimentos de alto
contenido caldrico ricos en grasa y un descenso en la actividad fisica vinculado a los patrones
laborales actuales, el acceso a los medios de transporte y la urbanizacién. El sobrepeso y la
obesidad representan un importante factor de riesgo de enfermedades no transmisibles (ECNT),
tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes, trastornos del sistema locomotor y algunos
tipos de cancer (OMS, 2021). En Argentina, segtin datos de la 4° Encuesta Nacional de Factores
de Riesgo realizada en 2019, el porcentaje de la poblacidon que presenta sobrepeso y obesidad

aumento en las dltimas 4 décadas y alcanzé el 61% en 2018 (INDEC, 2019).
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Proteinas

Otro constituyente del yogur de enorme importancia nutricional son las proteinas, formadas
por uniones de o-aminodcidos que conforman estructuras con diversas propiedades bioldgicas.
La calidad nutricional de una proteina estd relacionada principalmente con el contenido de
aminodcidos esenciales y su digestibilidad (Bandyopadhyay et al., 2022).

En el caso de la leche, el nitrégeno total estd distribuido mayoritariamente entre las caseinas y
las proteinas de suero; también hay una fraccién pequefia o minoritaria que representa el nitrégeno
no proteico (5-6% del nitrégeno total) y es una fraccion muy heterogénea constituida por
amoniaco, urea, creatina, creatinina, acido urico, entre otros. Los cambios que ocurren en las
proteinas de la leche durante la elaboracion de yogur y la acidez producida provocan una mayor
digestibilidad (Adolfsson et al., 2004). Ademas, la accién proteolitica ejercida por las bacterias
durante la fermentacidn posibilita la formacién de péptidos y liberacion de aminodcidos. Los
péptidos liberados han recibido particular interés debido a sus potenciales bioactividades como
antihipertensiva, inmunomoduladora, hipolipemiante y una relacién con la prevenciéon de
acumulacidn de grasa abdominal (Babio et al., 2017; Chourasia et al., 2022).

Desde un punto de vista nutricional, los aminodcidos se clasifican como indispensables (o
esenciales), dispensables y condicionalmente indispensables (Tabla I). Los indispensables son
aquéllos que no pueden ser sintetizados por el organismo, por lo tanto, deben ser provistos por la
dieta. Los dispensables son aquellos que el organismo puede sintetizar en cantidades suficientes
en cualquier situacién, mientras que los condicionalmente indispensables son los que el
organismo normalmente puede sintetizar en cantidades suficientes, pero que deben proveerse en
la dieta en condiciones particulares cuando su utilizacién es mas rdpida que su sintesis (Pellegrino

etal., 2013).
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Tabla I. Aminodcidos indispensables, dispensables y condicionalmente indispensables

(Pellegrino et al., 2013).

Condicionalmente
Indispensables Dispensables
indispensables
Histidina Alanina Arginina
Leucina Acido aspartico Cisteina
Isoleucina Asparagina Glutamina
Lisina Acido glutdmico Glicina
Metionina Serina Prolina
Fenilalanina Tirosina
Treonina
Triptéfano
Valina

La leche contiene en sus proteinas a todos los aminoacidos indispensables (Tabla II).

Tabla II. Amino4cidos presentes en las proteinas de la leche (%) (McSweeney y Fox, 2003).

Aminoacido Caseina Proteina de suero

Acido aspartico/Asparagina 7,1 10,5
Treonina 4,9 7,0

Serina 6,3 4,8
Acido glutamico/glutamina 22,4 17,6
Prolina 11,3 5,9

Glicina 2,7 1,8

Alanina 3,0 4,9

Cisteina 0,34 2,3
Metionina 2,8 1,7

Valina 7,2 5,7
Isoleucina 6,1 6,4

Leucina 9,2 10,3

Tirosina 6,3 2,9
Fenilalanina 5,0 3,1
Tript6fano 1,7 24

Lisina 8,2 8,7

Histidina 3,1 1,7
Arginina 4,1 2,3
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La digestibilidad de una proteina se define como la proporcién de nitrégeno ingerido que es
absorbida durante la digestién en el organismo (nitrégeno absorbido / nitrégeno ingerido x 100)
y el nitrégeno absorbido la diferencia entre el nitrégeno ingerido y el nitrégeno fecal (nitrégeno
no absorbido, secreciones digestivas, descamacidn, nitrégeno producido por la microbiota
intestinal). Sin embargo, la medicién de la digestibilidad puede ser controversial, ya que la
medicién de nitrégeno fecal incluye en gran parte el nitrégeno producido por actividad de la
microbiota intestinal. Por lo tanto, se considera que el valor més representativo es la digestibilidad
del nitr6geno medido en el ileon (proveniente de la digestion de aminodcidos dietarios y de
secreciones enddgenas), aunque es una mediciéon que presenta dificultades experimentales
(FAO/OMS, 2011b).

Como ya se indic6, el tipo de aminodcidos presentes y la digestibilidad proteica, son
indicadores de la calidad de una proteina y se emplean para calcular el DIAAS (Digestible
Indispensable Amino Acid Score) (FAO/OMS, 2011b). El DIAAS (%) se calcula segin: 100 x
[(mg de aminoacidos indispensables digeribles en 1g de proteina en estudio) / (mg de los mismos
aminodcidos indispensables en 1g de proteina de referencia)]. La proteina de referencia no es una
proteina alimentaria en particular, sino que estd representada por el conjunto de aminoacidos
indispensables que necesita incorporar una persona segin su edad (Tabla III).

Las proteinas de la leche presentan un DIAAS > 100; sin embargo, este pardmetro se trunca
en un valor de 100, indicando que la leche posee el mayor nivel de amino4cidos indispensables

digeribles.

Tabla III. Score de aminodcidos recomendado segiin grupo etario por dia (FAO/OMS, 2011b).

Grupo etario mg de aminoacidos requeridos/g de proteina

His Ile Leu Lys SAA AAA Thr Trp Val

0-6 meses 21 55 96 69 33 94 44 17 55
6 meses-3 aiios 20 32 66 57 27 52 31 8,5 43

>3 anos,
adolescentes y 16 30 61 48 23 41 25 6,6 40
adultos

Micronutrientes

El yogur también aporta importantes micronutrientes tales como vitaminas y minerales.
Contiene vitaminas liposolubles, principalmente vitaminas A, D, E y K, vitaminas del grupo B,
tales como riboflavina (B2), tiamina (B1), 4cido félico (B9) y cobalamina (B12), y minerales

como calcio (el cual se encuentra en un estado biodisponible), fésforo, potasio, magnesio, zinc,
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entre otros (Hill, 2022). La absorcién de los minerales no sélo depende del nivel en el cual se
encuentren en el alimento, sino también de la biodisponibilidad.

La biodisponibilidad de un nutriente se define como la fraccién que llega a la circulacién
sanguinea desde el tracto gastrointestinal, y que de esta manera se encuentra disponible para
promover su accién dentro del organismo. La biodisponibilidad considera, ademas, la solubilidad
de la forma quimica del nutriente. En particular, la acidez del yogur mejora la biodisponibilidad
de los minerales, ya que a bajos valores de pH los mismos estdn en forma idnica o solubles, lo
que facilita su absorcion intestinal (Adolfsson et al., 2004; Delisle etal., 1995; Singh y
Muthukumarappan, 2008).

El yogur se considera una excelente fuente de calcio no solo por la cantidad que contiene, sino
también porque los constituyentes de esta matriz favorecen su absorcién. El calcio es ionizado en
el estdbmago, y una vez que llega al intestino delgado interacciona con otros componentes de la
dieta, formando complejos cuya solubilidad modificard su absorcién: las proteinas, algunos
péptidos como los caseino-fosfopéptidos, el dcido citrico, la lactosa y ciertos aminoacidos basicos
forman complejos solubles que la favorecen, mientras que los oxalatos, los fitatos, los AG de
cadena larga, los fluoruros y los fosfatos forman complejos insolubles que se excretan en las
heces, por lo que la disminuyen. La mayor parte de la absorcién se produce en el duodeno, porque
las sales de calcio son mds solubles en solucién dcida. La absorcién intestinal ocurre de dos
maneras: por transporte activo, contra gradiente de concentracién, que se lleva a cabo en el
duodeno y en el yeyuno proximal, controlada por la accidn de la vitamina D, y por difusién i6énica
pasiva, no-saturable e independiente de la vitamina D, que se realiza en el resto del intestino
(Sbodio, 2004).

Por otra parte, existe evidencia de una asociacién inversa entre la ingesta de calcio y la
obesidad, el colesterol total y la presién sanguinea (Barba y Russo, 2006; Torres et al., 2011; van
Mierlo et al., 2006). En efecto, el consumo suficiente de calcio también se ha propuesto como un
factor de regulacién del peso corporal, reduciendo la lipogénesis y estimulando la lipdlisis y la
oxidacioén lipidica (Major et al., 2008).

Otros estudios sobre los beneficios del yogur en la nutricién se han centrado en su rol en la
saciedad, y en consecuencia en la ingesta de alimentos, y en los valores de glucemia. En este
sentido, el contenido y tipo de carbohidratos, de proteinas y de grasas, son determinantes de la
saciedad, la ingesta y las respuestas de la glucemia y la insulinemia (Bowen et al., 2006). La
lactosa contribuye a disminuir la glucemia en mayor medida que otros aziicares o almidoén; es
decir, yogures que no contienen azicares agregados presentan un indice glucémico bajo (Panahi
y Tremblay, 2016). Las proteinas proveen mayor saciedad que los carbohidratos y las grasas
(Morell y Fizmann, 2017). Las dos fracciones proteicas mayoritarias del yogur (caseinas y
proteinas de suero) disminuyen la ingesta de alimentos a corto plazo y participan en la regulacion

metabdlica por la estimulacién de hormonas que regulan el apetito y la utilizacién de glucosa
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(insulina, péptido tipo glucagén, péptido tirosina-tirosina, colecistoquinina y grelina). Ademas, a
estos efectos se suman aquellos promovidos por algunos péptidos producidos por actividad
proteolitica del fermento durante la fermentacién. Por otra parte, la estructura semisélida del
yogur y su viscosidad, producto de la coagulacién proteica durante la fermentacién, influye en la
manera en la que los nutrientes son digeridos, liberados de la matriz alimentaria y absorbidos,
sobre todo en el tiempo que se requiere para que estos nutrientes estén disponibles (Panahi y
Tremblay, 2016).

El consumo regular de yogur también ha demostrado aportar microorganismos vivos que
contribuyen a la composicién de la microbiota intestinal. La microbiota intestinal, antes
denominada flora intestinal, es el conjunto de microorganismos que se hospedan en el intestino
grueso, llevando a cabo numerosas funciones importantes para nuestra salud, como la
fermentacion de la fibra de los alimentos, la produccién de vitaminas, la estimulacién del sistema
inmune, la prevencién de infecciones intestinales, la regulacién y/o modulacién de numerosas
funciones metabdlicas, entre otras (Marco etal., 2017). Una fraccién importante de los
microorganismos presentes en el yogur (10°-10° ufc/g) sobreviven a las condiciones del sistema
digestivo humano, llegan viables al intestino grueso y son capaces de aportar enzimas y otros
metabolitos al mismo (Marco et al., 2017). Diversas investigaciones sugieren que el consumo
sostenido de yogur podria tener un impacto positivo en la composicién de la microbiota intestinal
(aumento de la diversidad microbiana, aumento de especies bacterianas intestinales benéficas,
disminucién de potenciales microorganismos patégenos) y en pardmetros sanguineos (glucemia,
insulinemia, dislipemia, proteina C reactiva). Por ejemplo, en un estudio realizado entre
consumidores (200-400 g/dia, consumo regular diario) y no consumidores de yogur, se encontrd
mayor presencia de L. delbruekii subsp. bulgaricus en las heces de los consumidores de yogur,
en niveles que fueron asociados con efectos benéficos en la salud, respecto a los no consumidores.
También se detecté un menor nimero de enterobacterias, incluyendo patégenas, en las heces de
consumidores de yogur respecto a los no consumidores, indicando que los microorganismos
presentes en el yogur pueden modificar positivamente la composicién de la microbiota intestinal
(Alvaro et al., 2007). Del mismo modo se ha reportado una relacién positiva entre el consumo de
yogur y la disminucién en la frecuencia y duracién de diarreas (principalmente en nifios),
disminucién de la constipacién y distencién abdominal, prevencidn y/o efectos terapéuticos de la
enfermedad inflamatoria intestinal y cdncer de colon (en modelos animales), y un probable efecto
benéfico en la erradicacién de Helicobacter pylori (causante de desérdenes en la parte alta del
sistema digestivo como gastritis) (Adolfsson et al., 2004).

Aunque la dieta es uno de los factores principales en la composicién y actividad de la
microbiota intestinal, en los tltimos afios también se ha propuesto que el estilo de vida, el estrés
fisiolégico (actividad fisica extrema y alteraciones en el suefio) y psicoldgico (relativo a las

emociones), la actividad fisica regular, el consumo de medicamentos, la calidad del aire, la

38



Introduccion

contaminacion y el hdbito de fumar, también tendrian una influencia importante (Redondo-Useros

et al., 2020).

III. Mercado de yogur. Escenario mundial y en Argentina.

La produccién industrial de leches fermentadas ha evolucionado mucho, tanto a nivel mundial
como en nuestro pais. Se han estandarizado los procesos en vistas a obtener productos con calidad
constante, con mayor vida ttil y también para mantener su tipicidad. Ademds, la aplicacién de
modernas tecnologias y la obtencién y empleo de nuevos ingredientes y fermentos con
propiedades nutricionales, funcionales y tecnofuncionales especificas, ha conducido a que el
portfolio de productos que se comercializan sea cada vez més amplio y novedoso.

El yogur es una de las leches fermentadas mds populares a nivel nacional y mundial
(Observatorio de la Cadena Lactea Argentina -OCLA- 2023; Tamime, 2002). Su mercado es muy
complejo y diverso, y depende de varios factores tales como las preferencias de los consumidores
y del sector al que se destine, los cambios en el estilo de vida de la poblacién, las modificaciones
en la dieta, y el mayor interés por la salud y el acceso a una alimentacién saludable. Esto ha
motivado el lanzamiento de nuevos productos para satisfacer esta creciente demanda. En nuestro
pais, el yogur se consume en el desayuno, en la merienda o se incorpora a la dieta como una
colacidn, a diferencia de lo que sucede en otros paises, en los que el yogur natural, por ej., se lo
emplea como ingrediente para la preparacion de platos salados, ensaladas, etc.

El tamafio del mercado de yogur a nivel mundial representé U$S127 billones en 2024 y se
espera que alcance U$S200 billones para 2033 (pronosticando un 5,4% de incremento en ese
lapso). Actualmente, Europa domina el mercado mundial, con una cuota de mercado del 33,6%
en el 2024 (Imarc, 2025). En el conteniente americano, Estados Unidos lidera la comercializacién.
Las tendencias de crecimiento del mercado segmentado por regi6n, posiciona a Africa en primer
lugar y a América del Sur en segunda posicién, con una tasa de crecimiento estimada en 7,6% y
6,2%, respectivamente, para el periodo 2023-2029 (Mordor Intelligence, s. f.).

Segtin datos recopilados por el OCLA, el 3,6% de la produccién total de leche en Argentina
se destind a la elaboracién de yogur y leches fermentadas en 2024 (OCLA, 2024). Este dato se
calcula en base a las empresas que procesan mas de 60.000 L diarios, englobando 45 empresas
que representan entre el 75 y 80% de la produccidn total de leche del pais; el 20-25% restante no
se tiene en cuenta en este cilculo, y corresponde a empresas mds pequefias cuya produccion se
destina mayoritariamente a la elaboracién de quesos (OCLA, 2022). En cuanto al consumo de
yogur, en 2023 fue de 25 kg per cdpita, y también se espera un crecimiento del mercado entre los
afios 2025 y 2034, proyectando una tasa del 8,3% (EMR, 2024). El mayor caudal de informacién

sobre el destino de la produccién lechera corresponde al afio 2022, como se muestra en la Fig. 1.
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Destino de la Produccién a Productos
- en litros de leche equivalentes -

Quesos de mediana humedad
{pasta semidura)
20,0%

Quesos de alta
humedad {pasta blanda)
16,5%

Quesos de muy alta
humedad (pasta muy
blanda)

1,8%

Otros quesos (rallados,
en polvo, fundidos, etc.)
0,0%

Dulce de leche

2,2%
/// Leches chocolatadas o

Quesos de baja
e —

humedad (pasta

dura)

6,6% =

Leche en p%M
descremada

8,2%

saborizadas
0,5%
Postres lacteos y flanes
0,2%

7

Yogures y otras leches
fermentadas
‘ 3,8%

Leches no refrigeradas
Leche en polvo entera y semidescremada 10,0%
24,1%
Leches refrigeradas
6,1%

Fig. L. Destino de la produccion de leche en Argentina (OCLA, 2023).

Diferentes variedades estdn al alcance del consumidor en nuestro pais. En relacién al contenido
de materia grasa pueden ser enteros, parcialmente descremados o descremados. Existen productos
con agregado de ingredientes de diferente naturaleza, por ej. con agregado de sacarosa o de
edulcorantes no nutritivos (sucralosa, stevia, entre otros), con aromatizantes/saborizantes, y/o con
agregado de frutas en diferentes formatos: trozos, pulpas, jugos. Todas estas variedades se pueden
presentar con diferente consistencia o textura: bebible, batido y firme (Chandan, 2017; Tamime,
2002). También estdn las versiones naturales, es decir sin ningin agregado, que no son muy
populares en nuestro pais. El consumidor argentino se inclina hacia productos dulces,
saborizados, a diferencia de consumidores europeos, que prefieren productos menos dulces y mas
acidos.

Entre los dltimos productos que se han lanzado al mercado se tienen los yogures con agregados
que aportan o incrementan su funcionalidad, tales como aquellos con agregado de bacterias
probidticas y con sustancias prebidticas (inulina, fructooligosacdridos, galactooligosacdridos -
GOS-, etc.) (Fazilah et al., 2018). Hay bibliografia que contempla dentro del concepto de yogur
funcional a los adicionados de vitaminas y minerales, los reducidos o bajos en lactosa, y también
los reducidos o bajos en grasa, y aquellos con agregado de compuestos/sustancias bioactivas
(fibras, lipidos bioactivos, péptidos bioactivos, etc.) (Pontonio et al., 2020).

El CAA establece en el Art. 1389 la definicion de probidticos, como “microorganismos vivos
que, administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del
consumidor...”., y en el Art. 1390 la definicion de “prebidtico” como el “ingrediente alimentario
o parte de €l (no digerible) que posee un efecto benéfico para el organismo receptor, estimulando
el crecimiento selectivo y/o actividad de una o de un niimero limitado de bacterias en el colon y
que confiere beneficios para su salud”. Las definiciones mas actuales para estos conceptos fueron

establecidas mediante un consenso de expertos por la International Scientific Association for
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Probiotics and Prebiotics (ISAPP); siendo los ‘probidticos’ microorganismos vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del huésped (Hill et al.,
2014); y un ‘prebidtico’ un sustrato que es selectivamente utilizado por los microorganismos del
huésped confiriendo un beneficio a la salud (Gibson et al., 2017).

El interés del consumidor por los alimentos saludables, lo ha llevado a familiarizarse con la
informacién que proveen los rétulos de los alimentos envasados. También se ha promovido el uso
de menos ingredientes en la formulacion de los alimentos, el empleo de ingredientes que sean
conocidos o familiares para el consumidor, y/o el uso de menos aditivos y alérgenos, lo que se
conoce como clean label o etiqueta limpia. El término fue acufiado en la década del 80 cuando
los consumidores comenzaron a evitar los nimeros E (INS en nuestro pais), que aparecen en la
lista de ingredientes del rétulo de los alimentos, con los que se identifican los diferentes aditivos
alimentarios, por su asociacidon con efectos negativos para la salud que se atribuyen a muchos de
ellos. Sin embargo, el uso del término etiqueta limpia alcanzé mayor popularidad hace diez afos
(Diaz de Apodaca, 2018).Si bien no hay una regulacion o definicién legal del término etiqueta
limpia, en general los consumidores lo asocian con varios conceptos, tales como ‘natural’ (sin
aditivos artificiales o ingredientes con nombres quimicos), ‘simples’ (minimamente procesados,
con una lista concisa de ingredientes reconocibles) y ‘transparentes’ (ingredientes que provengan
de fuentes sustentables) (Patel et al., 2020).

Sin embargo, desarrollar alimentos con etiqueta limpia representa un verdadero desafio para
la ciencia y la tecnologia de los alimentos ya que se necesita comprender la quimica, las
propiedades y la tecnofuncionalidad de los componentes o ingredientes para poder plantear su
eliminacién o reemplazo en la matriz alimentaria sin comprometer la calidad organoléptica (color,
olor, sabor, textura), la estabilidad, vida ttil y seguridad alimentaria. También hay que considerar
el costo de produccién y el precio de venta del alimento y los procesos legales especialmente para
nuevos ingredientes o aditivos (Diaz de Apodaca, 2018).

Es en este contexto que la formulacién de yogures con propiedades funcionales y nutricionales
incrementadas (altos en proteina, reducidos en grasa y en lactosa, y con sustancias prebidticas)
pueden ajustarse facilmente a este concepto de etiqueta limpia si se utiliza en su formulacién solo
ingredientes lacteos. De hecho, estan disponibles en el mercado ingredientes lacteos basados en
proteinas de suero que se han desarrollado como una alternativa clean label a los estabilizantes
convencionales, permitiendo crear texturas personalizadas sin la necesidad de agregar otros
aditivos (Arla Foods Ingredients, 2023). Yogures con estas caracteristicas son practicamente

ausentes en el mercado argentino.

IV. Tecnologia de elaboracion de yogur
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En términos fisicoquimicos, el yogur es un gel dcido producido por la interaccién y
precipitacion de las proteinas lacteas durante la fermentacién (Karam et al., 2013). El contenido
promedio de proteinas de la leche bovina es de 3,4 g/100 mL. Las caseinas representan el 80% y
las proteinas de suero el 20% del total de proteinas, es decir, la relacion caseinas (CN): proteinas
de suero (WP) es de 4:1. Ambas fracciones, caseinas (aS1, aS2, B y ) y proteinas de suero (-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, albimina sérica, inmunoglobulinas y proteosa-peptona), estan
implicadas en la formacion del gel de yogur. En las Tablas IV y V se presentan la composicion

y caracteristicas de ambos grupos de proteinas.

Tabla I'V. Composicién y caracteristicas de las caseinas (Chandan, 2006).

Caseinas % del total N° de Grupos Peso molar Punto
de caseinas residuos de fosfato aprox. (Da) isoeléctrico
aminoacidos (pH)
oS1-caseina 38 199 8 23164 4,1
oS-caseina 10 207 10-13 25388 4,1
B-caseina 35 209 5 23983 4,5-5,3
K-caseina 13 169 1 19038 4,1-4,5

Tabla V. Composicién y caracteristicas de las proteinas de suero (Chandan, 2006).

Proteinas de suero % del N° de residuos Peso molar Punto
(WP) total de  de aminoacidos aprox. (Da) isoeléctrico
WP (pH)

B-lactoglobulina 7-12 162 18277 5,2
o-lactoalbimina 2-5 123 14175 5,1
Albumina sérica 0,7-1,3 582 69000 4.8

Inmunoglobulinas 1,9-3,3 - 150000- 4,6-6,0

1000000

Proteosa-peptona 2-6 - 4000-40000 3,7

En general, se recomienda aumentar el contenido de sélidos totales (ST) de la leche para
conseguir un producto con mayor viscosidad y mejor retencién de suero (menor sinéresis)
(Chandan, 2017). El contenido de ST puede oscilar desde 8 g/100 g en un yogur descremado hasta
20-22 g/100 g en un yogur concentrado (Lee y Lucey, 2010). Varias tecnologias se pueden aplicar
para lograr este objetivo, tales como evaporacidn bajo vacio, concentracién por membranas y
agregado de ingredientes lacteos y no lacteos. Este tltimo método es uno de los mas utilizados.

La leche en polvo (SMP) es el ingrediente mds frecuentemente empleado y su adicidn produce
un aumento en la viscosidad y fuerza del gel. El nivel de agregado recomendado es 2-4 g/100 gy

se considera que con 2 g/100 g se consigue una mejora en la textura del yogur. Niveles mayores
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(6 g/100 g) se asocian con sabor a polvo y excesiva acidez en el producto final por la elevada
produccién de cido lactico (como consecuencia del elevado nivel de lactosa de la mezcla de
partida) (Karam et al., 2013). Otros ingredientes lacteos, generalmente en polvo, que pueden ser
empleados incluyen los basados en proteinas de suero como concentrados (WPC), aislados (WPI),
hidrolizados (WPH), microparticulados (MWP), o los basados en caseinas como concentrados
(caseina micelar) y caseinatos y también los concentrados de proteinas de leche (MPC).

Por su parte, en algunas variedades de yogur se incluyen en la formulacién varios ingredientes
no lacteos, como se menciond. La sacarosa, edulcorante nutritivo, es uno de los mas utilizados
para la variedad de yogur endulzado. Su agregado aumenta en gran medida los ST ya que se
incorpora en grandes cantidades (8-13 g/100 g en yogures saborizados) a la mezcla base. El limite
recomendado es de 10-11 g/100 g, ya que mayores niveles podrian ejercer un efecto inhibitorio
del fermento. La sacarosa se emplea en forma sélida o como jarabe, siendo el formato sélido el
mas cominmente utilizado. En general, se incorpora antes del tratamiento térmico para asegurar
la inocuidad y lograr una consistencia adecuada. En caso de agregar sacarosa post fermentacion,
se aconseja que sea en forma de jarabe y que el mismo esté pasteurizado (Chandan, 2006).

Otros ingredientes no lacteos usualmente empleados son los espesantes/estabilizantes, que
cumplen la funcién de mejorar la consistencia, aumentar la viscosidad, minimizar la separacién
de suero reteniendo mds agua, y mantener la estructura del gel luego de la agitacién, bombeo y
enfriamiento (Chandan, 2006). Los permitidos por el CAA fueron mencionados anteriormente.
En particular, la gelatina no se utiliza sola, a menos que se combine con otros estabilizantes,
principalmente almidén modificado y/o pectina, para evitar una consistencia gelatinosa en el
yogur firme, o la aparicién de grumos indeseados en el yogur batido (Chandan, 2006). Varios
hidrocoloides cumplen con esta funcion. Los hidrocoloides alimentarios pueden definirse como
polimeros de cadenas de alto peso molecular que se caracterizan por su propiedad de formar
dispersiones viscosas y/o geles cuando se mezclan con el agua. Se pueden obtener de diversas
fuentes que incluyen plantas, algas y microorganismos.

En la Fig. II se presenta el esquema del proceso tradicional de elaboracién de yogur, de estilo
firme y batido (Tamime, 2002). El primer paso es la preparacién de la leche base (o mezcla de
partida) que en general involucra ajustar el contenido de ST y/o estandarizar el contenido de grasa,
y también incorporar los ingredientes en polvo que se integran a la mezcla mediante agitacién
mecdnica para obtener una mezcla homogénea. Luego la leche base se homogeneiza. Este proceso
provoca modificaciones fisicoquimicas principalmente en la fraccién grasa, previniendo su
separacioén y formacién de una linea de crema (defecto que se debe evitar en yogures enteros).
También, la homogeneizacion garantiza la correcta dispersion de los ingredientes, reduce la
separacion de suero y contribuye a eliminar el oxigeno de la mezcla favoreciendo la accién de los
microorganismos que componen el fermento, que, al ser anaerobios facultativos, prefieren para

su crecimiento y metabolismo ambientes con baja o nula concentraciéon de oxigeno disuelto
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(Horiuchi y Sasaki, 2012). Posteriormente se aplica un tratamiento térmico, tipicamente de 80-85
°C/30 min o 95 °C/5 min, con el objetivo de desnaturalizar las proteinas de suero (en general entre
80-85%), ademds de garantizar la inocuidad, eliminar el oxigeno disuelto y otros gases, etc.
Temperaturas mayores a 75 °C producen, ademds de la desnaturalizaciéon de las proteinas de
suero, la interaccion entre estas proteinas desnaturalizadas con las caseinas a través de puentes
disulfuro e interacciones hidrofébicas, la interaccion entre WP-WP y la disociacién parcial de las
micelas de caseina (principalmente k-caseina). Este proceso en general conduce a la obtencién de
geles con mayor capacidad de retencion de agua, mayor viscosidad y mejor textura respecto a
geles sin un tratamiento térmico tan intenso (Chandan, 2017).

La leche base tratada térmicamente se enfria hasta la temperatura de fermentacién (40-45 °C).
El fermento o cultivo starter, compuesto por S. thermophilus y L. delbruekii subsp. bulgaricus se
inocula en la leche. El fermento es el encargado de iniciar y conducir la fermentacidn,
produciendo los cambios necesarios en los componentes presentes en la leche base para alcanzar
el cuerpo, textura y flavor deseados en el yogur. Ademads, cumple la funcidon de preservar el
producto evitando la proliferaciéon de microorganismos adventicios y retardando o inhibiendo la
actividad de microorganismos patégenos. Como fue mencionado previamente, la principal
funcién del fermento es la produccién de dcido lactico por el metabolismo de la lactosa; esto causa
un decrecimiento gradual del pH que provoca la desmineralizacién de las micelas de caseinas y
la pérdida de organizacién micelar, conduciendo a la desestabilizacién y agregacion del complejo
proteico. El comienzo de la gelificacion en las leches que han sufrido tratamientos térmicos
intensos como el del yogur se produce al punto isoeléctrico de las proteinas de suero (pH~5,0-
5,5), ya que practicamente toda la f-lactoglobulina desnaturalizada se encuentra enlazada a la k-
caseina, cubriendo la superficie de las micelas (Lucey, 2020). El pH utilizado comiinmente como
punto final de la fermentacion es ~4,6, el cual se debe alcanzar sin perturbar la matriz lactea para
no generar defectos de textura (Chandan, 2006). En la Fig. III se presenta un esquema de la
formacién del gel durante la fermentacién de yogur. Una vez alcanzado dicho pH, el yogur se
enfria para restringir el crecimiento y la actividad metabdlica del fermento, y detener la
fermentacion. La velocidad de enfriamiento debe ser continua pero no muy rdpida ya que esto
podria generar cambios en la estructura (textura y sinéresis) del yogur. Se recomienda alcanzar
18-20 °C dentro de la primera hora de enfriamiento. En el caso del yogur batido, junto con el
enfriamiento también se lleva a cabo la agitacién, que no debe ser muy prolongada ni intensa
especialmente en yogures naturales (Chandan, 2017). Por su parte, para obtener yogur firme, la
leche inoculada se fermenta y enfria directamente en el recipiente en el cual serd comercializado

sin perturbar el gel en ningtin momento del proceso (Chandan, 2017).

44



Introduccion

PREPARACION DE LA MEZCLA DE PARTIDA

(estandarizacién del contenido graso, agregado de
ingredientes lacteos y no lacteos)

v

HOMOGENEIZACION

(60-90 °C / 15-20 mPa)

TRATAMIENTO TERMICO

(80-85 °C / 30 min; 90-95 °C / 5 min)

p——— " ENFRIAMIENTO HASTA
| Fermento {—>| TEMPERATURA DE FERMENTACION
B = (40-45 °C)
Estilo Firme Estilo Batido
TRASVASE EN ENVASES TRASVASE A FERMENTADOR
FERMENTACION FERMENTACION
(40-45 °C) (40-45 °C)
ENFRIAMIENTO ENFRIAMIENTO
ALMACENAMIENTO AGITACION
REFRIGERADO
(<10 °C) ENVASADO
ALMACENAMIENTO
REFRIGERADO
(<10 °C)

Fig. II. Protocolo genérico de elaboracidn de yogur (estilo firme y batido).
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Fig. II1. Esquema del proceso de formacién del gel durante la fermentacién de yogur (Karam et

al., 2013).

V. Estudio de la formacion del gel y comportamiento reolégico del yogur

Como se menciond previamente, el yogur es un gel dcido que se forma por la interaccion,
agregacion y precipitaciéon del complejo proteico, debido a la acidificacién producida por las
bacterias del fermento. En la leche, las micelas de caseina se encuentran estabilizadas en la fase
coloidal por dos mecanismos principales, que son las interacciones hidrofébicas y la formacion
de nanoclusters de fosfato de calcio coloidal (CCP), mientras que las proteinas de suero se
encuentran en solucidn (Lucey y Horne, 2018). El tratamiento térmico que se aplica a la leche de
partida en la elaboracién de yogur provoca la desnaturalizacién de las proteinas de suero y la
interaccion de las mismas con la k-caseina, como se menciond. Esto impacta en la formacion del
gel y el comportamiento reoldgico del yogur, lo que ha sido ampliamente estudiado (Lee y Lucey,
2006, 2010; Lucey, 2016; Lucey et al., 2022; Lucey y Singh, 1998; Peng, Horne, et al., 2009;
Peng, Serra, et al., 2009; Ramaswamy y Basak, 1991; Robinson et al., 2006).

La reologia es la rama de la fisica que estudia la deformacién y el comportamiento de flujo de
los materiales. La reometria es la técnica de medida aplicada para obtener pardmetros reolégicos
(Mezger, 2006). Las técnicas reométricas pueden ser oscilatorias o rotacionales y permiten el uso

de distintas geometrias, siendo las mds comunes la de platos paralelos (PP), cono-plato y cilindros
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concéntricos (CC). Las mismas se seleccionan dependiendo de las caracteristicas de la muestra y
del andlisis que se desee realizar (Mezger, 2006).

Desde el punto de vista reoldgico, el yogur es un producto viscoeldstico, es decir, presenta un
comportamiento intermedio entre un liquido viscoso y un sélido eldstico (Genovese et al., 2007).
La metodologia més difundida para el estudio de la formacion del gel es la reometria oscilatoria
de baja amplitud o de baja deformacién (Small Amplitude Oscilatory Rheometry -SAOR-) en
geometria de cilindros concéntricos por el comportamiento newtoniano de la leche de partida. La
baja deformacion se define como una deformacion relativa de ~1% que no perturba el desarrollo
de la formacién del gel en la region viscoelastica lineal (donde el médulo complejo, que se
definird a continuacion, es independiente del esfuerzo o la deformacion aplicada) (Lee y Lucey,
2010). Para ello, la leche inoculada se introduce en el cilindro exterior (o copa del reémetro), el
mismo se coloca en el peltier del reémetro con control de temperatura que se configura a 40-45
°C. El cilindro superior (o sonda de medicién) se introduce en la copa. El instrumento puede
controlar la velocidad (amplitud y frecuencia) a la cual se mueve el cilindro superior, y también
puede registrar la fuerza requerida para operar la sonda de medicién. Como el nombre de la
técnica lo indica, el movimiento de la sonda es oscilatorio y se puede describir como una funcién
sinusoidal entre la deformacién (o el esfuerzo aplicado) y el tiempo de aplicaciéon de dicha

deformacién (Fig. IV).

Deformacion

= Solido Ideal
= Fluido Viscoelastico
= Liquido Newtoniano

L 1 1 Il

Tiempo (s)

Fig. IV. Representacion gréfica de la funcidn sinusoidal del movimiento oscilatorio. Linea roja:

liquido newtoniano; linea azul: sélido ideal; linea verde: fluido viscoelastico.

Mateméticamente, una deformacién sinusoidal (y) se expresa como:

Y = Yo sen(ot)
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donde yg es la amplitud de deformacion, w es la frecuencia de oscilacion y t es el tiempo de
aplicacion.

El esfuerzo resultante de la deformacion (t) es:

T=1psen (wt+ §)

Donde T es el esfuerzo umbral y 8 es el dngulo de fase.
Para un sélido eléstico, §=0°, y para un liquido viscoso §=90°. Para los materiales viscoeldsticos,
0°< 8<90°, y para los fluidos viscoelasticos 45°< §<90°.
A partir del andlisis por niimeros complejos del movimiento oscilatorio se arriba a la definicién

del médulo complejo (G*) que representa todo el rango viscoelastico:

El médulo complejo estd compuesto por el mddulo elastico o de almacenamiento (G”) y el mdédulo
viscoso o de pérdida (G’) y su relacion se puede observar claramente a partir de la representacion

trigonométrica:

De esta manera, se obtiene que:

G = |62+ (62

n

tand = —
an g

La tan 6 también se conoce como tangente de pérdida.

El G’ expresa la magnitud de energia almacenada por ciclo de deformacién e indica las
caracteristicas de s6lido (comportamiento eldstico) de la muestra. El G”” indica la magnitud de
energia que se pierde por disipacion por cada ciclo de deformacién y refleja las caracteristicas de
liquido (comportamiento viscoso) de la muestra. Se puede observar que cuando G’<G”’, el aporte
de G’ en G* es mayor que el de G’ y se puede decir que predomina el comportamiento de liquido
viscoeldstico; lo contrario sucede cuando G’>G”’, donde predomina el comportamiento de s6lido
viscoeldstico. Para el yogur batido y firme, en general se esperan valores de G’>G”’ (Lee y Lucey,

2010).
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Durante una fermentacién de yogur, se pueden obtener curvas de G’, G’” y/o tan  vs. Tiempo
de Fermentacion o pH, como la que se muestra en la Fig. V. Los valores de G’ aumentan durante
la fermentacién, dado por las interiacciones entre las particulas proteicas, reordenamientos de la
red proteica y posible adhesion de pequefias cadenas proteicas a la red. También se puede observar
que ocurre un méaximo en la curva de Tangente de Pérdida vs. Tiempo de Fermentacion. Esto
ocurre en sistemas con caseinas y proteinas de suero que han sido sometidos a un tratamiento
térmico. El maximo de la curva se interpreta como una pérdida parcial de la estructura original de
las micelas de caseina, por la solubilizacién de CCP (en pH~5,0), mientras que la diminucién de
la tangente de pérdida luego de este maximo puede deberse a la disminucién de la repulsion
electrostdtica y el aumento de las interacciones caseina-caseina enlazadas a la -lactoglobulina,
mientras el sistema se acerca a su punto isoeléctrico (pH=4,6) (Lucey, 2004b). La solubilizacién
del CCP provoca el aumento de la capacidad buffer del sistema, el aumento de la fuerza i6nica
del suero y la pérdida de la estructura micelar (Wilbanks et al., 2023).

Otra informacion importante que se obtiene de la curva G’ vs. Tiempo de Fermentacion es el
punto en el cual comienza la gelificacién, que ha sido definido como el momento en el que G’>1
Pa. En una fermentaciéon de yogur, donde la leche ha sufrido un tratamiento térmico lo
suficientemente elevado como para producir la desnaturalizacién de las proteinas de suero y su
precipitacion sobre la k-caseina, este punto coincide con un pH~5,5-5,0, alrededor del punto

isoeléctrico de la B-lactoglobulina (Lucey et al.,1998).
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Fig. V. Curvas tipicas de Mdodulo de Almacenamiento o G’ (@) y de Tangente de Pérdida (o) vs.
Tiempo de Fermentacion obtenidas por reometria oscilatoria durante una fermentacion de yogur

(Lee y Lucey, 2010).

Por otro lado, existe otro grupo de técnicas reométricas donde se aplican grandes

deformaciones, en las que el reémetro se opera de manera rotacional. En un reémetro
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convencional, se pueden realizar andlisis a esfuerzo de corte controlado o a velocidad de corte
controlada.

Algunos parametros que se pueden estudiar mediante estas técnicas reométricas son el
comportamiento de flujo y la viscosidad de los productos. La relacion entre el esfuerzo de corte

(0) y la velocidad de corte (y), permiten calcular la viscosidad (17):

<1Q

En los materiales viscoeldsticos, la viscosidad no es constante respecto a la velocidad de corte
aplicada, por lo que se la denomina viscosidad aparente (17,), a diferencia de los fluidos
newtonianos, en los que la viscosidad es constante con el esfuerzo de corte y con el tiempo de
aplicacién del mismo.

A partir del ajuste matemadtico de los datos de las curvas de Esfuerzo de Corte vs. Velocidad
de Corte, se pueden obtener pardmetros relacionados al comportamiento de flujo del material

estudiado. Los modelos matemadticos mas empleados para yogur son:

Ley de Potencia: 0 = ky™
Herschel-Bulkley: ¢ = gy + ky™

1/2
1/2 00/ + Nap )/1/2

Casson: o
siendo o: esfuerzo de corte; y: velocidad de corte; 14, : viscosidad aparente; n: indice de
comportamiento de flujo; k: indice de consistencia y oy: esfuerzo umbral (Rao, 1999) La principal
diferencia entre la Ley de Potencia y los otros modelos es que esta no contiene un término que
represente el esfuerzo umbral (es decir, el esfuerzo que necesita la muestra para comenzar a fluir).
Dicho esfuerzo es esperable en productos que no han sido perturbados antes de la medicién, o que
tuvieron un tiempo suficiente de reestructuracién entre la perturbacidon y el momento de la
medicion. Justamente, en yogures batidos se debe considerar que el paso de agitacidn resulta en
una disminucién de la viscosidad aparente y en una pérdida del esfuerzo umbral, que se recuperan
solo parcialmente al finalizar la deformacién en un proceso dependiente del tiempo

(reestructuracién) (Lee y Lucey, 2010).

VI. Estrategias para incrementar el contenido proteico en yogur

La tradicién de producir leches fermentadas o yogures concentrados (o altos en proteinas) en
paises como Turquia, India, Grecia, Dinamarca y del Mediterrdneo Oriental existe hace mucho

tiempo. En cambio, en paises como Estados Unidos, Canadd, paises Nordicos, Reino Unido,
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Irlanda, Australia y Nueva Zelanda, su ingreso al mercado en forma de yogur griego es mas
reciente, observandose un incremento en el consumo en los ultimos afios (Jgrgensen et al., 2019;
Tamime etal., 2014). En Argentina, estas variedades son escasas y han sido lanzadas
recientemente.

Especificamente, la tecnologia para elaborar yogur griego requiere la separacion de suero del
producto ya fermentado, produciendo un incremento del contenido proteico. La manera
tradicional de obtener este tipo de yogur es la filtracién en bolsas de tela a 4 °C (overnight),
aunque las condiciones resultan poco higiénicas y el producto no alcanza la vida util esperada.
Por este motivo, en la actualidad el drenaje del suero se realiza por ultrafiltracién o por
centrifugacién (Chandan, 2006). La desventaja principal de este proceso es la generacion de suero
acido, que requiere ser tratado para su disposicidn porque presenta una alta demanda biolégica de
oxigeno. Ademds, su bajo nivel proteico limita su utilizacién en alimentacién animal, y el elevado
contenido de minerales y 4cido lactico dificulta recuperar la lactosa por cristalizacién (Valencia
etal., 2018). Es por este motivo que las estrategias de concentracioén proteica previas a la
fermentacion resultan de interés (Jgrgensen et al., 2019; Koérzendorfer y Hinrichs, 2019).

Dentro de los métodos que se aplican antes de fermentar, uno de los mds comunes consiste en
formular la leche base con ingredientes conteniendo proteinas licteas, como los mencionados
anteriormente. Las diferencias composicionales de los ingredientes deben ser tenidas en cuenta a
la hora de formular el alimento en cuestién (Kelly, 2018). De hecho, dependiendo el proceso
empleado para incrementar proteina, se puede provocar un desbalance en la relacion CN:WP
respecto a la original de la leche (Zhao et al., 2016a). También se pueden tener distintos grados
de desnaturalizacion proteica inherente al proceso de manufactura de los ingredientes. Todos estos
aspectos pueden afectar en mayor o menor medida la fermentacidn, las caracteristicas del
producto y su calidad final. Ademds, la disponibilidad y el costo de los mismos puede influir en
su aplicacion a nivel industrial dependiendo de la regién.

En la Fig. VI se presenta un esquema de ingredientes lacteos clasificados segtn el tipo de

proteinas que contienen.
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INGREDIENTES DE PROTEINAS LACTEAS

Basados en proteinas Basados en caseinas Basados en proteinas
de suero (WP) (CN) de leche
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Fig VI. Ingredientes de proteinas lacteas clasificados segtn el tipo de proteinas que contienen

(proteinas de suero -WP-, caseinas -CN-, proteinas de leche)

En la Tabla VI se presenta la composicion de los ingredientes mds cominmente empleados

para la elaboracién de yogur.
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Tabla VI. Composicién aproximada (g/100 g) de ingredientes lacteos (Tamime, 2009).

Producto Agua Grasa Proteina Carbohidratos Cenizas
SMP 3,5 0,7-1,3 35-37 49-52 7,5-8,0
MPC70 4,2 1,4 70 16,2 8,2
MPC80 3,9 1,8 80 4,1 7.4
Caseinato 3-5 0,9-1,5 89-95 0,2 3,3-5
(Na, Ca, K)
WPC35 4,6 2-4 34-36 44-53 7-8
WPC70/80 4-5 0,3-7,0 72-81 2-13 2,5-6,5
WPI 2,5-6 0,1-0,7 89-93 0,1-0,8 1,4-3,8
WPH 4,0 5,0 81,5 3,0 4,5
MWP 5,0 6,0 45,0 40,0 6,0

SMP: leche en polvo descremada; MPC70: concentrado de proteinas de leche al 70%; MCP80: concentrado
de proteinas de leche al 80%; WPC35: concentrado de proteinas de suero al 35%; WPC70/80: concentrado
de proteinas de suero al 70%/80%; WPI: aislado de proteinas de suero; WPH: hidrolizado de proteinas de
suero; MWP: proteinas de suero microparticuladas.

A continuacién, se detallan los reportes previos del uso de los distintos ingredientes en
elaboraciones de yogur o geles 4cidos.

El uso de MPC presenta la ventaja de incrementar el contenido de proteina sin aumentar
significativamente el nivel de lactosa ni modificar la relaciéon CN:WP original de la leche (Qi
etal., 2022). Mistry y Hassan (1992) utilizaron MPC84 en polvo para obtener yogures
descremados, con 5,2-11,3 g/100 g de proteina, 1,6-7,9 g/100 g de lactosa 'y 11,1-15,0 g/100 g de
solidos totales; concluyeron que el producto con 5,6 g/100 g de proteina fue el que presento las
mejores caracteristicas texturales, ya que con mayores niveles de proteina los yogures
desarrollaron excesiva firmeza y granulosidad. Shah et al. (2022) utilizaron MPC70 en polvo en
la formulacién de un yogur con 6,3 g/100 g de proteina, y encontraron mayor viscosidad y menor
sinéresis en comparacién a otros yogures con menor contenido proteico (3-3,7 g/100 g)
elaborados con otros ingredientes (SMP, MPC40).

Por el contrario, la relacién CN: WP puede modificarse por el agregado de ingredientes basados
en casefnas o en proteinas de suero. Se ha reportado el uso de concentrados de caseina micelar
(Bong y Moraru, 2014; Jgrgensen et al., 2015), aislados de caseina micelar (Wilbanks et al., 2023)
y caseinatos (Akalin et al., 2012; Giacometti Cavalheiro et al., 2020) para la formulacién de
yogures con niveles de proteina >5,6 g/100 g. Entre los caseinatos, el de calcio es el mds utilizado
porque presenta la ventaja de mejorar la estructura del yogur por la mayor cantidad de puentes
inter proteicos que se pueden formar vinculado a la mayor concentracién de este mineral (Remeuf
et al., 2003). Giacometti Cavalheiro et al. (2020) emplearon este ingrediente en la obtencién de

yogures con 7 g/100 g de proteina y 0,2 g/100 g de grasa, observandose que el incremento de
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proteina aumentd la actividad inhibitoria de la enzima conversora de angiotensina (efecto
antihipertensivo) respecto a un control con 4 g/100 g de proteina, lo cual se atribuy6 a la mayor
formacion de péptidos con esta bioactividad.

Entre los ingredientes basados en proteinas de suero, el mas utilizado es el concentrado de
proteinas de suero (WPC). El uso de WPC80 es el mas reportado en la produccién de yogures
altos en proteina (>5,6 g/100 g) (Akalin et al., 2012; Brodziak et al., 2020; Morell et al., 2017;
Wherry et al., 2019); aunque también se ha informado el uso de WPC60 (da Silva et al., 2022) y
WPC40 en yogures con ~5 g/100 g de proteina (Vénica et al., 2023a).

En general, el agregado de proteinas de suero, que provoca una reduccion de la relacién
CN:WP, conduce a redes proteicas mas densas, con poros mas pequefios y una reticulacion fina
entre las caseinas y las proteinas de suero (Lesme et al., 2020). Pero el excesivo agregado de
proteinas de suero puede generar sabores y texturas indeseadas; por ejemplo, un reemplazo de
>20% de los sélidos no grasos de la leche con WPC gener6 una textura granulosa (Lucey y Singh,
1998). La baja proporcioén de caseinas da como resultado una estructura de gel mds abierta, con
mayor tendencia a la sinéresis (Gonzalez-Martinez et al., 2002), comportamiento que ha sido
atribuido a los enlaces mas fuertes que se establecen entre las proteinas de suero (puentes
disulfuro) que entre las caseinas; es por esto que geles enriquecidos con caseinas son mas débiles
y menos firmes que los enriquecidos con proteinas de suero (Krzeminski et al., 2011).

Diversos estudios han demostrado que el aumento de proteinas de suero aumenta el didmetro
efectivo de las particulas post tratamiento térmico, dado por la deposicién de las proteinas de
suero desnaturalizadas sobre las caseinas, formando agregados de mayor tamafio. Se sugirié que
arelaciones CN:WP <3:1 ocurre la saturacion de la superficie de k-caseina con proteinas de suero
desnaturalizadas, y que las proteinas de suero restantes forman agregados solubles (Beaulieu
et al., 1999). Tamaiios de particulas/agregados >150 um en yogur son percibidos como 4speros,
granulosos y poco cremosos; ademads, el tamafio, la forma y dureza de esas particulas también
influyen en la percepcion de cremosidad. El exceso de proteina de suero se vincula a la formacién
de estas particulas irregulares, con tamaifios heterogéneos (Krzeminski et al., 2011). En general,
los estudios realizados coinciden en que relaciones CN:WP <2:1 conducen a productos con mayor
viscosidad, firmeza y menor sinéresis, pero que presentan la formacién de agregados proteicos de
tamafios >100 um, generando granulosidad (Chua et al., 2017; Kiiciikcetin, 2008; Laiho et al.,
2017; Puvanenthiran et al., 2002; Tomaschunas et al., 2012).

También se ha estudiado el uso de proteinas de suero microparticuladas (MWP). Este
ingrediente se ha utilizado como sustituto de materia grasa por sus propiedades tecnofuncionales
vinculadas al pequefio tamafio de las particulas que se obtienen en su proceso de manufactura,
que combina tratamientos térmicos y mecanicos a pH bajo para crear dispersiones de particulas
pequeiias (1-10 pm) que luego son sometidas a un proceso de secado (Kelly, 2018; Shi et al.,

2023). En este sentido, Hossain et al. (2020) investigaron el efecto de MWP con distintos tamafios
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de particula en yogures bajos en grasa (<0,5 g/100 g) en comparacién a un yogur entero con 3,5
¢/100 g de grasa; a partir de un andlisis sensorial encontraron que dos de las formulaciones
propuestas se asemejaban al yogur entero. Ademds, el tamafio de las particulas demostré ser un
factor influyente en los parametros texturales como la firmeza, viscosidad y cremosidad. También
Silva y O’Mahony (2018) emplearon distintas concentraciones de MWP en la formulacién de
yogures con 8 g/100 g de proteina y <0,3 g/100 g de grasa, detectindose diferencias en la
estructura del gel (menor firmeza, mayor porosidad, menor capacidad de retencién de agua) que
un yogur control sin este ingrediente.

Otro ejemplo de ingrediente de proteinas de suero, muy poco difundido para la elaboracion de
yogur, es el aislado de proteinas de suero nativa (mWPI), que se obtiene por aislamiento de las
proteinas de suero de la leche a través de membranas de microfiltracién. A diferencia del WPI
obtenido de suero de queseria, este ingrediente se considera mas ‘limpio’ en cuanto a su sabor,
coloracidn, acidez, etc. Hay muy pocos reportes de su uso en yogur incrementado en proteinas,
ya que se destaca por sus propiedades nutracéuticas para deportistas y adultos mayores, mas que
por su tecnofuncionalidad (Fabre et al., 2022; Garcia-Vicencio et al., 2018; Guggisberg et al.,
2007).

Otro de los métodos para incrementar proteinas es la concentracion de la leche por filtracion
tangencial por membranas. Este es un proceso no térmico que permite separar los componentes
por tamizado en funcién del peso molecular, minimizando la desnaturalizacién proteica. La
ultrafiltracién (UF) separa las proteinas en su estado nativo (retentado), del material de bajo peso
molecular (lactosa, sales, vitaminas y agua) que atraviesa la membrana (permeado). En general
se emplean presiones comprendidas entre 70 a 170 kPa. Las membranas pueden ser de
polietersulfona, poliamidas aromaticas, acetato de celulosa, cerdmicas, entre otras, y con peso
molecular de corte desde aprox. 1000 hasta 100000 Dalton (Kelly, 2011). Un retentado de leche
obtenido con una membrana con tamafio de corte ~10kDa (o menor) tendrd una relacién CN:WP
igual a la de la leche de partida (80:20) (Jgrgensen, 2017).

Esta metodologia fue ensayada en yogures altos en proteina (Biliaderis et al., 1992; Magenis
et al., 2006; Marini et al., 2022; Narayana y Gupta, 2016; Sobti et al., 2024; Uduwerella et al.,
2018; Valencia et al., 2018). Por ejemplo, Uduwerella et al. (2018) utilizaron leche concentrada
por UF hasta 23 g/100 g de sélidos totales para elaborar yogures con ~10 g/100 g de proteina y
2,4 g/100 g de lactosa y 8-10 g/100 g de grasa. También, Valencia et al. (2018) emplearon leche
concentrada por UF con 17 g/100 g de s6lidos totales, obteniendo un yogur con ~10 g/100 g de
proteina 'y 1,5 g/100 g de lactosa.

Por su parte, las caseinas se pueden concentrar por microfiltracion (MF) con membranas de
0,05-0,20 um y en el permeado se recuperan las proteinas de suero nativas. Esta estrategia fue
propuesta por Jgrgensen et al. (2015) para obtener yogur alto en proteinas (~8 g/100 g) utilizando

leche concentrada por MF y permeado de MF; a la leche base se le aplicaron distintos tratamientos
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térmicos para estudiar el efecto del grado de desnaturalizacién de las proteinas de suero sobre
pardmetros estructurales del yogur.

Por otro lado, el método empleado para incrementar el nivel proteico afecta la concentracién
de lactosa de la leche base y esto puede provocar efectos en la fermentacion y en la calidad del
producto final. Los polvos de proteina de suero con alta concentracién de proteina (por ej.,
WPCB80), concentrados de proteina de leche (MPC70 o MPC80), concentrados de caseina o
caseinatos y retentado de UF/MF aportan bajas cantidades de lactosa a la leche de partida (5 g/100
g o menor) (Tabla VI). Por el contrario, el empleo de ingredientes con bajo nivel de proteina (30-
35 g/100 g, como SMP y WPC35) para formular una leche base con 7-8 g/100 g de proteina
conduce a niveles de lactosa cercanos al 10 g/100 g, que derivardn en un yogur con ~7 g/100 g de
lactosa final. Se ha reportado que una concentraciéon de lactosa de 15 g/100 g puede afectar el
desempefio de las cepas de S. thermophilus y L. delbruekii subsp. bulgaricus e impactar en la
produccién de 4cido lactico (Vinderola et al., 2002). También se ha reportado que la lactosa
ejerceria un efecto protector frente a la desnaturalizacién por calor de las proteinas de suero (-
lactoglobulina y o-lactoalbimina), aumentando el ordenamiento de las moléculas de agua
alrededor de las proteinas y estabilizando su estructura nativa, lo que podria afectar la
estructuracion de la matriz proteica durante la fermentacién (Anema et al., 2006). Al respecto, se
evalud la desnaturalizacién de las proteinas de suero obtenidas a partir de SMP de bajo tratamiento
térmico (que tiene una alta proporcién de proteinas de suero en estado nativo), en presencia de
diferentes concentraciones de lactosa (5, 10 y 15 g/100 g) aplicando diferentes tratamientos
térmicos (75 a 100 °C, 0-60 min); se observé que la desnaturalizacion irreversible de la -
lactoglobulina y la a-lactoalbimina disminuyé a mayor concentracién de lactosa presente en la
mezcla, aunque este efecto protector fue mucho menor para la B-lactoglobulina con calentamiento
mayor a 90 °C (95 °C/5 min) (Anema et al., 2006). En otro estudio, se analiz6 el efecto de distintos
niveles de lactosa (sin lactosa agregada, con 5,6 y con 11,2 g/100 g de lactosa) en la reologia de
un gel 4cido (4 g/100 g de proteina) formulado con MPC calentado a 90 °C/10 min (Meletharayil
et al., 2016). El aumento de lactosa produjo geles con mayor valor de médulo de almacenamiento
(indicando comportamiento mds cercano a un s6lido), mayor capacidad de retencién de agua y
menor porosidad. Acorde a estos resultados, el estudio de la concentracion de lactosa resulta de
interés en yogures altos en proteina como un factor de modulacién de la textura, reologia y
capacidad de retencion de agua (Jgrgensen et al., 2019).

Ademds de los efectos sobre la tecnologia de elaboracién, un contenido elevado de lactosa en
el yogur podria ser rechazado por el consumidor dada la tendencia actual a la reduccién de este
carbohidrato para la poblacién con deficiencia en su digestion-absorcién, como fue detallado
previamente. Una alternativa es la hidrolisis enzimdtica de la lactosa en sus monosacaridos
constituyentes (glucosa y galactosa), mediada por la enzima B-galactosidasa. Esta estrategia se ha

estudiado minuciosamente en el INLAIN empleando una enzima comercial, en cuanto al
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momento y dosis de agregado durante la elaboracién de yogur, formulacién de la leche base (nivel
de grasa, niveles de SMP y WPC, nivel de sacarosa, aspartamo, inulina) (Vénica et al., 2020a;
Vénica et al., 2014). Sin embargo, estos estudios se realizaron en yogures con niveles de proteina

<5,6 g/100 g.

VIL Estrategias para incorporar fibras al yogur

La fibra dietaria se define como las partes comestibles de plantas o carbohidratos andlogos
(extraidos o sintéticos) resistentes a la digestién por 4dcido y enzimas digestivas del ser humano y
absorcion en el intestino delgado, con fermentacion completa, parcial o incompleta en el intestino
grueso (Dhingra et al., 2012; Stribling y Ibrahim, 2023; Yegin et al., 2020). Estdn presentes
naturalmente en una variedad de cereales, vegetales, frutas, legumbres, y también en algunas
fuentes marinas (exoesqueletos de crusticeos) (Yegin et al., 2020).

Desde el punto de vista quimico, la fibra no es una entidad tnica. Esta representada por una
mezcla de carbohidratos con diferentes estructuras (peso molecular, grado de polimerizacién -
GP-, tipo de enlaces glicosidicos), incluyéndose también a la lignina (polimero fenélico que forma
parte de las paredes celulares de plantas y algas) (Nevara et al., 2021).

La fraccién fibra se clasifica en componentes de alto peso molecular que incluyen los
polisacaridos no amildceos (celulosa, hemicelulosas, gomas, mucilagos, pectinas, B-glucanos),
almidones resistentes y lignina, y componentes de bajo peso molecular que incluyen
oligosacdridos (con GP de 3 a 9, tales como fructooligosacdridos -FOS-,GOS, oligofructosa,
maltodextrinas resistentes) y la inulina (con GP > 10) (Guo et al., 2018; Stribling y Ibrahim, 2023;
Vilcanqui-Pérez y Vilchez-Perales, 2017). Otra clasificacién posible es en fibras solubles
(viscosas) e insolubles. En general, las solubles se refieren a las de bajo peso molecular y las
insolubles a las de alto peso molecular (Mudgil, 2017). En particular, algunos oligosacaridos
tienen rol prebidtico (Gibson et al., 2017; Mufioz-Labrador et al., 2024). Inulina, FOS y GOS son
los que retdnen el mayor caudal de evidencia cientifica al respecto (Gibson et al., 2017).

A la fibra se le atribuyen multiples funciones fisiol6gicas positivas para la salud: incremento
de la saciedad, mejora de la salud intestinal, mejora de la laxacién, atenuacién de los niveles de
triglicéridos, colesterol y glucosa en sangre, reduccion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, prevencidn de ciertos tipos de cancer (por €j., cancer de colon) (Anderson et al.,
2009; Dabour et al., 2022; Stribling y Ibrahim, 2023). Sin embargo, se desconocen los efectos
sobre la salud de la fibra agregada en comparacion con la fibra intrinseca, y en el etiquetado de
los alimentos no se distingue entre fibra intrinseca o anadida, lo que podria resultar confuso para
los consumidores (Stribling y Ibrahim, 2023).

Las fibras son resistentes a las enzimas pancredticas y salivares, son estables al medio dcido

del estémago, y las enzimas del intestino delgado no las pueden hidrolizar. La fibra actda
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diluyendo el contenido en el estémago y prolonga el vaciado géstrico. En el intestino delgado, la
fibra actda aumentando la viscosidad de la capa de agua instilada, lo que potencialmente influye
en la eficiencia de la digestion y la absorcion. En el intestino grueso, la fibra (prebiética) es un
sustrato (fuente de carbono) para la microbiota que habita en el mismo. La fermentacién
bacteriana de la fibra produce un aumento de la produccién de acidos de cadena corta (acético,
propidnico, butirico), ocasionando posteriormente una reduccién del pH colénico. Los valores
bajos de pH intestinal impiden el crecimiento de ciertas especies bacterianas patégenas al tiempo
que fomentan el crecimiento de la microbiota beneficiosa (por ejemplo, bifidobacterias y bacterias
lacticas). Un pH coldnico bajo también puede ayudar a la excrecion de ciertos carcindgenos, que
se unen a la fibra dietética en el colon. Se ha demostrado que un pH bajo en las heces se asocia
con una menor incidencia de cancer de colon (Yegin et al., 2020). Ademads de los 4cidos de cadena
corta, se sintetizan andlogos de hormonas, vitaminas y neurotransmisores, activando el sistema
inmune y aumentando la resistencia intestinal a la flora patégena (Liu et al., 2024).

Los efectos fisioldgicos estdn relacionados con las propiedades fisicoquimicas, tales como
capacidad de retener agua y aceite, capacidad de hinchamiento, capacidad de adsorcidn,
viscosidad, habilidad para formar geles, unién a cationes y colesterol, y capacidad de
fermentacion (Dhingra et al., 2012; Guo et al., 2018; Rosdi et al., 2022). Estas caracteristicas y la
funcidn fisioldgica estdn intimamente relacionadas con la estructura del compuesto (Nevara et al.,
2021). Las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento reolégico de las fibras, son aspectos
esenciales para el desarrollo de nuevos alimentos, la estabilidad durante el almacenamiento,
estructura y aspectos sensoriales de los alimentos, y el disefio de equipos de procesamiento de
alimentos (Nevara et al., 2021).

La baja ingesta de fibras es una caracteristica de la tipica dieta “occidental” que es alta en
grasas saturadas, azicar refinada y sal, y baja en alimentos basados en plantas (Stribling y
Ibrahim, 2023). De esta manera, el agregado de ingredientes como fuente de fibras (extraidas o
sintéticas) a los alimentos de consumo habitual, constituye una estrategia novedosa y actual para
incrementar el consumo de las mismas (Stribling e Ibrahim, 2023), sobre todo si nos referimos a
los lacteos, dado que la leche estd exenta de este nutriente.

Por la habilidad que poseen las fibras de enlazar agua y gelificar, como se menciond, son
ingredientes ideales para disminuir la sinéresis y reemplazar grasas en los alimentos, pero pueden
producir textura granulosa y una desagradable sensacién en la boca, disminuyendo la
aceptabilidad del alimento (Banks y Weimer, 2007; Guo et al., 2018; Karimi et al., 2015; Ng
et al., 2018; Ribes et al., 2021). Ademads, y en el caso particular de su inclusion en la tecnologia
de lacteos fermentados, estos carbohidratos agregados podrian ser metabolizados por los
fermentos, modificar la viabilidad y el metabolismo microbiano, impactar en la cinética de
fermentacion y en los metabolitos producidos, y dar lugar a off-flavors, disminuyendo la calidad

sensorial del alimento (Banks y Weimer, 2007).
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El aumento de nivel de fibra en yogur puede lograrse adicionando ingredientes fuente de fibras

o aplicando tecnologias que conduzcan a su formacion in sifu.

a. Incorporacion de ingredientes fuente de fibras en yogur

Como se menciond anteriormente, fibras de diferentes origenes y de diferente GP pueden
emplearse como ingredientes alimentarios. En cuanto a su aplicacién en yogur, son abundantes
los reportes publicados, pudiéndose citar como ejemplos: Chen et al., 2023; El-Kholy et al., 2020;
Espirito-Santo et al., 2013; Hasani et al., 2017; Hashim et al., 2009; Hoppert et al., 2013; Ozcan
y Kurtuldu, 2014; Prasad et al., 2013; Ribes et al., 2021; Sanz et al., 2008; Staffolo et al., 2004;
Yildiz y Ozcan, 2019; Zhang et al., 2024. Sin embargo, los estudios de la evaluacién de estos
ingredientes en la formulacién de yogur alto en proteina son escasos (Costa et al., 2019; Lal Bajya
et al., 2024).

En el caso particular de este trabajo de tesis se evalu6 la inclusién de un ingrediente de fibra
de zanahoria en yogur. La zanahoria (Daucus carota subsp. sativus) es una hortaliza de raiz de
gran distribucién en todo el mundo. La producciéon mundial fue de aprox. 41 millones de toneladas
en 2021, siendo China el principal productor, seguido por Uzbekistin y Estados Unidos
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-zanahoria-argentina-hasta-2021-
2022.pdf). En Argentina la produccién de zanahoria se incrementd 43% en los ultimos 30 afos,
alcanzando en 2021 las 300.000 toneladas. El principal destino es el consumo en fresco, salvo
una pequefla proporcion que se utiliza para deshidratacion y otros procesos
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/produccion-zanahoria-argentina-hasta-2021-
2022.pdf). En los dltimos afios, el consumo de zanahoria y sus productos derivados se ha
incrementado por ser una fuente importante de antioxidantes (carotenoides y antocianinas),
vitaminas, minerales y fibra (Que et al., 2019).

Santa Fe es una de las provincias productoras de zanahoria, luego de Mendoza, Santiago del
Estero y Buenos Aires. Gran parte de lo que se cosecha en Santa Fe (aprox. 40%) no se
comercializa por no cumplir con las exigencias del mercado en cuanto a forma y tamaifio,
destindndose una parte a la alimentacién animal y la otra parte se descarta ocasionando
contaminacién al medio ambiente. En un intento por revalorizar los residuos agricolas de la region
y brindar una alternativa sustentable, un grupo de investigadores de la Facultad de Ingenieria
Quimica-Universidad Nacional del Litoral (Programa de Valorizacion, Desarrollo y Escalado de
Procesos Agroindustriales, PROVADE, UNL-CONICET) optimizé un proceso para el
aprovechamiento de las zanahorias de descarte y obtuvieron un residuo rico en fibra, compuesto
mayoritariamente por componentes de alto peso molecular (fibra insoluble), para ser usado como
ingrediente alimentario. En estudios previos, se han obtenido resultados satisfactorios de la

aplicacion de este ingrediente en yogur (4,2 g/100 g proteina y 1,5 g/100 g grasa) (Vénica et al.,
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2020b). Ademads de estos reportes, se identifican muy pocos datos publicados sobre el agregado
de fibra de zanahoria en yogur y su efecto en la tecnologia y en las caracteristicas del producto
(Dong et al., 2022; McCann et al., 2011; Puvanenthiran et al., 2014; Yildiz y Ozcan, 2019). Para

yogur alto en protefnas, segiin nuestro conocimiento, no hay reportes actuales.

b. Formacion in situ de GOS en yogur

Los GOS estdn dentro del grupo de las fibras solubles, con rol prebiético, como se menciono.
Desde el punto de vista estructural, son una mezcla compleja de oligosacaridos de galactosa con
diferente GP (2-10), peso molecular y enlaces glicosidicos. Los GOS se sintetizan por via
enzimatica con enzimas [}-galactosidasas a partir de la lactosa, en una reaccién de
transgalactosilacion que ocurre simultdneamente con la reaccién de hidrélisis (Deshmukh et al.,
2024; Gosling et al., 2010). Varios factores influyen en la sintesis y en las caracteristicas y
propiedades de los GOS obtenidos (concentracion de lactosa de partida, origen de la enzima y
actividad, dosis de enzima, entre otros) (Gosling et al., 2010) .

La industria lactea emplea GOS como ingrediente funcional en férmulas infantiles. También
se los propone como ingrediente para varios tipos de alimentos (lacteos, panificados, etc.) debido
a que son estables a las altas temperaturas y en un amplio rango de pH, entre otras caracteristicas
(Crisa, 2013). La incorporaciéon de GOS a licteos fermentados ha sido reportada en pocos
trabajos. Costa et al. (2019) adicionaron GOS (2,5 g/100 mL) en la leche para yogur y reportaron
que mejord la consistencia y no afecté el perfil de volétiles del producto. Prasad et al. (2013)
informaron que la incorporacién de 2,0 g/100 mL de GOS mejord el crecimiento de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus acortando el tiempo de fermentacidn, incrementando la protedlisis y la
concentracion de 4cidos l4ctico y acético, y produciendo una disminucién de la sinéresis, aunque
no hubo diferencia en la firmeza. Ng et al. (2018) observaron que el agregado de GOS en distintos
niveles (9,1, 11,3 y 13,6 g/100 g) redujo la sinéresis y aumenté ligeramente la lubricacién al
tiempo que mantuvo la textura y las caracteristicas sensoriales del yogur.

Otra estrategia al agregado como ingrediente, lo constituye la formacién in situ de GOS en la
matriz alimentaria en ciertas condiciones (Playne, 2003). Los estudios reportados de formacién
in situ de GOS en yogur no son abundantes, y en su mayoria son sobre yogures con contenido
tradicional de proteinas (Martins et al., 2011; Martins et al., 2014; Toba et al., 1986). En el
INLAIN se trabaja desde hace afios en esta linea (Seijo et al., 2022; Vénica et al., 2015, 2016,
2020a). Vénica et al., (2015) informaron que los niveles de GOS no disminuyeron durante el
almacenamiento de yogur infiriendo la incapacidad de los fermentos para metabolizar estos
compuestos bioactivos y la proteccidn que brindé la matriz lactea para evitar su degradacién. Por
otro lado, Vénica et al. (2016) detectaron retrasos en la fermentacion y diferencias en los niveles

de post acidificaciéon y de compuestos volatiles (diacetilo, etanol, ésteres etilicos) de yogures
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elaborados a partir de leches con diferente perfil de carbohidratos; sin embargo, estos hallazgos
no fueron acompafiados por cambios en los recuentos microbianos del fermento. En un estudio
recientemente publicado, se estudid la formacién in situ de GOS en yogures incrementados en
proteinas (6,6-7,8 g/100 g), formulados con leche concentrada por UF e ingredientes en polvo

(Vénica et al., 2024).
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Objetivo general

Desarrollar un yogur incrementado en proteinas, parcialmente descremado y reducido en
lactosa, que contribuya a las estrategias globales planteadas contra el sobrepeso y la obesidad
mediante el uso de estrategias innovadoras y el estudio de su impacto en la calidad global del

producto.

Objetivos especificos

1. Aplicacién de distintas estrategias a escala laboratorio: adicion de ingredientes proteicos
de origen lacteo y aplicaciéon de membranas, y procesos enzimaticos, para el disefio de
formulaciones de yogur con contenido proteico incrementado, parcialmente descremado,

reducido en lactosa, y con adicién de fibras.

2. Evaluacién del impacto de las estrategias empleadas en la dindmica de fermentacién y en
las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas, estructurales y de flavor de los

productos obtenidos.

3. Validacion en elaboraciones a escala piloto y caracterizacién del producto obtenido.
Andlisis del impacto del cambio de escala en la tecnologia y caracteristicas y calidad del

producto.
4. Evaluacién de la capacidad funcional del yogur desarrollado mediante un estudio de

eficacia en humanos, a partir del andlisis de la composicién de la microbiota intestinal y

de pardmetros sanguineos de los consumidores.
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TA 1. pHy acidez titulable (AT)

El pH se determin6 con el método de la American Public Health Asociation (Bradley et al.,
1992), utilizando un pHmetro digital provisto con un electrodo combinado de vidrio y diafragma
capilar cerdmico (Porotrode, Metrohm, Suiza) que se calibré con soluciones tamponadas de pH
4,7y 10.

La AT se determino por titulacidn potenciométrica con NaOH N/9 (IDF 150:2012) empleando
un titulador automdtico (pH Stat 902, Tritando Dosino, Metrohm, Suiza) y el electrodo
mencionado. El software Tiamo 3.0 permiti6 controlar, adquirir y procesar los datos.

Las mediciones se realizaron por inmersion del electrodo directamente en la muestra de leche
o yogur (10 g + 10 g de agua), se registré el valor de pH y luego se comenzé a titular hasta pH
8,3, registrandose el volumen gastado. El valor de AT se calculé automéaticamente y se expreso
en °Dornic (1 °D=0,01 g de 4cido lactico/100 g). El andlisis de ambos pardmetros se realizé por

duplicado.

TA 2. Concentracion de oxigeno disuelto (OD)

La concentracién de OD (mg/L) fue determinada mediante un sensor 6ptico portétil (Orion
STAR A223, Estados Unidos) que fue introducido directamente en la muestra de yogur. El sensor
fue previamente calibrado con aire saturado en agua, utilizando una esponja humedecida con agua
destilada que fue colocada en el extremo de la manga protectora del sensor, hasta la estabilizacién
de la medida (aprox. 5 min, 100% de OD). La concentracién de OD se ley6 en el visor de la

pantalla.

TA 3. Contenido de proteina total

El contenido de proteina total fue determinado por el método de Kjeldahl (IDF 20-1:2001),
con modificaciones para yogur. El método se basa en digerir la muestra con dcido sulftrico para
convertir el nitrégeno proteico y no proteico (proveniente de compuestos organicos) en sales de
amonio. Luego la solucién digerida se alcaliniza en exceso y el amoniaco liberado se destila y se
recoge en solucién de 4cido bdrico. Posteriormente, se lleva a cabo la titulacién del borato de
amonio formado con una solucién valorada de 4cido sulftrico.

Se pesaron 1,5-2,0 g de la muestra en papel libre de nitrégeno y se colocé en el tubo de
digestion conteniendo 5,25 g de K»SO4, 0,15 g de CuxSO4 SH>0 y 0,10 g del catalizador TiO».
Luego, se adicionaron, bajo campana, 12 mL de H>SO4 concentrado. La mineralizacion de la
muestra se llevé a cabo en una unidad digestora con capacidad para seis tubos provisto de un
sistema de aspiracion de vapores (Biichi Digestion Unit K-424, Suiza). El proceso de
calentamiento se realiz6 siguiendo un gradiente de temperaturas establecido hasta que el liquido

presentd una apariencia transliicida y limpida. Posteriormente, el tubo conteniendo la muestra
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digerida se conecté en el equipo de destilacién por arrastre con vapor automdtico (Biichi
Distillation Unit B-324, Suiza), y se agregaron 50 mL de NaOH 32% m/v para la alcalinizacion
del medio y la transformacién del amonio proveniente de las proteinas, péptidos y aminoacidos
en amoniaco. El destilado se colectd en un erlenmeyer conteniendo 60 mL de H3BO4 4% m/v y
gotas de una solucién indicadora, preparada con partes iguales de una solucién 0,2% m/v de rojo
de metilo y una solucion 0,2% m/v de verde de bromocresol, ambas preparadas a partir de los
indicadores en polvo disueltos en alcohol etilico 96% v/v (pH de viraje 4,65). Finalmente, se
realizo la titulacién manual del borato de amonio formado, con una solucion valorada de H>SO4
0,1 N hasta viraje del indicador (verde a rosado) utilizando una microbureta de 5 mL; se corroboré
el punto final de la titulacién (pH 4,65) midiendo el pH. El contenido de nitrégeno total se expreso
en g/100 g. El contenido de proteinas totales (proteina cruda) se calculé multiplicando el nitrégeno

total por el factor 6,38 correspondiente a productos lacteos y se expres6 en g/100g.

TA 4. Contenido de materia grasa

El contenido de materia grasa fue determinado por el método volumétrico de Gerber (IDF
152A:1997), con modificaciones para su aplicacién a yogur bajo en grasa y alto en proteina. Se
utiliz6 un butirémetro para queso (para 2,5 g de muestra) y HoSO4 de 6 = 1,522 g/mL.

Se pesaron 5 g de yogur en la copa del butirémetro, y se adicionaron 15 mL de H,SOs. El
butirémetro se colocé en un bafio termostatizado (65-70 °C) para favorecer la degradacion de la
materia orgdnica (hasta color rosdceo opaco). Luego se adicioné lentamente y por las paredes, 1
mL de alcohol amilico, se tapd y se agit6 el butirémetro con suavidad. Se centrifugé durante 10
min en centrifuga de Gerber para facilitar la liberacién de grasa. Se sumergié nuevamente en el
bafio (65 °C) por 10 min, se volvié a centrifugar y se realizé la lectura midiendo la altura de la
columna de grasa en la escala graduada del butirémetro. El contenido de grasa se expres6 en g/100

g segtn el siguiente cdlculo:

Materia grasa [g] ~ Lecturax2,5

= .100 t
100 gmuestra  Peso muestra [g] g muestra

TA 5. Contenido de sélidos totales (ST)

El contenido de ST se determiné por secado de la muestra a 102 £ 2 °C hasta pesada constante
(IDF151:2005).

Un cristalizador de aluminio con tapa conteniendo aprox. 25 g de arena tratada (lavada con
acido clorhidrico, secada y tamizada) y una varilla de vidrio, se sec6 en estufa (102 °C/12 h).
Luego, el cristalizador tapado se colocé en desecador y se registré su masa. Se agregaron 5 g de

muestra 'y 5 mL de agua destilada, dispersdndose la muestra con ayuda de la varilla; se coloc6 el
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cristalizador en bafio maria durante 30 min, mezclando intermitentemente para aumentar la
superficie de contacto y facilitar el proceso de evaporacion. Posteriormente, se colocé en estufa a
102 + 2 °C hasta pesada constante, lo que se consigui6 en aproximadamente 3 h. El cristalizador
tapado se enfri6 en desecador hasta temperatura ambiente y se peso. El contenido de ST se obtuvo
por diferencia de peso de la muestra antes y luego del secado y se expresé en g/100g, segun la

siguiente expresion:

ST [g] _ Peso muestra seca [g]

- .100 t
100 g muestra  Peso muestra himeda [g] g muestra

TA 6. Contenido de cenizas

La determinacién del contenido de cenizas se realizd por calcinaciéon en mufla (AOAC
945.46:2007).

Los crisoles fueron tratados térmicamente en mufla (TecnoDalvo, Argentina, 550 °C/2 h) y
enfriados en desecador. En el caso de los ingredientes proteicos en polvo, se pesé 1 gy se procedid
a la calcinacién. En el caso del yogur, se pesaron 3 g, se colocd en estufa (100 °C/20 h) para secar
la muestra y luego se procedi6 a la calcinacion. El proceso se realizé a 550 °C el tiempo necesario
para obtener cenizas blancas. Los crisoles se enfriaron en desecador hasta temperatura ambiente
y se pesaron. El contenido de cenizas se obtuvo por diferencia de peso de la muestra antes y luego

de la calcinacién y se expresé en g/100 g, segiin la siguiente expresion:

Cenizas [g]  (crisol + cenizas) — crisol) [g]

- .100 t
100 g muestra Peso muestra [g] g muestra

TA 7. Contenido de calcio

Se empled la técnica potenciométrica propuesta por Pedro (2013), con modificaciones,
empleando un electrodo selectivo de iones Ca** (ISE, modelo 9720BNWP, Thermo Scientific,
Estados Unidos) instalado en un equipo (Orion Dual Star pH/ISE Meter, Thermo Scientific,
Estados Unidos); el andlisis se realizé a partir de las cenizas obtenidas segiin la metodologia
descripta en el apartado TA 6.

Debido a que esta metodologia de andlisis de calcio se puso a punto en el marco de la presente
tesis, el procedimiento de optimizacién se describe a continuacién como asi también la
comparaciéon de los resultados con los obtenidos por aplicaciéon del método de referencia
(espectrometria de absorcién atémica de llama) para evaluar la validez de los mismos.

Las cenizas se disolvieron en 10 mL de HCl 10% v/v, la solucién se trasvasé a un matraz de
50 mL y se enrasé con agua destilada. Se tomaron 20 mL de la solucién de cenizas con bolpipeta,

se ajust6 el pH a 6,5 con KOH 4 mol/L, se adicion6 1 mL de la solucidn para ajustar la fuerza
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iénica (ISA, Cat. No. 932011, Thermo Scientific, Estados Unidos) y se enrasé con agua destilada
en matraz de 50 mL.

La calibracion del electrodo se realiz6 con soluciones patrén de calcio. Para ello, se prepararon
soluciones (50 mL) de 1, 10, 100 y 1000 mg/L de Ca** a partir de la solucién patrén de CaCls 0,1
mol/L (4008 ppm de Ca?"); en todos los casos se adicioné 1 mL de solucién ISA, para asegurar
que todas las muestras tuvieran una fuerza idnica elevada y constante en relacién a la
concentracién del i6n medido. Esto se realizé para que, mediante la ecuacién de Nernst, se pueda
relacionar el potencial medido con la concentracion del i6n Ca**, ya que el potencial presenta una
relacién logaritmica lineal con su actividad en la solucién. Aumentar la fuerza iénica del medio
con electrolitos inertes hace que la contribucién de los electrolitos originales (Ca®") sea
despreciable en la misma, siendo el valor del coeficiente de actividad muy bajo. Por lo tanto, se

verifican las siguientes relaciones:

aca2+
CCa2+ = = acg2+
Ycaz+
0,059
E=k+ 5 1og(Cey2+)

Donde Cgy2+, aca2+ Y Yeaz+ 0N la concentracion, actividad y coeficiente de actividad de Ca®*
en la solucién, E es el potencial medido con el electrodo, y k es un valor constante del sistema.

El electrodo, previamente acondicionado segin las instrucciones del fabricante, se sumergio
en las soluciones en orden creciente de concentracién, y a partir de los valores registrados el
equipo construyé automiticamente la curva de calibrado. Posteriormente, se sumergid el
electrodo en la muestra preparada. El contenido de calcio se expres6 en mg/100 g muestra, segiin

la siguiente expresion:

Ca%*[mg] Lectura electrodo [%] .0,05 [L]. 0,05 [L]
= .100 g muestra
100 g muestra 0,02 [L]. Peso muestra [g]

Los resultados obtenidos con el método potenciométrico implementado se validaron con el
método de referencia de Espectrometria de Absorcién Atémica de Llama (FAAS, Perkin Elmer,
Estados Unidos). Para ello, 8 muestras de yogur (4 de elaboracién propia —=Y1, Y2, Y3, Y4-y 4
comerciales — C1, C2, C3, C4-) fueron analizadas simultdneamente por ambos métodos a partir
de la misma solucién de cenizas. La determinacién por FAAS se solicité como servicio en el
PRINARC (FIQ-UNL). Se aplic6 un test de hipdtesis para muestras pareadas con un nivel de
confianza del 95%, para comparar ambos métodos. No se presentaron diferencias significativas

entre ambas metodologias (Tabla 1).
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Tabla 1. Comparacién de métodos para andlisis de calcio (Espectrometria de Absorcion Atémica
de Llama -FAAS- y Electrodo Selectivo de Iones -ISE-), por test t de Student. Los resultados de

concentracién de calcio se expresan como mg/100g yogur

Yogur FAAS ISE Diferencia (FAAS-

ISE)
Y1 178,72 177,54 1,18
Y2 172,95 167,90 5,04
Y3 166,75 154,74 12,02
Y4 166,30 168,12 -1,83
Cl 129,51 113,83 15,68
Cc2 103,81 84,05 19,76
C3 390,35 396,47 -6,12
C4 406,25 396,47 9,77

TA 8. Contenido de fosforo

La determinacién del contenido de fosforo se realizé mediante la técnica normalizada AOAC
991.25:2007, a partir de la solucion de cenizas obtenida mediante la técnica TA 6. El mismo se
basa en la reaccidn del P inorgdnico con el reactivo de molibdovanadato, dando un compuesto

amarillo, cuya absorbancia se lee a 400 nm.

TA 9. Analisis del perfil de carbohidratos y de acidos organicos

Las concentraciones de carbohidratos (lactosa, glucosa, galactosa y galactooligosacaridos) y
acidos orgénicos (lactico, citrico, orético e hipurico) fueron determinadas de acuerdo a Vénica
etal. (2014) mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con dos detectores
conectados en serie: UV e indice de refaccion (IR) (Perkin Elmer, EE.UU.), que permitieron la
cuali- y cuantificacidn de los 4cidos orgdnicos y los carbohidratos, respectivamente.

Se pesaron 5 g de la muestra de leche o yogur y se suspendieron en 50 mL con H,SO4 0,01
mol/L. La suspensién se homogeneiz6 en Ultraturrax® (modelo T25, IKA, Alemania) y se
centrifugd a 15000 g/20 min/4 °C. Se tomoé el sobrenadante y se filtrd a través de una membrana
de 0,45 um (Millex, Millipore, Brasil) y se inyecto en el cromatografo usando un loop de 60 plL..
Se empled una columna Aminex HPX-87H (300 mm X 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Estados
Unidos). La separacion se realiz6 en forma isocritica a 0,6 mL/min y a 65 °C usando H>SO4 0,01
mol/L. como fase mévil. Los compuestos se identificaron por comparacion con los tiempos de
retenciéon de sustancias patrén (Sigma Aldrich, Estados Unidos) analizadas en condiciones
similares. El software Chromera® fue empleado para el control, adquisicién y procesamiento de

los datos cromatograficos. La cuantificacién de los compuestos identificados se realizo utilizando
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curvas de calibrado construidas con los patrones correspondientes. Los resultados fueron
expresados en g/100 g de muestra para los carbohidratos y en mg/100 g de muestra para los dcidos

orgénicos.

TA 10. Analisis del perfil de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles fueron aislados de la muestra de yogur por microextraccion en fase
solida del espacio de cabeza (HS-SPME). La separacion, identificacién y semi cuantificacion se
realizé por cromatografia gaseosa (GC) acoplada a dos detectores: ionizacién de llama (FID) y
espectrometria de masas (MS).

La muestra de yogur (5 g), solucién saturada de cloruro de sodio (5 mL) y una barra magnética
fueron introducidos en un vial de vidrio (40 mL) provisto con tapa a rosca y con septum de silicona
(PTFE/Silicone septa, Supelco, Estados Unidos). El vial se introdujo en un bloque de aluminio
dispuesto sobre una manta calefactora/agitadora (IKA Instruments, Estados Unidos), y se
mantuvo a 45 °C con agitacion a 250 rpm. Una fibra de SPME (DVB/Car/PDMS 50/30 pm,
Supelco, Estados Unidos), contenida en un soporte para muestreo manual, fue introducida en el
espacio de cabeza del vial. Luego de 10 min, se expuso la fibra a 45 °C por 30 min. Los
compuestos voldtiles retenidos en la fibra fueron desorbidos térmicamente (250 °C/5 min; modo
splitless) en el puerto de inyeccion del GC-FID (model 9000, Perkin Elmer, Estados Unidos)
provisto de una columna HP-Innowax (60 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent JyW, Estados
Unidos). La rampa de temperatura de la columna fue la siguiente: 45 °C (4 min), aumento de 8
°C/min hasta 150 °C (3 min), aumento de 10 °C/min hasta 250 °C (5 min). Se us6 hidrégeno como
gas carrier (2,0 mL/min) y la temperatura del FID se mantuvo a 290 °C.

Los picos cromatogréficos fueron identificados tentativamente mediante comparacion con los
tiempos de retencién de sustancias patrén (Sigma Aldrich, Estados Unidos) y con los indices de
retencion lineales (LRI) reportados en bibliografia para el mismo tipo de fase estacionaria
(Bianchi et al., 2007). Para el calculo de los indices de retencidn, una mezcla de n-alcanos (C7-
C30; Sigma Aldrich, Estados Unidos) se analizaron en las mismas condiciones cromatograficas
que las muestras y los LRI fueron calculados como se establece en Bianchi et al. (2007).

De manera de corroborar la identificacién de los compuestos, la muestra también fue analizada
por GC-MS (QP2010 ULTRA, Shimadzu Corporation, Japén) equipado con una columna SH-
Rtx-Wax (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm; Restek Corporation, Estados Unidos). El caudal de gas
carrier (helio) fue de 30,3 mL/min. El procedimiento de aislamiento de los compuestos volatiles
de las muestras y las condiciones cromatograficas aplicadas fueron similares a las mencionadas
para el GC-FID. La linea de transferencia fue mantenida a 250 °C. El método de ionizacién fue
por impacto electrénico a 70 eV y los datos fueron adquiridos en el rango 42-300 m/z. Los

compuestos se identificaron por comparacién con los espectros de masa disponibles en las
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librerias provistas por el software del equipo (NIST 14, NIST 14s, Wiley Registry 11th Edition,
Estados Unidos).

Las areas absolutas de las sefiales identificadas en los cromatogramas obtenidos mediante GC-
FID, cuya identidad fue confirmada por GC-MS, fueron integradas con el software Total Chrom®

(Perkin Elmer, Estados Unidos) y expresadas en unidades arbitrarias.

TA 11. Recuento de bacterias lacticas (BAL) totales

El recuento de BAL totales se realizé en medio Agar-Plate-Count (Britania, Argentina) con el
agregado de leche en polvo (10% m/v), por siembra en superficie e incubacién en microaerofilia
a 37 °C/48 h (Vinderola et al., 2000). Para ello, se pesé 1 g de la muestra en condiciones de
esterilidad (flujo laminar) y se agregaron 9 mL de agua de peptona de caseina estéril (0,01% m/v),
obteniéndose la primera dilucion (1.10"). A partir de ésta se realizaron diluciones decimales
sucesivas hasta 1.10%, las cuales se sembraron en placas con el medio de cultivo agarizado. El

resultado se expres6 en unidades formadoras de colonias (ufc)/g de muestra.

TA 12. Recuento diferenciado de Streptococcus. thermophilus y Lactobacillus delbruekii
subsp. bulgaricus
El recuento de L. delbruekii subsp. bulgaricus se realiz6 en medio MRS agar acidificado
(pH=5,4) (Biokar, Francia) por siembra en superficie e incubacién a 37 °C/72 h en anaerobiosis.
Para el recuento de S. thermophilus se emple6 el medio M17 agarizado (Biokar, Francia), la
siembra fue en superficie y la incubacién a 37 °C/48 h (IDF 117A:1988). En ambos casos se
efectuaron las diluciones correspondientes como se detallé en TA 11. El resultado se expresé en

unidades formadoras de colonias (ufc)/g de muestra.

TA 13. Recuento de mohos y levaduras

El recuento de mohos y levaduras se realiz6 en medio extracto de levadura-glucosa-
cloranfenicol agarizado (Biokar, Francia), por siembra en profundidad e incubacién a 25 °C/5 d
(Vinderola et al., 2000). Para ello, se efectuaron diluciones sucesivas como se detalld en el
apartado TA 11, se sembraron las diluciones correspondientes en profundidad, se agregaron 10
mL del medio de cultivo fundido y se homogeneiz con la siembra. El resultado se expresé en

unidades formadoras de colonias (ufc)/g de muestra.

TA 14. Recuento de coliformes totales

El recuento de coliformes totales se realiz6 en el medio VRBL agarizado (rojo violeta bilis
lactosa) (Biokar, Francia), en el producto tal cual y en una dilucién del mismo en agua de peptona

estéril (0,1 g/mL). La siembra se realiz6 en profundidad, se agregaron 10 mL del medio de cultivo
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fundido y se homogeneizé con la siembra. La incubacién fue a 37 °C/24 h. El resultado se expreso

en unidades formadoras de colonias (ufc)/g de muestra (Peralta et al., 2020).

TA 15. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La CRA fue determinada por pesada del suero liberado luego de la centrifugacion de la muestra
de yogur en condiciones estandarizadas (5000 g/20 °C/10 min) (Akalin et al., 2012).

Se pesaron 20 g de la muestra de yogur en un tubo de centrifuga de 50 mL de capacidad y se
procedio a la centrifugacién. Luego, se tomo el suero expulsado del yogur y se pesé. El anélisis
se hizo por duplicado. La CRA se calcul6 con la siguiente expresion y el resultado se expresé

como %CRA:

9% CRA = Peso muestra [g] — Peso suero [g] 100 t
’ B Peso muestra [g] . g muestra

TA 16. Evaluacion de las propiedades de gelificaciéon/coagulacion

TA 16.1. Método 6ptico: Optigraph®

La evolucién de la formacion del gel/codgulo durante la fermentacién fue analizada mediante
un equipo Optigraph® (Alliance, Francia), el cual estd disefiado para estudiar la coagulacion de
leche para queseria, pero se adapté para su uso en yogur. El fundamento de la metodologia se
basa en el registro de la atenuacion de la sefial dptica en el infrarrojo cercano (NIR) durante el
proceso fermentativo en el que se forma el gel/codgulo, la que es transformada para obtener
valores relacionados a las caracteristicas del gel a través de una ecuacién de calibracién (Arango
Bedoya, 2015). La luz del NIR es mayoritariamente dispersada por algunos componentes de la
leche, es decir, ocurre poca absorcién. En efecto, la dispersiéon de la radiaciéon se debe
principalmente a los gldbulos grasos y a las micelas de caseina (la dispersion debida a las
proteinas de suero y las células somdticas es despreciable), y se encuentra relacionada con el
grado de agregacién y la firmeza del codgulo si la concentracién total de caseina no varia durante
la medicién (Castillo, 2001). En consecuencia, durante una prueba de gelificacién/coagulacién la
cantidad de luz emitida que atraviesa la leche se reduce progresivamente debido a los cambios en
la estructura micelar de la caseina. Esta atenuacion estd influenciada por numerosos factores como
el contenido de proteinas y grasa de la muestra (Gonzédlez Cocaro et al., 2017), o el tratamiento
térmico que ocurre en la elaboracién de yogur (Lucey, 2020).

Como la configuracién del equipo estd ideada para medir la coagulacién en elaboracién de
quesos y siendo que la formacién del gel de yogur es un proceso diferente y lento (4-6 h), fue

necesario probar distintas condiciones, entre ellas variar los voltajes de aplicacién (1,3,5y 7 V)
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y los periodos de medicién (6 6 36 s). Luego de algunas pruebas preliminares se encontré que el
valor mds apropiado para el seguimiento de la gelificacion de yogur alto en proteinas fue de 3V,
a diferencia de la recomendacion de 1V que se emplea para quesos, y 36 s de periodo.

El equipo cuenta con diez cubetas termostatizadas, permitiendo realizar diez determinaciones
en simultidneo, lo que representa una ventaja en comparacién a la determinacién individual
mediante reometria oscilatoria de baja deformacion. Las formulaciones de leche base (10 mL)
fueron colocadas en las cubetas inmediatamente después de la inoculacién del fermento. La
temperatura se mantuvo a 42+1 °C y el tiempo de adquisicién de datos fue de 5 h. Se obtuvieron
cuatro parametros a partir de las curvas de coagulacién (% intensidad de luz emitida vs. tiempo):
GT, tiempo correspondiente al inicio de la gelificacién (min) dado por el mdximo de la primera
derivada de la curva; Ff, firmeza final del gel (V); GD, densidad del gel al final de la coagulacién
(% intensidad emitida), calculada como la diferencia entre la firmeza final y la inicial; y S,
velocidad de agregacion (% intensidad emitida/min), representado por la pendiente de la regién

lineal de la curva (Serra et al., 2007).
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Fig. 1. Curva tipica de %Intensidad vs. Tiempo obtenido mediante el Optigraph® durante la
fermentacién de yogur. Fi: firmeza inicial; Ff: firmeza final; S: velocidad de agregacion; GT:

tiempo correspondiente al inicio de la gelificacion (Serra et al., 2007).

TA 16.2. Método reolégico: reometria oscilatoria de baja deformaciéon (SAOR)

La formacién del gel fue estudiada por SAOR a un nivel de deformacién del 0,5% y una
frecuencia de 0,1 Hz (42 °C, hasta pH=4,7-4,6), con geometria de cilindros concéntricos en un
reémetro de temperatura controlada (MCR 302e, Anton Paar, Estados Unidos) (Wilbanks et al.,
2022). Se obtuvieron datos de los modulos de almacenamiento (G”) y de pérdida (G*’) y se calculd
la tangente de pérdida (tan §) durante la fermentacién. En simultdneo, se realizaron mediciones
de pH vs. tiempo de fermentaciéon (Accumet XL600, Estados Unidos), lo que luego permitié
obtener las curvas G’ vs. pH durante la fermentacion.

Las condiciones fueron seleccionadas para trabajar dentro de la region viscoelastica lineal para
este tipo de muestras (Roefs et al., 1990). El inicio de la gelificacion fue tomado como el momento

en el cual el médulo de almacenamiento G’>1 Pa (Lucey y Singh, 1998).
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TA 17. Analisis reolégico rotacional

TA 17.1. Configuracion de cilindros concéntricos (CC)

Se obtuvieron las curvas de flujo (Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte) y de viscosidad
dindmica (Viscosidad Aparente vs. Velocidad de Corte) por reometria rotacional de CC (5 mm
de gap) a 5 °C en un redmetro con control de temperatura (HAAKE™ MARS 40, Thermo
Scientific, Estados Unidos).

La muestra de yogur (~20 g) fue colocada en la copa y estabilizada a 5,0+0,1 °C por 5 min.
Los barridos se realizaron en un rango de velocidades de corte de 0 a 300 s! (ascendente y
descendente). Los datos fueron ajustados mediante la Ley de Potencia utilizando el software
RheoWin™ data manager (Thermo Scientific, Estados Unidos), y se calcularon los siguientes
parametros:

o=ky"
donde o es el esfuerzo de corte (Pa), k es el indice de consistencia (Pa.s), y es la velocidad de
corte (s1), y n es el indice de comportamiento de flujo (adimensional) (Huc et al., 2016, con
modificaciones). La viscosidad aparente (7, [Pa.s]) fue calculada a 50 s™! de velocidad de corte,
considerado como el valor que se alcanza de manera aproximada durante la masticacién en la
boca, reflejando la mejor correlacion con la percepcion sensorial del producto (Krzeminski et al.,

2011).

TA 17.2. Configuracién de plato-plato (PP)

Se obtuvieron las curvas de flujo (Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte) y de viscosidad
dindmica (Viscosidad Aparente vs. Velocidad de Corte) por reometria rotacional PP (1,5 mm de
gap) a 25 °C en un reémetro con control de temperatura (HAAKE™ MARS 40, Thermo
Scientific, Estados Unidos).

La muestra de yogur (~1,5 g) fue colocada en el plato fijo y estabilizada a 25,0+0,1 °C por 5
min. Los barridos se realizaron en un rango de velocidades de corte de 0 a 300 s! (ascendente y
descendente). Los datos fueron ajustados mediante la Ley de Potencia utilizando el software
RheoWin™ data manager (Thermo Scientific, Estados Unidos), y se calcularon los siguientes
pardmetros:

o=ky"
donde o es el esfuerzo de corte (Pa), k es el indice de consistencia (Pa.s), v es la velocidad de
corte (s'), y n (adimensional) es el indice de comportamiento de flujo (adimensional) (Huc et al.,

2016).
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TA 18. Analisis reoldgico en condiciones orales simuladas

TA 18.1. Configuracion de cilindros concéntricos (CC)

Se obtuvieron las curvas de viscosidad en condiciones orales simuladas (Viscosidad Aparente
vs. Temperatura), y de flujo (Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte) por reometria rotacional
de CC (1,5 mm de gap) en un reémetro con control de temperatura (MCR 302e, Anton Paar,
Estados Unidos).

La muestra (~20 g) fue colocada en la copa y estabilizada a 15,0+0,5 °C/5 min. La medida de
viscosidad se realiz6 a 60 s de velocidad de corte, con una rampa de temperatura de 15 °C a 25
°C con un incremento de ~1 °C/s, y luego se sostuvo durante 1 min a 25 °C, resultando un tiempo
total de 75 s. La pendiente de la region lineal de la curva fue calculada mediante regresion lineal,
para evaluar de manera aproximada cémo varia la viscosidad del yogur durante el procesamiento

oral (Huc et al., 2016, con modificaciones).

TA 18.2. Configuracion de plato-plato (PP)

Se obtuvieron las curvas de viscosidad en condiciones orales simuladas (Viscosidad Aparente
vs. Temperatura), y de flujo (Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte) por reometria rotacional
PP (1,5 mm de gap) en un redémetro con control de temperatura (HAAKE™ MARS 40, Thermo
Scientific, Estados Unidos).

Para el andlisis de viscosidad en condiciones orales simuladas, la muestra (~1,5 g) fue colocada
en el plato fijo y estabilizada a 10,0+0,5 °C/5 min. La medida de viscosidad se realizé a 60 s de
velocidad de corte, con una rampa de temperatura de 10 °C a 25 °C con un incremento de ~1 °C/s,
luego la misma velocidad de corte se sostuvo durante 1 min a 25 °C, resultando un tiempo total
de 75 s. La pendiente de la region lineal de la curva fue calculada mediante regresion lineal, para
evaluar de manera aproximada cémo varia la viscosidad del yogur durante el procesamiento oral

(Huc et al., 2016).

TA 19. Perfil de textura (TPA)

Los pardmetros de textura fueron evaluados por ensayo de penetraciéon acorde a lo propuesto
por Puvanenthiran et al. (2002), en una mdquina universal de ensayos Instron Model 3344
(INSTRON, Estados Unidos). Se emple6 una sonda cilindrica (¢ = 17,2 mm) y se aplicaron dos
ciclos de compresion a un nivel de deformacién del 30%.

La muestra de yogur fue colocada en un vial (35 mm de didmetro) hasta una altura de 30 mm
y se estabiliz6 a 10 °C/10 min. Una fuerza de contacto de 0,05 N fue aplicada a una velocidad de
1 mm/s con un intervalo de 5 s entre el primer y el segundo ciclo. El software Instron Bluehill®

(INSTRON, Estados Unidos) fue empleado para el control del equipo y adquisicion de datos. Se
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obtuvieron los siguientes pardmetros de las curvas Fuerza (N) vs. Tiempo de aplicacién (s):
firmeza (N), como fuerza maxima en el primer ciclo de compresién; cohesividad (adimensional),
cociente entre el drea positiva del segundo ciclo y el area negativa del primer ciclo; y adhesividad
(adimensional), area negativa luego de la primera compresion, mediante el procesamiento de los

datos en Excel.

TA 20. Microestructura

La microestructura del yogur fue visualizada por Microscopia Confocal Liser de Barrido
(CLSM), con un microscopio confocal invertido con sistema de deteccién de alta sensibilidad
espectral (Leica, model TCS SP8, Alemania). Se utilizé Rhodamina B como fluoréforo para la
tincién de la proteina (0,2% m/v en etanol, 10 uL/g de muestra preparada).

La muestra de yogur se diluyé en agua destilada (0,5% m/m), y una gota (50 uL) fue dispuesta
en un portaobjetos, cubierta con un cubreobjetos. Se observo con un lente objetivo 10x en seco a
una longitud de onda de excitacién de 568 nm. Numerosos campos fueron observados y se

obtuvieron micrografias tipicas.

TA 21. Morfologia de los ingredientes lacteos

Se empled un microscopio electrénico de barrido SEM Phenom World PRO X (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) para observar la morfologia de los ingredientes proteicos en polvo.
Las muestras fueron montadas en un soporte con cinta adhesiva de carbono, distribuidas
homogéneamente y el exceso fue removido con aire comprimido en aerosol. E1 SEM fue operado
a un voltaje de aceleracion de 10 kV. Se observaron numerosos campos y se obtuvieron

micrografias caracteristicas con un aumento de 500x.
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Empleo de ingredientes de proteinas de suero (WPC35 y MWP) en

la formulacion de yogures incrementados en proteinas
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Resumen

En este capitulo, el objetivo fue estudiar el impacto del agregado de dos ingredientes de
proteinas de suero en polvo: concentrado de proteinas de suero al 35% (WPC35) y proteinas de
suero microparticulada con 45% de proteina (MWP), en la composicion global, pardmetros
fisicoquimicos, perfiles de fermentacion y de compuestos volatiles, y propiedades estructurales
(comportamiento reolégico, perfil de textura y microestructura) de yogures incrementados en
proteinas. Para esto, se elaboraron a escala laboratorio, cuatro yogures parcialmente descremados
(<1,5 g/100 g de grasa) empleando leche parcialmente descremada, leche en polvo descremada
(SMP), WPC35 y MWP. Los ingredientes se combinaron para obtener dos niveles proteicos (7,0
g/100 gy 7,5 g/100 g), dando lugar a relaciones CN:WP de 2:1 y 1,5:1. En primera instancia, se
evalué el efecto de la formulacién y de dos tratamientos térmicos (85 °C/20 min y 90 °C/10 min)
sobre algunos pardmetros estructurales que afectan la calidad del producto, como la capacidad de
retencion de agua y el comportamiento reolégico evaluado a través de reometria rotacional (con
geometria CC). Los resultados demostraron que la composicién tuvo un impacto en estos
parametros, mientras que el tratamiento térmico no fue significativo, por lo que se opté por uno
de ellos para completar la experiencia.

Posteriormente, se estudid el efecto de la formulacion de las leches base (LB) sobre la
formacidn del gel durante la fermentacién (mediante medidas Spticas en el infrarrojo cercano,
empleando un equipo Optigraph®), la composicién global, pardmetros fisicoquimicos,
microbioldgicos y estructurales y fracciéon compuestos voldtiles de los yogures al final del
almacenamiento (21 d). Las diferencias encontradas en los pardmetros de formacién del gel y en
la estructura de los productos finales fueron asociadas al tipo de ingrediente de proteinas de suero,
dado por sus diferentes tecnofuncionalidades y caracteristicas morfolégicas (observadas a través
de microscopia electrénica de barrido). Las micrografias de los yogures, obtenidas por
microscopia confocal ldser de barrido, permitieron detectar diferencias que se correlacionaron
con otros resultados estructurales como el indice de consistencia, calculado luego de ajustar las
curvas de flujo con la Ley de Potencia, los pardmetros de textura y la capacidad de retencién de
agua. Se pudieron observar algunas diferencias en la composicién de los yogures (contenido
proteico). Un total de 18 compuestos volatiles fueron identificados, pertenecientes a las familias
quimicas de las cetonas, 4dcidos y aldehidos. Diferencias cuantitativas fueron encontradas en
algunos compuestos de relevancia para el flavor (acetaldehido, diacetilo, acetoina, algunos acidos
y metilcetonas), lo que se asocid con los distintos ingredientes empleados. Los niveles de lactosa

de partida fueron elevados, y en consecuencia también lo fueron en los productos a los 21 d.
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1. Materiales y métodos

1.1. Materiales

Los ingredientes empleados para la elaboracién de los yogures fueron leche UHT parcialmente
descremada (1 g/100 mL de grasa, 3,2 g/100 mL de proteina) (Garcia Hnos. Agroindustrial S.R.L,
Argentina), leche en polvo descremada (SMP) (0 g/100 g de grasa, 36 g/100 g de proteina) (Ilolay,
Argentina), concentrado de proteinas de suero al 35% en polvo (WPC35) (Milkaut S.A.,
Argentina), proteinas de suero microparticuladas en polvo (MWP) (Nutrilac CH-4560, Arla
Foods, Dinamarca), pectina SY 640 (Danisco, Alemania), y fermento liofilizado de adicién
directa para yogur YF-L811 (Chr. Hansen, Dinamarca).

En la Tabla 1.1 se muestra la composicién global de los ingredientes de proteinas de suero
empleados. Ademds, estos ingredientes fueron caracterizados desde el punto de vista morfoldgico

por microscopia electronica de barrido (SEM) y se analiz6 su contenido de calcio.

Tabla 1.1. Composicion de los ingredientes en polvo en base hiimeda (segin especificaciones

técnicas de los fabricantes)

Proteina Grasa Cenizas Humedad Lactosa*

(/100 g) (/100 g) (/100 g) (/100 g) (g/100 g)
WPC35 >34.5 <6,0 <8,6 <4.5 46,4
MWP 43,0-47,0 <6,0 <6,0 <5,0 40,0

*Calculado por diferencia

1.2. Caracterizacion de los ingredientes de proteinas de suero

El estudio de la morfologia de los polvos de WPC35 y MWP fue realizado por SEM, como se
describe en el apartado TA 21. También se determind el contenido de calcio total por
potenciometria con un electrodo selectivo de iones (ISE) (TA 7), a partir de las cenizas de los

ingredientes (TA 6).

1.3. Disefio experimental

Se disefiaron cuatro formulaciones, dos con WPC35 (W1 y W2) y dos con MWP (M1 y M2),
en las que los ingredientes mencionados fueron combinados en diferentes proporciones para
obtener diferentes contenidos proteicos dando lugar a distintas relaciones CN:WP. El contenido

de grasa fue similar en todos los casos (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Disefio experimental de los yogures

Yogur
Parametros w1 w2 M1 M2
Contenido de proteina (g/100 g) 7,5 7,0 7,5 7,0
Relacion CN:WP 1,5:1 2:1 1,5:1 2:1
Contenido de grasa (g/100 g) 1,2 1,2 1,2 1,2

Las elaboraciones se realizaron por triplicado en diferentes dias. El protocolo de elaboracion

implementado y los andlisis realizados se indican a continuacion.

1.4. Experiencias preliminares

En una instancia preliminar se evalud el efecto de dos tratamientos térmicos aplicados durante
la elaboracién y de la composicién de las formulaciones, sobre algunos pardmetros estructurales
(capacidad de retencién de agua y comportamiento reolégico) de los yogures, que afectan su

calidad.

1.4.1.Preparacion del fermento y dosis del in6culo

La preparacién del fermento se realizé acorde a la dosis recomendada por el fabricante: 0,2
U/L. Para esto, 0,55 g del fermento (equivalente a 2,75 U) fue disuelto en 50 mL de leche estéril
a ~40 °C, aproximadamente 20 min antes de la inoculacién. Se inocularon 0,5 mL cada 100 mL

de leche base (0,027 U/100 mL = 0,27 U/L).

1.4.2.Elaboracion de yogur

Los yogures fueron elaborados a escala laboratorio (~500 mL) segin el disefio indicado en la
Tabla 1.2. Se sigui6é un protocolo tradicional de elaboracién de yogur batido (Tamime, 2002),
con modificaciones. Para W1 y W2, se us6 WPC35 en dos niveles (5,5 y 3,5 g/100 g,
respectivamente) y para M1 y M2, se emple6 MWP en dos niveles (4,0 y 2,5 g/100 g,
respectivamente). En todos los casos, se incorporaron 7,5 g de SMP/100 g y pectina (0,15 g/100
g). Los ingredientes en polvo se disolvieron en la masa de leche UHT calculada para lograr las
concentraciones propuestas.

Las mezclas fueron almacenadas (5 °C/20 h) para conseguir una correcta hidratacién de los
ingredientes en polvo. Posteriormente, fueron homogeneizadas (Ultraturrax®, IKA Instruments,
Estados Unidos) y tratadas térmicamente. Se ensayaron dos tratamientos térmicos: 85 °C/20 min

y 90 °C/10 min, en un bafio termostatizado (HH-W420, Thermostatic Water Cabinet, China). Se
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enfriaron a la temperatura de fermentacién (42 °C) y se inocul6 con el fermento segin lo descripto
en el apartado 1.4.1. La fermentacién se condujo a 42,0+0,5 °C hasta que el pH descendié a
4,75+0,05. Los yogures fueron enfriados (18-20 °C), agitados manualmente (mediante

movimientos envolventes del frasco) y almacenados a 5 °C por 21 d.

1.4.3.Analisis realizados

Se analiz6 la capacidad de retencién de agua (CRA, TA 15) y el comportamiento reoldgico

mediante reometria rotacional con geometria CC (TA 17.1) en los yogures a los 21 d.

1.4.4.Analisis estadistico

Se aplic6 ANOVA de dos vias para determinar si el efecto de los factores formulacién y
tratamiento térmico, y su interaccién, fueron significativos sobre las variables CRA, indice de
consistencia (k) y viscosidad aparente (7,) con un nivel de significancia p<0,05. Se utiliz6 test de
Tukey para comparar las medias con un nivel de significancia p<0,05. El software empleado fue

Statgraphics Centurion XVI (Royal Technology S.A., Estados Unidos).

1.5. Estudio del efecto de la formulacién sobre la formacion del gel, parametros
fisicoquimicos, microbioldgicos y estructurales, perfiles de fermentacion y de

compuestos volatiles.

1.5.1.Disefio experimental

El disefio de la experiencia fue similar al expresado en la Tabla 1.2.

1.5.2.Elaboracion de yogur y analisis

La elaboracién de los yogures se realiz6 acorde a la metodologia indicada en el apartado 1.4.2
de este Capitulo, empleando el tratamiento térmico de 85 °C/20 min.

En esta oportunidad se monitored la dindmica de fermentacién mediante mediciones de pH
(TA 1) y de formacién del gel (TA 16.1). La acidez titulable (AT) fue medida antes de la
fermentacion, en la leche base (LB) (TA 1). El oxigeno disuelto (OD) se analiz6 al inicio y al
final de la fermentaciéon (TA 2). Los perfiles de carbohidratos y de &acidos organicos se
determinaron en la LB y en los yogures a los 21 d (TA 9). A los 21 d, se evalu6 el pH, la AT, la
composicién quimica (proteina, grasa, sélidos totales -ST-, cenizas, y calcio total), los perfiles de
compuestos voldtiles, los recuentos microbioldgicos, la CRA, el comportamiento reolégico con
geometria CC, el perfil de textura (TPA) y la microestructura (TA 1, 3,4, 5,6,7,10, 11,15, 17.1,

19 y 20, respectivamente).
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Todas las muestras de yogur requeridas para los andlisis a los 21 d fueron tomadas de la masa
total del yogur, excepto las muestras para los andlisis de TPA y reologia, que se tomaron el dia
de la elaboracién luego del paso de enfriamiento y agitacion, se almacenaron en viales de 50 mL
y se conservaron en refrigeracion (5 °C) hasta el momento del andlisis para evitar la perturbacién
de la estructura.

En la Fig. 1.1 se muestra el esquema de muestreo y las determinaciones analiticas llevadas a

cabo.
Almacenamiento
refrigerado
(21 dias/5 °C)
A
4 A
Dia 0 Dia 21
Elaboracion de yogur y Anélisis
analisis v pH, AT
to: LB =J= pH, AT, OD, v' Composicién (proteina, grasa, ST,
acidos organicos y carbohidratos cenizas, calcio)
v" Microbiologia
Seguimiento de pH v Acidos organicos y carbohidratos
Formacién del gel v" Compuestos volatiles
v" CRA
tf —— pH, 0D v Reologfa CC
v TPA
v" Microestructura

Fig. 1.1. Esquema de muestreo y controles analiticos realizados durante la elaboracién y

almacenamiento de los yogures.

AT: acidez titulable; OD: oxigeno disuelto; ST: s6lidos totales; CRA: capacidad de retencion de agua; CC:
cilindros concéntricos; TPA: andlisis de perfil de textura.

1.5.3.Analisis estadistico

Se aplic6 ANOVA de una via con un nivel de significancia de p<0,05 para determinar
diferencias en los pardmetros medidos entre las formulaciones. La comparacién de medias se
realiz6 aplicando test de Tukey con un nivel de significancia p<0,05. También se aplicé test-t de
Student para muestras pareadas con un nivel de significancia p<0,05 a las concentraciones de OD
y de 4cidos orgdnicos y carbohidratos, para comparar el efecto de la fermentacién y
almacenamiento en cada formulacion.

El software empleado fue Statgraphics Centurion XVI (Royal Technology S.A., Estados
Unidos).

2. Resultados y discusion
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2.1. Caracterizacion de los ingredientes proteicos

2.1.1.Microscopia SEM

Las micrografias SEM de los ingredientes de proteinas de suero, WPC35 y MWP, se muestran
en la Fig. 1.2.

Para el WPC35, las particulas no fueron uniformes en cuanto a su tamafio y morfologia,
observdndose numerosos aglomerados. Algunas particulas esféricas pequefias se encontraban
dispersas en la superficie, de forma individual o asociadas con particulas mas grandes formando
aglomerados de aproximadamente 100 um. Por otro lado, para el MWP se pueden observar
particulas esféricas de tamafios mds uniformes (~50 pm), aunque también aparecieron algunos
aglomerados de tamafio similar a los observados en el WPC35. La distribucion de particulas del
MWP parece mas homogénea que lo observado en WPC35. Estos aspectos estructurales han sido

reportados para WPC (Gaiani et al., 2021) y MWP (Toro-Sierra et al., 2013).

Fig. 1.2. Micrografias SEM de WPC35 (izq.) y MWP (der.)

2.1.2.Contenido de calcio

El contenido de calcio total fue 494 mg/100 g en WPC35 y 565 mg/100 g en MWP. Estos
valores coinciden con los reportados previamente (Tamime, 2009). La incorporacién de estos
ingredientes, ademds de incrementar el contenido proteico, también aumenta el nivel de calcio en
los productos. Como se menciond previamente, el calcio aporta beneficios a la salud del
consumidor, y los productos ldcteos son la fuente mds biodisponible de este mineral (Barone et al.,

2022).
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2.2. Experiencias preliminares

Las fermentaciones registraron distintos tiempos totales para alcanzar el pH target: 280+8 min
para 85 °C/20 min y 300£7 min para 90 °C/10 min; este resultado indica que las fermentaciones
en las que se aplico el tratamiento térmico de 85 °C/20 min fueron las de menor duracion.

Dentro de los pardmetros estudiados, tanto la formulacién como el tratamiento térmico fueron
significativos sobre el indice de consistencia k, pero la interaccién entre factores no tuvo efecto
significativo. Los valores se ubicaron entre 47-97 Pa.s para los yogures tratados a 85 °C/20 min
y entre 33-58 Pa.s para aquellos tratados 90 °C/10 min. El pardmetro k fue mayor en los yogures
W (WI1=W2>MI1=M2). La viscosidad aparente (77,) (a 50 s') mostré diferencias segiin la
formulacién, pero no resultd significativamente afectada por el tratamiento térmico; W2 fue
mayor a M2 y los otros yogures (W1 y M1) no mostraron diferencias con W2 y M2. Los valores
de 7, fueron 1,9-3,0 Pa.s para los yogures tratados a 85 °C/20 min y 1,5-2,1 Pa.s para los yogures
tratados a 90 °C/10 min. Por su parte, la CRA solo mostré diferencias significativas entre las
distintas formulaciones, pero no por el tratamiento térmico; M1 fue mayor a W1, siendo W2 y
M2 similares a ambos. Los valores obtenidos fueron 55-58% para los yogures tratados a 85 °C/20
min y 52-63% para los yogures tratados a 90 °C/10 min.

De los dos tratamientos térmicos evaluados, se opt6 por el de 85 °C/20 min para las proximas
experiencias de elaboracién de yogur, ya que se consiguieron yogures con mayor consistencia y
viscosidad y ademds ofrece la ventaja de ser mds ficilmente aplicable en las condiciones de
trabajo a escala laboratorio. En cuanto a las formulaciones, si bien se encontraron algunas
diferencias entre ellas, se decidi6 continuar con las cuatro, para profundizar el estudio en otros

pardmetros.

2.3. Estudio del efecto de la formulacion

2.3.1.Evolucion de la fermentacion

La evolucion de la fermentacion se estudi6 a través de mediciones de pH, AT, OD y formacién
del gel.

El progreso del pH durante la fermentacién se muestra en la Fig. 1.3.
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Fig. 1.3. Evolucién de pH durante la fermentacion de los yogures.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.

La cinética de acidificacion es afectada por numerosos factores: las tecnologias empleadas
para formular yogures altos en proteina (concentracién por membrana, incorporaciéon de
ingredientes en polvo, etc.), la relacion CN:WP, la capacidad buffer, el grado de desnaturalizacién
proteico, el contenido de minerales, la concentracién de OD, entre otros (Heck et al., 2021). El
pH target (4,75%0,05) fue alcanzado en 270 min en todos los casos. La AT inicial fue similar en
todas las formulaciones: 29,5+1,6; 26,0+13,0; 28,5+1,2 y 27,5+3,0 °D, para W1, W2, M1 y M2,
respectivamente. Estos valores resultaron mayores a los obtenidos por Vénica et al. (2014), en
donde las LB (preparadas con SMP y WPC35) con 3,3-4,5 g/100 g de proteina y 3 g/100 g de
grasa, registraron valores entre 13 y 20 °D y menores tiempos de fermentacién (~250 min). En
linea con lo propuesto por Jgrgensen et al. (2019) y Heck et al. (2021), los yogures incrementados
en proteinas muestran mayores tiempos de fermentacién y mayores valores de AT, en general,
atribuido a la mayor capacidad buffer de la mezcla de partida. De hecho, Vénica et al. (2023b)
reportaron 20-23 °D en LB con 4,7-5,5 g/100 g de proteinay 1,5 g/100 g de grasa preparadas con
distintos ingredientes (SMP, WPC40, WPI, WPC80, WPH y suero desmineralizado en polvo); en
esta oportunidad las fermentaciones demoraron 255-260 min dependiendo de la formulacién. La
capacidad buffer esta relacionada con la composicién y distribucién de minerales y proteinas en
la leche. Las proteinas de suero tienen maxima capacidad buffer a pH 3-4 dado por los
aminodcidos 4cidos, y las caseinas a pH 5,0-5,5 dado por los residuos de fosfoserina e histidina
(Salaiin et al., 2005). Es decir, el efecto buffer en una fermentacién de yogur estarfa asociado a

las caseinas.
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La velocidad de acidificaciéon no fue afectada por las diferentes relaciones CN:WP de las
formulaciones. Contrariamente, Jgrgensen et al. (2015) observaron que el tiempo de fermentacion
aumentd con el aumento de la relacion CN:WP en yogures altos en proteina (8 g/100 g de
proteina) formulados con un concentrado de caseina y WPC nativo, ambos obtenidos por
microfiltracion. Los valores reportados fueron de 355 min para 1,22:1; 385 min para 1,85:1; 410
min para 3:1 y 445 min para 9:1. Es decir, a mayor concentracion de caseina en el sistema el
tiempo de fermentacién se prolonga y esto se debe al efecto buffer que provoca el fosfato de calcio
coloidal (CCP) asociado a las mismas. El impacto de la composicion en la capacidad buffer
(medido a través de la AT en las leches base y en la evolucion del pH durante la fermentacion)

serd retomado en el Capitulo 2, donde este efecto fue mas marcado.

Las concentraciones de OD (mg/L) al inicio y final de la fermentacion se presentan en la Fig.
14.

Tiempo de fermentacion (min)

oo

11,0
. 270

10,0

| & = A
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3,0
2,0
1,0
0,0
w1 w2 M1 M2

Fig. 1.4. Concentracion de OD a tiempo inicial (0 min) y final (270 min) de la fermentacién de

Oxigeno disuelto (mg/L)

los yogures.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
* indica diferencias significativas entre puntos de muestreo para una misma formulacién (p<0,05).

En todos los casos, las concentraciones disminuyeron a lo largo de la fermentacién como
consecuencia del metabolismo bacteriano, desde 8,5-9,0 mg/L. hasta 3,8-5,2 mg/L. No se
encontraron diferencias significativas entre las formulaciones para un mismo tiempo. S.
thermophilus and L. delbruekii subsp. bulgaricus son bacterias anaerobias facultativas. Horiuchi
y Sasaki (2012) estudiaron la fermentacion de leche con cepas de L. delbruekii subsp. bulgaricus
y S. thermophilus como cultivos individuales y en combinacién. La presencia de OD no inhibi6
la produccién de acido lactico en las leches inoculadas con las cepas individuales, pero si afectd

la relacion simbidtica en las leches inoculadas con ambas cepas: la produccién de formiato (o
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acido férmico) por parte del S. thermophilus disminuyd, lo cual provocd una menor actividad
proteolitica y acidificante del L. delbruekii subsp. bulgaricus. Contrariamente, una notoria
aceleracion de la fermentacion fue observada en la leche inoculada con el cultivo combinado

cuando el OD fue suprimido del sistema.

Los pardmetros de formacién del gel obtenidos con Optigraph® se muestran en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Pardmetros de formacién del gel durante la fermentacién obtenidos con el equipo

Optigraph®.
Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Parametros Yogur
W1 W2 M1 M2
GT (min) 152+7° 16850 18742 186+7°
Ff (V) 5,4+1,0¢ 10,7+1,9° 16,2+1,3? 15,2+1,9°
GD (%intensidad) 13,5+1,8¢ 26,35+3,0° 40,2+2,1° 39,1£1,9°
S (%intensidad/min) NC 0,33+0,04* 0,13+0,02° 0,13+0,02°

GT: tiempo de gelificacion; Ff: firmeza final; GD: densidad del gel; S: velocidad de agregacion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).
NC: no calculado por el equipo.

M1 y M2 requirieron mayor tiempo de gelificacién (GT) comparativamente a W1. A partir de
las curvas de pH vs. Tiempo de fermentacion (Fig. 1.3) se extrajeron los valores de pH
correspondientes al punto de gelificacion: 5,05 para M2, 5,10 para M1, 5,35 para W2 y 5,45 para
W1. Mayores valores de firmeza final (Ff) y densidad del gel (GD) fueron encontrados en M1 y
M2, y menores en W1. Las velocidades de agregacién (S) de M1 y M2 fueron similares entre si
y menores que en W2, mientras que para W1 este pardmetro no pudo ser registrado por el equipo,
lo que podria atribuirse a una interferencia en la absorcién de la radiacién por la presencia de
grumosidad en este yogur.

Puvanenthiran et al. (2002) emplearon SMP de bajo tratamiento térmico y WPC40 para
formular yogures con 4 g/100 g de proteina y relaciones CN:WP de 0,5:1 y 2,9:1. En dicho
estudio, observaron un incremento en el pH de gelificacién con el incremento del contenido de
proteinas de suero (pH 5,75 para larelacién 0,5:1 vs. pH 5,30 para la relacién 2,9:1); este resultado
fue explicado por el mayor punto isoeléctrico que presentan las proteinas de suero (presentes en
el WPC40) respecto a las caseinas. En nuestro trabajo, se pudo visualizar una tendencia similar
para los yogures W1 y W2; es decir, a mayor proporcién de proteinas de suero (como lo que se
tiene en W1 respecto a W2) se observé un mayor pH de gelificacién. Torres et al. (2016)
estudiaron las propiedades de gelificacion de diferentes geles modelo acidificados con glucono-

delta-lactona (6,5 g/100 g de proteina), formulados con WPC80 y MWP, que fueron combinados
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con SMP de bajo tratamiento térmico. Estos autores encontraron que los geles con WPCS80
mostraron menores tiempos de gelificacién que aquellos con MWP, resultados similares a los
obtenidos en nuestro trabajo. Este hecho fue explicado por el mayor grado de desnaturalizacion
de las proteinas de suero en el MWP respecto al WPC80. Aparentemente, un mayor grado de
desnaturalizacion de las proteinas de suero, como consecuencia del proceso de manufactura del
ingrediente, podria implicar una menor interaccion de las proteinas de suero con las micelas de
caseina durante el tratamiento térmico aplicado en la elaboracién del yogur, provocando un
retardo en la gelificacion. Similares resultados fueron reportados por Silva y O'Mahony (2018),
quienes encontraron mayores tiempos de gelificacion en geles de leche a medida que la
concentracion de MWP se increment6 con respecto a un control (sin agregado de MWP). El MWP
tendria poca interaccién con las caseinas y afectaria la agregacion de las caseinas entre si durante
la fermentacién. Este efecto es mds marcado con el incremento del nivel de agregado.
Consecuentemente, la velocidad de agregacion de las particulas de caseina durante la formacion
del gel se ve disminuida, conduciendo a un retraso en la gelificacion.

En relacidn al grado de desnaturalizacién de las proteinas de suero, Guzman-Gonzilez et al.
(2000) informaron valores en el rango de 4-25% para WPC comerciales con diferente contenido
proteico (35, 36, 74, 70, 77 y 80 g/100 g). Aun asi, estos valores fueron menores al nivel de
desnaturalizacion encontrado en ingredientes de MWP (29-87%) por Torres et al. (2011) y Torres
et al. (2018). Debido a que en nuestro trabajo la velocidad de agregacion de los yogures M1 y M2
fue menor a la de W2, y los tiempos de gelificaciéon de M1 y M2 fueron mayores a W1, podria
sugerirse que el ingrediente MWP empleado tiene mayor grado de desnaturalizacién que el
WPC35.

El monitoreo de la gelificacién por medidas dpticas en el NIR fue empleado para estudiar la
gelificacién de yogur y geles lacteos. Por ejemplo, Serra et al. (2007) utilizaron Optigraph® para
yogures (4 g/100 g de proteina) formulados con leche tratada por homogenizacién a alta presién
en diferentes condiciones (temperatura y presiéon de homogeneizacién, en una o dos etapas). Un
sensor de fibra 6ptica de retrodispersion de la luz de infrarrojo cercano (operado a 880 nm) fue
desarrollado por Arango et al. (2020) para monitorear la coagulacién durante la fermentacién de
yogures con ~4 g/100 g de proteina, diferentes contenidos de grasa (0,4-3,6 g/100 g) y con
agregado de inulina (0,0-3,2 g/100g), y correlacionar estas mediciones con las medidas de pH y
los pardmetros reoldgicos (obtenidos por reometria oscilatoria de baja deformacién) empleando
modelos matematicos. Una ventaja de utilizar el equipo Optigraph® respecto al método NIR
propuesto por Arango et al. (2020) o al uso de reometria SAOR es que se puede realizar el
seguimiento de 10 muestras simultineamente. Segin lo publicado hasta la fecha, no se ha
reportado el uso de métodos 6pticos por NIR para el seguimiento de la gelificacion/coagulacion

en yogures altos en proteina.
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2.3.2. Composicion global y parametros fisicoquimicos de los yogures

La composicién quimica (proteina, grasa, ST, cenizas y calcio), pH, AT y CRA de los yogures

al final del almacenamiento (21 d) se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Composicidn global, pH, AT y CRA de los yogures a los 21 d de almacenamiento.

Parametros Yogur
W1 W2 M1 M2
pH 4,62+0,14 4,53+0,09 4,56+0,12 4,53+0,11
AT (° D) 144,13+5,66 144,48+1,41 148,23+1,92 142,23+5,32
Proteina (g/100 g) 7,78+0,08* 6,99+0,09° 7,72+0,12* 7,03+0,11°
Grasa (g/100 g) 1,15+0,39 1,10+0,28 1,12+0,19 1,07£0,20
ST (g/100 g) 20,04+0,61% 18,44+0,69° 19,09+0,66® 17,87+0,42°
Cenizas (g/100 g) 1,53+0,09 1,44+0,10 1,56+0,05 1,48+0,12
Calcio (mg/100g) 168,21+13,85 161,59+9,00 163,37+7,47 161,48+9,28
CRA (%) 60,23+0,77 55,35+1,05 58,18+2,49 56,5043,21

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

El contenido de proteina en todos los casos fue >5,6 g/100 g, por lo que pueden incluirse en la
categoria de leches fermentadas concentradas (FAO/OMS, 2011a); los valores fueron los
esperados, y mayores en W1 y M1 que en W2 y M2. El contenido de grasa fue similar en todas
las muestras, ~1,1 g/100g, por lo que los productos pueden ser clasificados como parcialmente
descremados segin el Cédigo Alimentario Argentino (CAA, 2006). Los ST alcanzaron 18-20
g/100 g en concordancia con el agregado de ingredientes en polvo (W1>W2=M2). La AT fue
<150 °D en todos los casos y coincide con lo establecido en la legislacién (CAA, 2006). El pH
disminuy6 a ~4,5 a los 21 d. Los valores de post acidificacion, calculados como la diferencia de
pH al final del almacenamiento respecto al valor inicial, fueron bajos (ApH: 0,15-0,23) (Chuah y
Mao, 2020).

Los contenidos de cenizas (~1,5 g/100 g) y de calcio total (161-168 mg/100 g) fueron similares
en todas las muestras. El contenido de calcio en yogur estd vinculado con su concentracion en la
leche base y consecuentemente con los ingredientes empleados para su formulacién (apartado
2.1.2). En yogures tradicionales bajos en grasa (4,4 g/100 g de proteina, 0,1 g/100 g de grasa), el
nivel de calcio encontrado fue de 143 mg/100 g (Hashemi Gahruie et al., 2015). Similarmente, en
un relevamiento de yogures batidos y firmes con contenido tradicional de proteina (4 g/100 g) y
distinto contenido graso, comercializados en la region de Santa Fe, se reportaron valores promedio

de 150 mg/100g (Wolf y Heer, 2015). Otros autores reportaron mayores niveles de calcio (180-
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260 mg/100g) para yogures altos en proteina (8,2-8,5 g/100 g) formulados con un concentrado de
caseina y con WPC nativo, ambos obtenidos por microfiltracion (Jgrgensen et al., 2015). De
hecho, el uso de ingredientes basados en caseina aumenta la concentracién de calcio en yogur ya
que dos tercios del calcio total de la leche esta unido a las micelas de caseina (Gaucheron, 2005).

La CRA no mostré diferencias significativas entre los yogures y los valores se encontraron
entre 55,3—60,2%. La capacidad de retencion de agua por parte del gel lacteo puede ser explicada
por la estructura proteica, principalmente basada en el entrecruzamiento entre las caseinas y las
proteinas de suero desnaturalizadas que se produce durante el tratamiento térmico en la
elaboracién de yogur (Lucey etal.,, 1999). Ademds, numerosos factores influyen en este
pardmetro, tales como la composicién de la leche, el tipo y cantidad de ingredientes l4cteos y no
lacteos, los hidrocoloides empleados, el tipo de fermento empleado (por su capacidad para generar
exopolisacdridos, que son moléculas que tienen la capacidad de modificar las propiedades
reoldgicas de los productos lacteos, ademas de que pueden ejercer propiedades benéficas), etc.
(Ale et al., 2023; Amatayakul et al., 2006; Liu et al., 2017). Resultados variables se han reportado
para el efecto de la formulacién de yogures altos en proteinas sobre la CRA. Brodziak et al. (2020)
prepararon yogures (5,9 g/100 g de proteina y 4,6 g/100 g de grasa) con adicién de distintos
niveles de WPCS8O0: los valores de CRA a los 21 d fueron 66-70%, sin diferencias por el nivel de
agregado de WPCS80. Vénica et al. (2023b) hallaron menores valores (47,5%) que los obtenidos
en nuestro estudio, para un yogur con 5 g/100 g de proteina formulado con SMP y WPC40. Sodini
et al. (2005) usaron diferentes WPC35 comerciales en yogures (4,0-4,2 g/100 g de proteina) y los
valores de CRA fueron 60-63%, y resultaron ser un 25% més altos que el valor obtenido para un
yogur con similar contenido de proteina, pero formulado solo con SMP. En un estudio con
diferentes MWP comerciales, Torres et al. (2018) informaron mayores valores de CRA (77-96%)
que lo obtenido en nuestro trabajo, para yogures con 4,25 y 5,0 g/100 g de proteina 'y 0,5 g/100 g
de grasa elaborados con SMP y MWP; los yogures con 5,0 g/100 g de proteina preparados con
MWP con menor grado de desnaturalizacién, fueron los que tuvieron mayores niveles de CRA, y
sus microestructuras revelaron agregados proteicos mds pequefios. Por su parte, Silva y
O"Mahony (2018) encontraron menor CRA en geles de leche con alto nivel proteico y con
agregado de MWP respecto al gel control sin este ingrediente. Es importante tener en cuenta que
las técnicas para medir la CRA son variadas en la bibliografia, y la aplicacién de diferentes
condiciones (en particular, tiempo, temperatura y velocidad durante la centrifugacién) puede

conducir a resultados muy dispares (Lucey et al., 1998).

2.3.3.Recuentos microbianos de los yogures

El recuento de BAL totales fue elevado y similar en todos los yogures (8,13+0,10; 8,23+0,01;
8,14+0,04 y 8,27+0,02 log ufc/g para W1, W2, M1 y M2, respectivamente). El recuento de mohos
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y levaduras fue <1 log ufc/g. Estos resultados cumplen con la normativa vigente, la cual establece

que el recuento de BAL debe ser >10" ufc/g, y el de mohos y levaduras <10 ufc/g (CAA, 2007).

2.3.4.Perfiles de carbohidratos y de acidos organicos de las leches base y de los

yogures

Las concentraciones de carbohidratos y de acidos organicos de las LB y de los yogures (21 d)

se muestran en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5. Acidos orgénicos (mg/100 g) y carbohidratos (g/100 g) de las leches base y de los
yogures (21 d).

Leche base

Compuestos
W1 W2 M1 M2

Acido citrico 365,46+23,44 336,98+8,89 339,63+10,17 323,28+16,81

Acido orético 11,214£0,57 10,28+0,19 10,2240,40 10,11£0,49
Acido lactico ND ND ND ND
Acido hipirico 3,87+0,20 3,57+0,01 3,54+0,14 3,51+0,21
Lactosa 9,71+0,26 8,71+0,45° 8,46+0,12° 8,44+0,28°
Glucosa ND ND ND ND
Galactosa ND ND ND ND
Compuestos Yogur
W1 w2 M1 M2

Acido citrico 364,90+16,48 356,36£16,26 364,67+22,55 320,97+31,04

Acido orético 9,49+0,51% 9,3340,16* 9,54+0,69 8,69+0,56*
Acido lactico  1538,07420,76* 1534,57+59,52% 1618,55+34,38* 1513,86%52,39*
Acido hipirico ND#* ND* ND#* ND#*
Lactosa 6,56%0,62 5,89+0,46 5,96+0,25% 5,09+0,61°
Glucosa 0,37+0,01 0,49+0,05 0,51+0,06 0,46+0,09
Galactosa 1,13+0,03" 1,29+0,06% 1,38+0,08° 1,20+0,12:

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

* indica diferencias significativas entre la leche base y el yogur, para una misma formulacién (p<0,05).
ND: no detectado.

El nivel inicial de lactosa de las LB fue 8,4-9,7 g/100g, mostrando W1 el mayor valor. La
fermentacion y el almacenamiento condujo a valores finales de 5,1-6,6 g/100g (W1>M2, W2y
M1 sin diferencias significativas con ninguno de los yogures). El consumo de lactosa por la

actividad metabdlica de las BAL, que predomina durante la fermentacién, oscilé entre el 30 y
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40%, presentando un comportamiento tipico y esperado en yogur (Chandan, 2006). La
concentracién de lactosa del yogur depende directamente de la concentracion presente en la leche
base que se somete a fermentacién. Menores niveles de lactosa fueron encontrados en yogures
altos en proteina por Gomes da Costa et al. (2020) (14 g/100 g de proteinas y 1 g/100 g de grasa)
y por Hossain et al. (2020) (4,2-7,3 g/100 g de proteinas y 0,5-3,5 g/100 g de grasa). Estos autores
no reportaron el nivel de lactosa de partida, pero al dia 1 hallaron concentraciones de 4 g/100g
(Gomes da Costa et al., 2020) y de 3,5 g/100g (Hossain et al., 2020). La concentracion de glucosa
en los yogures fue baja y similar entre los productos, y en las LB no fue detectada. La galactosa
tampoco fue detectada en las LB, mientras que fue mayor en el yogur M1 que en el W1. Valores
de galactosa ligeramente menores fueron reportados por Vénica et al. (2014).

El 4cido l4ctico, principal producto de la fermentacion lactica, no fue detectado en las LB, y
alcanz6 1500-1650 mg/100 g en los yogures a los 21 d, sin diferencias significativas entre los
productos. Estos valores fueron mayores que los obtenidos para yogures con menor contenido de
proteina. Vénica et al. (2014) reportaron niveles de 900-1100 mg/100 g para yogures con 3,3-4,5
g/100 g de proteina. La mayor produccién de 4cido lactico en yogures altos en proteina ha sido
explicada por la mayor capacidad buffer de la formulaciéon de partida, necesitindose mayor
produccién de 4acido lactico para reducir el pH hasta el valor final deseado (Korzendorfer y
Hinrichs, 2019).

No se detectaron diferencias significativas en las LB para los 4cidos citrico, orético e hiptirico
ni en los yogures para los 4cidos citrico y orético. La concentracion de 4cido citrico en los yogures
fue mayor que la reportada por Vénica et al. (2014), mientras que la concentracion de orético fue
similar. No se registré consumo ni produccién de 4cido citrico en ninguno de los yogures; por el
contrario, el dcido orético fue consumido en algin grado durante la fermentacién y el
almacenamiento en W1, W2 y M2. El 4cido hipurico fue completamente consumido a los 21 d.
Los 4cidos citrico, orético e hipdrico son productos del metabolismo bovino, por lo tanto, se
encuentran presentes naturalmente en la leche y también en los ingredientes proteicos empleados.
En general, las bacterias del fermento de yogur no tienen la capacidad de metabolizar el dcido
citrico; esto es posible para bacterias citrato (+), por ejemplo, algunas cepas de Lactococcus,
Leuconostoc (Vénica et al., 2014). Diferente es el caso del 4cido orético, ya que se ha demostrado
que algunas BAL lo utilizan como factor de crecimiento (Gonzélez de Llano et al., 1996), por
ejemplo, algunas cepas de S. thermophilus y L. delbruekii subsp. bulgaricus (Settachaimongkon
et al., 2014). Por dltimo, el 4cido hipdrico es transformado por las BAL en acido benzoico, que
actia como sustancia preservante (Sieber et al., 1995). Fernandez-Garcia y McGregor (1994)
reportaron la formacién de 4cido benzoico en yogur, aunque en nuestros productos este
compuesto no fue analizado.

Escasos resultados de perfiles de carbohidratos y dcidos organicos en yogures altos en proteina

han sido reportados hasta la fecha.
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2.3.5.Perfil de compuestos volatiles de los yogures

Los compuestos volatiles detectados en los yogures (21 d) y sus cantidades expresadas en

unidades de drea arbitrarias se presentan en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6. Compuestos voldtiles (valores de areas en unidades arbitrarias x 1000) de los yogures

(21 d) agrupados segtn familias quimicas.

Yogur
Compuestos Wi w2 M1 N2
Aldehidos
Acetaldehido 70+18° 109413b 13831 185+19*
Benzaldehido 5742 29+11° 27430 18+3°
Cetonas
2-propanona 79+5° 121+£13¢% 121442 117£13¢%
2-butanona 53+10 7712 59+10 76£8
2-pentanona 46+4 50+11 59+7 58+1
Diacetilo 318+18° 262+12¢ 340+20° 479+29*
2,3-pentanodiona 98+4° 68+13° 57+5° 59+10°
2-hexanona 52132 14+4° 14+4° 28+5°
2-heptanona 255+5° 278+20° 155+15° 18+11°
Acetoina 342+31°¢ 364428 435+12° 412+17%
2-nonanona 6010 61212 4946 42+4°
2-undecanona 134280 1242 9+1° 1632
Acidos
Acético 68+8 78+9 81+6 65+3
Butanoico 211442 201+9* 1847 170+18°
Hexanoico 544+44* 509+14%® 443436° 437£19°
Octanoico 28114 282+12 244410 245422
Decanoico 758 8148 79+8 90+3
Dodecanoico 44432 46£2° 33420 2843

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 3 réplicas de elaboracién.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

La fraccién volatil fue caracterizada por la presencia de 18 compuestos pertenecientes a las
familias quimicas de las cetonas (10), dcidos (6), y aldehidos (2). Como se puede observar, el
patrén cualitativo fue similar en todos los yogures (se identificaron los mismos compuestos en
todos los casos) y las diferencias encontradas fueron cuantitativas. Los porcentajes obtenidos para
los diferentes grupos quimicos (calculados respecto al drea total de los picos identificados) se

muestran en la Fig. 1.5.

93



Capitulo 1

Aldehidos
Cetonas
60 - Acidos

50 I

HH
=
ho

40

o

30

20

Grupos de compuestos (%)

Ho
o
Lol
H

Fig. 1.5. Porcentaje de grupos quimicos de compuestos volatiles respecto al al drea total en los
yogures (21 d).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.

Letras distintas para el mismo grupo de compuestos indican diferencias significativas entre yogures
(p<0,05).

Todos los compuestos volatiles encontrados en las muestras han sido reportados como los
componentes mds representativos del aroma de yogur (Cheng, 2010; Routray y Mishra, 2011).

Las cetonas representaron el grupo mayoritario en todos los yogures, con porcentajes del 50-
55%; M2 alcanzd una proporcién mayor que en el resto de los yogures. Se identificaron
metilcetonas (desde C3 a C11), dicetonas (2,3-butanodiona o diacetilo y 2,3-pentanodiona) y una
hidroxicetona (3-hidroxi-2-butanona o acetoina). En general, el perfil de cetonas en todas las
muestras fue caracterizado por la presencia mayoritaria de acetoina y diacetilo, seguidos de 2-
heptanona y propanona.

Las metilcetonas con nimero impar de atomos de carbono son compuestos secundarios
derivados tipicamente del metabolismo de la grasa; los dcidos grasos libres saturados liberados
de la grasa de la leche por lipdlisis son primero oxidados a -cetoacidos y luego decarboxilados
a las correspondientes metilcetonas (Vagenas y Roussis, 2012). 2-propanona tuvo los niveles mds
bajos en el yogur W1; el contenido de 2-pentanona fue similar en todas las muestras; 2-heptanona
mostré mayores dreas en los yogures W que en los M, y 2-nonanona fue mayor en W2 que en
M2. 2-undecanona presenté mayor contenido en el yogur M2. En el caso de las metilcetonas con
nimero par de dtomos de carbono, como butanona y 2-hexanona, sus cantidades fueron bajas. El

nivel de 2-butanona fue similar entre las muestras, mientras que mayores valores de 2-hexanona
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fueron encontrados en W1. Algunos estudios sugirieron un rol menor de las metilcetonas en el
flavor global de yogur (Cheng, 2010; Liu et al., 2022) .

Dicetonas como 2,3-butanodiona y 2,3-pentanodiona, y la acetoina, producto de reduccion del
diacetilo, son compuestos clave en el aroma de yogur (Schlichtherle-Cerny et al., 2010). En
particular, el diacetilo es considerado el primer o segundo compuesto aromdtico mds potente
(Pinto et al., 2009) debido a su extremadamente bajo umbral de percepcion, contribuyendo al
aroma pungente que recuerda a la manteca (Liu et al., 2022). Ott et al. (2000) propusieron que
estos compuestos son producidos por decarboxilacién espontdnea de sus precursores, 2-
acetolactato y 2-acetohidroxibutirato, respectivamente, que son compuestos intermedios
derivados de la glucosa (en el caso de 2,3-butanodiona) y de la treonina y la glucosa (en el caso
de 2,3-pentanodiona). Los niveles de 2,3-butanodiona y 2,3-pentanodiona fueron mayores en M2
y W1, respectivamente. Para la acetoina los mayores niveles se encontraron en M1.

Los 4cidos alcanzaron porcentajes entre 37 y 45% con diferencias significativas entre muestras
(W1=W2>M1>M2). El perfil de dcidos fue caracterizado por dcidos carboxilicos lineales con
nimero par de dtomos de carbono de C2 a C12. Exceptuando al dcido acético o etanoico
(subproducto de la fermentacidn de carbohidratos o catabolismo de aminoécidos), el resto de los
4cidos son producidos por lip6lisis de la grasa de la leche en un proceso catalizado por lipasas y
estearasas provistas por las BAL. Dentro del grupo de los 4cidos, se destaca la contribucién del
acético al flavor del yogur (Routray y Mishra, 2011). En todos los yogures, el dcido hexanoico
fue el mas abundante, seguido por el octanoico y el butanoico. Los 4cidos acético, octanoico y
decanoico tuvieron contenidos similares en todos los productos. El orden de dreas para el 4cido
butanoico fue W1=W2>M?2; para el hexanoico, WI>MI1=M2; y para el dodecanoico,
Wi=W2>M1=M2.

Los aldehidos fueron un grupo minoritario y representaron un porcentaje del 4 al 8%; solo dos
componentes de esta familia quimica fueron detectados: acetaldehido y benzaldehido. La fraccién
de aldehidos sigui6 el orden: M1=M2>W1=W?2. El acetaldehido provee el aroma tipico de yogur
y ha sido reconocido como el responsable de las notas frescas frutales (Schlichtherle-Cerny et al.,
2010). Durante la fermentacién de yogur, el acetaldehido puede ser producido por el metabolismo
de la lactosa como resultado de la decarboxilacién del piruvato: directamente via piruvato
decarboxilasa o piruvato oxidasa, o indirectamente mediante la formacién de acetil coenzima-A
por piruvato dehidrogenasa o piruvato formiato liasa. Ademas, el acetaldehido puede formarse
por la actividad deoxirriboaldolasa, que degrada timidina en acetaldehido y gliceraldehido-3-
fosfato. Finalmente, mientras numerosos aminodcidos pueden ser convertidos en acetaldehido via
piruvato como un intermediario metabdlico, la treonina puede ser directamente convertida en
acetaldehido y glicina por la actividad de la treonina aldolasa (Chaves et al., 2002). En el caso del
benzaldehido, el mismo es producido por catabolismo del aminodcido fenilalanina; se ha

reportado como un componente caracteristico de la fraccién aromadtica del yogur y contribuiria al
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flavor aportando notas a almendras y azicar quemada (Zhang et al., 2020). El contenido de
acetaldehido resulté mayor en el yogur M2 y menor en el yogur W1, mientras que el benzaldehido
presentd los mayores niveles en el yogur W1.

A partir del andlisis precedente puede verse que el uso de MWP parece favorecer la produccién
de los compuestos voldtiles mds relevantes para el flavor del yogur, tales como acetaldehido,
diacetilo y acetoina, mientras que el agregado de WPC35 impact6 en los niveles de los algunos
acidos grasos y metilcetonas.

Resultados previos indican que la formulacién de las leches base con diferentes ingredientes
lacteos para obtener yogures mejorados en sus aspectos funcionales y nutricionales, afecta en
diferente medida la produccién de compuestos voldtiles (Vénica et al., 2023b, 2024). En
concordancia con nuestros resultados, otros autores reportaron que el tipo y cantidad de
ingredientes lacteos utilizados en la elaboracién del yogur pueden impactar en los atributos
sensoriales del producto (Akalin et al., 2012; Barakat et al., 2021; Isleten y Karagul-Yuceer, 2006;
Marafon et al., 2011).

2.3.6.Comportamiento reologico de los yogures

Los datos obtenidos de las curvas de flujo de los yogures al final del almacenamiento (21 d)
fueron satisfactoriamente ajustados con la Ley de Potencia (R* > 0.80). El indice de consistencia
(k) y el indice de comportamiento de flujo (n), obtenidos por regresion, y la viscosidad aparente
(1.) a 50 s de velocidad de corte, obtenida por interpolacién de los puntos de las curvas, se

muestran en la Tabla 1.7.

Tabla 1.7. Comportamiento de flujo (n), indice de consistencia (k), y viscosidad aparente (7.) a

50 s! de esfuerzo de corte de los yogures (21 d).

Parametros
Yogur
n (adimensional) k (Pa.s) Ha (Pa.s)
W1 0,10+0,02° 96,95+3,932 3,00+0,01*
W2 0,07+0,01° 85,3245,04° 2,88+0,33%
M1 0,15+0,01* 55,45+2,06° 2,06+0,03°
M2 0,1620,01* 46,97+2,41° 1,86+0,01°

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Se encontraron diferencias asociadas al tipo de ingrediente, independientemente del nivel de
adicién y, en consecuencia, de la relacion CN:WP. Como era esperado, se encontrd n < 1 en todas
las muestras, lo que permite clasificar a los productos como pseudopldsticos, que es un

comportamiento tipico para yogur (Lee y Lucey, 2010). El parametro k fue mayor en los yogures
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W que en los M, indicando que el WPC35 provocé mayor consistencia que el MWP. La 7, fue
mayor en los productos W que en M, en linea con los resultados de k.

Resultados similares fueron encontrados por Silva 'y O’Mahony (2018), quienes estudiaron el
comportamiento reolégico y las propiedades microestructurales de geles lacteos altos en proteina
y bajos en grasa (8 g/100 g de proteina, <0,3 g/100 g de grasa) que se acidificaron con glucono-
delta-lactona, formulados con SMP, concentrado de proteina de leche y MWP. Las muestras con
MWP mostraron menor médulo de almacenamiento (G”) durante la acidificacion y menores
valores de esfuerzo de corte en los geles formados. Menor viscosidad aparente y consistencia se
obtuvieron en los geles con MWP respecto al control sin agregado.

Akalin et al. (2012) estudiaron la viscosidad aparente de yogures (5,2 y 5,5 g/100 g de
proteina) formulados con SMP y WPCB80, agregados individualmente, y encontraron mayor
viscosidad en los yogures con WPC80 comparado a los adicionados con SMP. Remeuf et al.
(2003) también prepararon yogures (4,4-4,7 g/100 g de proteina) con SMP y WPC84, agregados.
Segun Saffon et al. (2013), las proteinas de suero del WPC forman agregados proteicos mas
grandes que los que se obtienen en geles lacteos y yogures preparados solo con SMP; esto dificulta
la contraccién de la red de caseinas, aumentando la viscosidad del gel (Saffon et al., 2013).
Ademds, la formacién de estos agregados proteicos permite mayor oclusion de solvente
resultando en mayor viscosidad (Purwanti et al., 2013). Contrariamente, Sodini et al. (2005)
encontraron menor viscosidad en yogures con WPC35 respecto a un yogur control que solo
contenfa SMP, atribuido al alto grado de desnaturalizacién de las proteinas de suero en el
ingrediente empleado.

Se ha propuesto que cuando ocurre la desnaturalizacién de las proteinas de suero durante el
tratamiento térmico en presencia de micelas de caseina, las proteinas de suero desnaturalizadas
interaccionan con las caseinas y con otras proteinas de suero, comportdndose como materiales de
unidn, propiciando un mayor G’durante la gelificacion, vinculado a mayor firmeza y consistencia
del gel. Esto fue experimentalmente demostrado por Lucey et al. (1999), quienes estudiaron el
efecto del tratamiento térmico (80 °C/30 min) de leches base formuladas con WPC80 (1 g/100 g)
para preparar geles dcidos. Dichos autores observaron que el esfuerzo de corte aumentd y que la
microestructura del gel fue mds ramificada en los geles tratados térmicamente en comparacion a
los no tratados. Por el contrario, las proteinas de suero desnaturalizadas durante la manufactura
de los ingredientes no contribuyen a la agregaciéon con las micelas de caseina durante el
tratamiento térmico de la leche base en el proceso de elaboracién de yogur, causando menor
entrecruzamiento, y por ende menor viscosidad (Torres et al., 2018).

En base a lo propuesto en la bibliografia consultada se podrian explicar las menores
viscosidades aparentes obtenidas en los yogures M por un mayor grado de desnaturalizacién del
ingrediente MWP respecto al WPC35. Los ingredientes MWP se distinguen de otros ingredientes

de proteinas de suero por su pequeiio tamafio de particula (0,1-10 um) que habilita su uso para
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reemplazar grasa (miméticos de grasa) en sistemas modelo y aplicaciones alimentarias de base
lactea (Kew et al., 2020); de todas maneras, la forma de interaccion de estas pequefias particulas
de proteinas con las caseinas y con otras proteinas de suero no estd completamente dilucidada

(Hossain et al., 2020; Torres et al., 2011).

2.3.7.Perfil de textura de los yogures

Los parametros de textura de los yogures (21 d) se muestran en la Fig. 1.6.

Firmeza (N)
Il Cohesividad
0,7 - Adhesividad (J)

] a
0,6 - I

1 b
0,5 1
0,4 ]

1 a
1 b ]C
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Fig. 1.6. Parametros de TPA: firmeza (N), cohesividad (adimensional) y adhesividad (J) de los

yogures (21 d).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas para el mismo pardmetro indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Diferencias significativas, fueron observadas para la firmeza: W1 mostré el mayor valor,
seguido por W2 y finalmente las muestras M; y para la adhesividad, que sigui6 el orden
WI1>W2>M1>M2. La cohesividad fue similar en todos los productos.

La textura de los yogures es un pardmetro importante que impacta en la aceptabilidad del
consumidor (Delikanli y Ozcan, 2017). Se ha reportado que la calidad, composicién,
tecnofuncionalidad y proceso de manufactura de los ingredientes en polvo, la formulacién de la
leche base, tipo de fermento y el protocolo de produccién del yogur pueden afectar los pardmetros
de textura (Lesme et al., 2020; Lucey, 2020). En relacion al efecto de los ingredientes de proteinas
lacteas, en diversos trabajos se han reportado resultados contradictorios. En efecto, en algunos
casos se observo aumento de la firmeza, mientras que en otros se obtuvieron geles mas débiles
con el agregado de WPC. Por ejemplo, Sodini et al. (2005) detectaron mayor firmeza en un yogur

que solo contenia SMP respecto a otro formulado con un WPC35 con alto grado de

98



Capitulo 1

desnaturalizacion. Contrariamente, Akalin et al. (2012) encontraron que la incorporacién de
WPC80 aument6 la firmeza y adhesividad en yogures con 5,2-5,5 g/100 g de proteina en
comparacion a un yogur con SMP. Resultados similares fueron reportados por Nastaj et al. (2019),
donde observaron que la firmeza de yogures altos en proteina (6-10 g/100 g) aument6 con el nivel
de agregado de WPC80, aunque la adhesividad no fue significativamente afectada. Delikanli y
Ozcan (2014) no observaron diferencias en la dureza y adhesividad para yogures (4,7-5,4 g/100
g), formulados con SMP y WPCS0.

El efecto del MWP en pardmetros de textura de geles dcidos y yogures fue estudiado por Silva
y O’Mahony (2018) y Hossain et al. (2020), respectivamente. Menor valor de firmeza fue
obtenido en los yogures altos en proteinas y bajos en grasa con agregado de MWP respecto al
control sin agregado. Es decir, el agregado de MWP condujo a la formacién de geles de leche mas
blandos, observado por medidas reoldgicas durante el proceso de gelificacion (Silvay O"Mahony,
2018). Contrariamente, Hossain et al. (2020) hallaron que la firmeza de yogures altos en proteina
y bajos en grasa (7,3 g/100 g de proteina, <0,5 g/100 g de grasa) formulados con MWP fue similar
a la obtenida en un yogur con igual contenido de grasa y menor contenido proteico (5,6 g/100 g)
sin la adicién de MWP, lo que se justificé por el comportamiento del MWP como un elemento
estructural inerte.

Los resultados de adhesividad mostraron la misma tendencia que los de firmeza, lo que
concuerda con lo observado por Delikanli y Ozcan (2017), quienes concluyeron que geles mds
débiles (que presentaron microestructuras mis abiertas y menos densas) se relacionaron con
menores valores de adhesividad. La adhesividad representa la energia necesaria para romper el
contacto entre la muestra y la superficie de la sonda, que se da por la presencia de grupos cargados
(causado por la desnaturalizacién) que permanecen libres luego del tratamiento térmico y la
fermentacion (Magenis et al., 2006; Prajapati et al., 2016). Se ha reportado que los ingredientes
de MWP reducen la friccién entre las superficies por un mecanismo de rodamiento de baja
friccion (definido por el término en inglés ‘ball-bearing’), y que este efecto se ve incrementado
con altas concentraciones de MWP (Liu et al., 2016). Este hecho también fue demostrado por
Olivares et al. (2019) al estudiar el efecto del MWP como mimético de grasa, comparando la
textura de dispersiones de MWP en leche descremada con aquellas preparadas con grasa lactea

en leche descremada.

Por otro lado, los resultados de firmeza de los yogures medidos a los 21 d se contraponen con
los valores obtenidos al final de la fermentacion (aprox. 4 h a 42 °C) arrojados por las mediciones
opticas del equipo Optigraph®. De hecho, la firmeza a los 21 d fue mayor en los yogures W que
en los M, y lo contrario se tuvo al final de la fermentacién. Sin embargo, esta discrepancia no es
sorprendente. Al final de la fermentacién, W1 mostré una macroestructura aspera y grumosa;

posiblemente estos aglomerados de proteina conformaron una matriz heterogénea que podria
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haber afectado la transmisién/reflexién en el equipo (Optigraph®). La medida éptica fue realizada
durante la formacion del gel y al final de la misma, en donde el mismo tiene una organizacion
continua mds similar a la de un yogur firme (Lee y Lucey, 2010), mientras que la medida reoldgica
se realiz6 luego de haber fracturado el gel por la agitacion y de haber estado en reposo por 21 dias
a la temperatura de refrigeracion, lapso en el cual se produce una evolucion de la microestructura
(Ramchandran y Shah, 2010). La viscosidad y la firmeza del yogur batido se relacionan con su
microestructura, que depende de las interacciones entre moléculas o particulas. Durante el
almacenamiento en frio la estructura del gel roto se modifica, se forman nuevas estructuras y la
viscosidad del yogur aumenta (Gilbert et al., 2020). Serra et al. (2007) también sefialaron que las
medidas de firmeza y de densidad del gel de yogur obtenidas en el Optigraph® no representan
exactamente la textura del yogur luego del almacenamiento, aunque dan una idea de la interaccién
de las particulas durante la formacién del gel. La textura del yogur medida durante el
almacenamiento esta fuertemente condicionada por la cristalizacion de la grasa y el hinchamiento
de las particulas de caseina a baja temperatura. Es decir, tanto la grasa como la proteina se
encuentran en un estado fisico diferente a la temperatura de la medida 6ptica (42 °C), que a la

temperatura de refrigeracion (Serra et al., 2007).

2.3.8.Microestructura y aspecto visual de los yogures

En la Fig. 1.7 se muestran las micrografias de CLSM de los yogures (21 d.). En color rojo, se
identifican los agregados proteicos.
Diferentes patrones microestructurales fueron observados dependiendo del ingrediente utilizado
y su nivel de adicién. Para W1, las particulas proteicas presentaron diferente tamafio y no se
observd tanta interconexiéon como en los otros yogures. Las particulas proteicas en W2 se
encontraron mds interconectadas y sus tamanos fueron més regulares que en W1, siendo posible
distinguir poros de diferentes tamafios. M1 y M2 mostraron una organizacion estructural similar
entre si, donde las cadenas de proteina fueron mds delgadas que en W2. Tanto M1 como M2
presentaron poros regularmente distribuidos. Como fue previamente mencionado, los menores
niveles de proteina de suero en W2 y M2 comparados a W1 y M1, y una concomitante mayor

disponibilidad de micelas de caseina, permitieron la formacién de un gel mejor estructurado.
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Fig. 1.7. Micrografias de CLSM de los yogures (21d).

En rojo se observan los agregados proteicos y en negro las regiones correspondientes a los poros de la
estructura.

Las particulas presentes en yogur batido son tipicamente suaves y de forma regular, su forma
y dureza afectan la percepcién de suavidad y cremosidad esperadas. Fue establecido que un
exceso de proteinas de suero puede provocar heterogeneidad en el tamafio y formas de las
particulas proteicas (Krzeminski et al., 2011). Esto puede ser una de las razones de la pobre
interaccion entre las estructuras proteicas observadas en W1, que podria haber conducido a la
grumosidad y aspereza de este yogur.

Sandoval-Castilla etal. (2004) estudiaron la microestructura de yogures parcialmente
descremados (1,45 g/100 g de grasa, 4,5 g/100 g de proteina) y con diferentes sustitutos de grasa
basados en proteinas de suero (WPC35 y MWP), y observaron diferencias en la red proteica
formada con cada ingrediente. Una apariencia filamentosa, con pocos espacios vacios, en el yogur
con WPC fue atribuida a la asociacion de las proteinas de suero desnaturalizadas en la superficie
de las micelas de caseina, mientras que en el yogur con MWP las particulas proteicas formaron
una estructura con mds poros que en el yogur con WPC, similar a lo observado en nuestro estudio
entre W2, M1 y M2. La explicacién dada por los autores fue que las proteinas de suero del MWP

interfirieron en la aproximacién de las cadenas de caseinas. Silva y O"Mahony (2018)
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cuantificaron pardmetros microestructurales (porosidad y tortuosidad) de los geles de leche en los
que se estudié el agregado de MWP (0-4,4 g/100 g) a partir del andlisis de imdgenes de CLSM.
El agregado de MWP produjo geles con mayor porosidad y menor tortuosidad comparativamente
a la muestra sin agregado. Los geles con MWP tuvieron una estructura mas abierta debido a la
creacion de nuevos canales o cavidades de suero en la estructura tridimensional del gel, con una
mayor conectividad entre los poros y menor tortuosidad. La apertura del gel se atribuye a la menor
agregacion de las particulas de caseina, como se menciond. Esta apertura de la estructura en los
geles con MWP, conduce a geles mds blandos y menos firmes. Esto facilitaria la mayor expulsién
del suero, es decir, menor CRA. Los resultados obtenidos por Silva y O’Mahony (2018)
confirmaron esta hipdtesis. También le atribuyeron el menor valor de CRA de los geles con MWP
respecto al que no tenia MWP, al mayor grado de desnaturalizacién de proteinas de suero en el

ingrediente.

Para concluir, en la Fig. 1.8 se observa el aspecto visual de los yogures. Como ya se menciond,
W1 mostré abundante grumosidad, que se puede vincular con los agregados proteicos de mayor
tamafio y bordes mds definidos que en el resto de los productos. W2, M1 y M2 resultaron
cremosos, con una textura homogénea y sin grumosidad. M1 y M2 fueron menos consistentes que

W2, caracteristica otorgada por el MWP.

Fig. 1.8. Aspecto visual de los yogures (21d).

3. Conclusiones

El incremento proteico logrado por la adiciéon de WPC35 y MWP permitié obtener yogures
incrementados en proteina (>5,6 g/100 g de proteina) y parcialmente descremados (<1,5 g/100 g
de grasa), con propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas concordantes con los requerimientos
de calidad para este tipo de producto. La utilizaciéon de diferentes ingredientes de proteinas de
suero introdujo cambios en la micro y macroestructura, y ligeras modificaciones en los perfiles
de compuestos volétiles durante el almacenamiento refrigerado. En este tltimo caso se destacan
los mayores niveles de acetaldehido, diacetilo y acetoina en los yogures M, y de 2-heptanona, 2-

nonanona y algunos 4cidos grasos en los yogures W, lo que sugeriria que el tipo de ingrediente

102



Capitulo 1

modifica en alguna medida las rutas metabdlicas de produccién de los compuestos. Se obtuvieron
niveles de lactosa de 5,1-6,6 g/100 g en los yogures al final del almacenamiento. El dcido lactico
alcanzé niveles similares en todos los productos. Se obtuvo mayor indice de consistencia y
viscosidad aparente en los yogures W respecto a los M. Esto se correlaciona con la firmeza y la
adhesividad de los yogures. A pesar de estas diferencias estructurales, no se observaron
diferencias en la CRA. Los yogures con MWP mostraron mejores caracteristicas
macroestructurales, una matriz homogénea y sin grumosidad, aunque también el uso de WPC35
en menor concentracién (W2) permitié obtener un producto suave y cremoso; este Ultimo
ingrediente es ampliamente utilizado dado su menor costo (US$ 2,4/kg del WPC35 vs. US$ 7/kg
del MWPA45) y mayor disponibilidad que otros ingredientes de proteinas lacteas. En general, las
mayores diferencias se debieron al tipo de ingrediente mas que al nivel de agregado (relacién
CN:WP).

Un detalle a tener en cuenta es la alta concentracién de lactosa que aportan estos ingredientes
respecto a otros con mayor contenido proteico, lo que impacta en el contenido de lactosa de la

leche base y, en consecuencia, en el del producto final.
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Empleo de concentrado de proteinas de leche (MPC70) e
ingredientes de proteinas de suero (WPC35, WPC80, MWP) en la

formulacion de yogures incrementados en proteinas

104



Capitulo 2

Resumen

El objetivo de este Capitulo fue estudiar el efecto de la formulacién empleando distintos
ingredientes de proteinas l4cteas: concentrado de proteinas de leche, concentrados de proteinas
de suero y proteina de suero microparticulada, en la elaboracion de yogures altos en proteina con
diferentes relaciones CN:WP, en la cinética de fermentacién, aspectos fisicoquimicos,
microbioldgicos, estructurales y perfil de compuestos voldtiles. Dentro de los aspectos
estructurales, se evalué el comportamiento reoldgico de los yogures en condiciones orales
simuladas, lo que permiti6 establecer un vinculo con su potencial capacidad saciante. Para ello,
se elaboraron, a escala laboratorio, yogures altos en proteina (7,5 g/100 g de proteina) y
parcialmente descremados (<1,5 g/100 g grasa) empleando leche parcialmente descremada y los
siguientes ingredientes en polvo: concentrado de proteinas de leche al 70% (MPC70), concentrado
de proteinas de suero al 35% (WPC35), concentrado de proteinas de suero al 80% (WPC80) y
proteina de suero microparticulada (MWP, 45% de proteina). Los ingredientes de proteinas de
suero (WPC35, WPC80 y MWP) se combinaron individualmente con MPC70, para obtener
relaciones CN:WP de 2:1 y 1,5:1. Paralelamente, un yogur control (C) con relacion CN:WP 4:1,
fue elaborado sélo con MPC70. El estudio se realiz6 por separado para cada relacidon estudiada
comparativamente con el control.

Una de las principales ventajas que present6 el uso de MPC70 fue la menor proporcién de
lactosa de las formulaciones, lo que resulté en yogures con menor contenido de lactosa residual
que lo encontrado en el Capitulo 1. La produccién de acidos orgdnicos y los valores de pH fueron
similares en los distintos productos. La acidez titulable y nivel de microorganismos cumplieron
con lo requerido por la normativa. El anélisis del perfil de compuestos volétiles revel? la presencia
de 22 compuestos pertenecientes a las familias quimicas de las cetonas, dcidos y aldehidos, en
proporciones similares (salvo los aldehidos) a los yogures del Capitulo 1. Diferencias
cuantitativas en los compuestos se asocié también al tipo de ingrediente utilizado. La
caracterizacion estructural reveld diferencias entre los productos, nuevamente asociadas a la
naturaleza de los ingredientes mds que a la relacién CN:WP. Los yogures con WPCS80 resultaron
los més viscosos, consistentes y firmes, y por estas caracteristicas podrian asumirse como los més
saciantes, mientras que lo contrario se observé en los yogures con MWP. Los yogures con WPC35
tuvieron un comportamiento intermedio y bastante similar al control en algunos parametros, lo
que podria relacionarse con el nivel de desnaturalizacion de las proteinas de suero presentes en el
WPC35 (respecto al comportamiento observado para el WPC80), o con la alta deformacién que
se aplic6 en la etapa de agitacion y enfriamiento durante la elaboracién, que pudo haber

ocasionado un gran impacto en la microestructura de los mismos.
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1. Materiales y métodos

1.1. Materiales

Para la elaboracion de los yogures se emplearon leche UHT parcialmente descremada (1 g/100
mL de grasa, 3,2 g/100 mL de proteinas) (Garcia Hnos. Agroindustrial S.R.L, Argentina),
concentrado de proteinas de leche en polvo al 70% (MPC70) (Milk Specialties Global, Estados
Unidos), concentrado de proteinas de suero al 35% (WPC35) (Saputo S.A., Argentina),
concentrado de proteinas de suero al 80% (WPC80) (Nutrilac QU-7560, Arla Foods, Dinamarca)
y proteina de suero microparticulada (MWP) (Nutrilac CH-4560, Arla Foods, Dinamarca). La
composicién de los ingredientes en polvo se muestra en la Tabla 2.1. También se incluye el
contenido de calcio total cuantificado por potenciometria (TA 7). Ademas, el ingrediente MPC70
fue caracterizado desde el punto de vista morfoldgico por microscopia electrénica de barrido

(SEM, TA 21). Se empleé el fermento comercial de yogur YF-L811 (Chr. Hansen, Dinamarca).

Tabla 2.1. Composicion de los ingredientes en polvo en base himeda (seglin especificaciones

técnicas de los fabricantes y andlisis realizados).

Proteina Grasa Cenizas Calciof Humedad Lactosa*
Ingredientes
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (mg/100g)  (g/100g)  (g/100 g)
MPC70 >69,5 <3,0 <8,0 1928,1 <6,0 13,5
WPC35 >34.5 <6,0 <8,6 494,9 <4,5 46,4
WPCS80 73,0-78,0 <10,0 <7,0 NA <6,0 4,0
MWP 43,0-47,0 <6,0 <6,0 564,8 <5,0 40,0

"Determinado instrumentalmente por potenciometria con ISE (TA 7).
*Calculado por diferencia.
NA: no analizado.

1.2. Disefio experimental

Se disefiaron seis formulaciones de yogures altos en proteina (7,5 g/100 g de proteina)
parcialmente descremados (<1,5 g/100 g de grasa) con dos relaciones CN:WP (2:1 y 1,5:1), que
se compararon, individualmente, con un control (4:1), constituyendo dos grupos: Grupo 1 (2:1y
4:1) y Grupo 2 (1,5:1 y 4:1), respectivamente segin lo detallado en la Tabla 2.2. Las
elaboraciones se realizaron por triplicado en diferentes dias. El protocolo de elaboracion

implementado y los anélisis realizados se indican a continuacion.
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Tabla 2.2. Disefio experimental de los yogures.

Relaciones CN: WP
4:1 2:1 1,5:1
Parametros C W35-1 W80-1 Mwp-1 W35-2 W80-2 Mwp-2
Contenido de
7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
proteina (g/100 g)
Relacion CN:WP 4:1 2:1 2:1 2:1 1,5:1 1,5:1 1,5:1
Contenido de grasa
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

(/100 g)

1.3. Preparacion del fermento
La preparacién del fermento se realizé de 1a misma manera que fue detallado en el Capitulo
1, apartado 1.4.1.
1.4. Elaboracién de los yogures

Se elaboraron yogures a escala laboratorio (~500 mL) siguiendo el protocolo detallado en el
Capitulo 1, apartado 1.4.2, con modificaciones. La composicién de las formulaciones se muestra

en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Composicién de las formulaciones de yogur (g/100 g).

Yogur
Ingredientes C W35-1 W80-1 Mwp-1 W35-2 W80-2 Mwp-2
MPC70 7,2 5.5 5.5 5.5 4,5 4,5 4,5
WPC35 --- 4,0 --- 5.8 -
WPCS80 --- --- 1,8 - 2.7 —-
MWP --- --- --- 3,0 --- 4,5
Leche UHT* v v v v v v v

*Se agregd la masa necesaria para alcanzar ~500 mL finales.

Los ingredientes en polvo fueron pesados y disueltos con la leche UHT. Las leches base
obtenidas (LB) se dejaron reposar en la heladera (5 °C) durante 20 h para asegurar la completa
hidratacién de los ingredientes en polvo. Luego, fueron tratadas térmicamente (85° C/20 min) en
un bafio termostatizado y se enfriaron rdpidamente en bafio de hielo hasta 42 °C. El fermento fue

preparado e inoculado, segin lo detallado en Capitulo 1, apartado 1.4.1. La fermentacion
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procedid a 42+1 °C en bafio termostatizado. Se realizaron controles de pH durante la fermentacién
cada 30 min hasta alcanzar el pH target de 4,75+0,05. Los yogures se enfriaron rdpidamente en
bafio de hielo hasta ~20 °C. Luego, fueron sometidos a una agitacién de 15 s (minipimer de 600
W de potencia, modelo HR1363/06/AD, Philips, Argentina). Los yogures fueron almacenados en
frascos de vidrio con tapa a rosca (donde fueron fermentados) por 21 da 5 °C.

Se determiné el pH y AT (TA 1), y la composicion de dcidos organicos y carbohidratos en la
LB (TA 9). Se monitored la dindmica de fermentacién mediante mediciones de pH y de formacion
del gel (TA 16.1). La toma de muestras para los andlisis al dia 1 fue realizada el dia de la
elaboracion, luego del paso de enfriamiento y agitacién. Las muestras necesarias (pH, AT,
capacidad de retencion de agua -CRA- (TA 15), 4cidos orgdnicos y carbohidratos) fueron
almacenadas en viales individuales a 5 °C por 1 d. Las muestras para los andlisis de perfil de
textura -TPA- (TA 19), reometria rotacional PP (TA 17.2) y viscosidad en condiciones orales PP
(TA 18.2), fueron almacenadas individualmente en viales de 50 mL y se conservaron en
refrigeracion (5 °C) hasta el momento del andlisis (21 d). El resto de las muestras de yogur
requeridas para los andlisis al punto final de muestreo (21 d) (pH, AT, composiciéon —-TA 3, 4, 5,
6y 7-, recuentos diferenciados -TA 11 y 12-, CRA, 4cidos orgédnicos y carbohidratos, compuestos
volatiles -TA 10-) se tomaron de la masa total del yogur contenida en el frasco de vidrio,
conservado en refrigeracion.

El esquema de muestreo y andlisis se presenta en la Fig. 2.1.
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Almacenamiento refrigerado

(21 dias/5 °C)
A
( A
Dia 0 Dia1 Dia 21
Elaboracion de Andlisis Andlisis
yogur y analisis
to:LB —J— pH, AT, 4cidos v’ pH, AT v’ pH, AT
organicos y v" CRA v' Composicidn global (proteina, grasa,
carbohidratos v Acidos organicos ST, cenizas, calcio)
y carbohidratos v" Microbiologia (St, Lb, MyL)
Seguimiento de pH 7 C,RA
Formacién del gel v" Acidos orgénicos y carbohidratos
v" Compuestos volatiles
£ oH v" Reometria rotacional PP
t v TPA
v" Microestructura
v" Viscosidad en condiciones orales PP

Fig. 2.1. Esquema de muestreo y controles analiticos realizados durante la elaboracién y

almacenamiento de los yogures.

LB: leche base; AT: acidez titulable; CRA: capacidad de retenciéon de agua; ST: sélidos totales; St:
Streptococcus thermophilus; Lb: Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus; MyL: mohos y levaduras; PP:
plato-plato; TPA: anélisis de perfil de textura.

1.5. Analisis estadistico

Se emple6 ANOVA de una via y test de Tukey (nivel de significancia p<0,05) para determinar
diferencias en los pardmetros medidos entre las formulaciones con relacion CN:WP 2:1 y 4:1
(Grupo 1), y entre las formulaciones con relacion CN:WP 1,5:1 y 4:1 (Grupo 2). También se
evalué la evolucién de los pardmetros con el tiempo (LB, dia 1 y 21 de almacenamiento) para
cada formulacién mediante test-t de Student para muestras pareadas (nivel de significancia
p<0,05), segin corresponda. Se utiliz6 el software Statgraphics Centurion XIV (Royal
Technology S.A., Estados Unidos). Los perfiles de compuestos voldtiles también fueron
analizados por andlisis de componentes principales (PCA), empleando el software Past 4.0
(University of Oslo, https://www.nhm.uio.no/english/research/resources/past/). Este andlisis
busca reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos multivariantes, creando nuevas
variables lineales (componentes principales) que maximizan la varianza de los datos. Estas nuevas
variables son combinaciones lineales de las variables originales y estdn ordenadas de manera que
el primer componente captura la mayor variabilidad posible en los datos, el segundo componente

captura la segunda mayor variabilidad, y asi sucesivamente. Al proyectar los datos en este nuevo
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sistema de coordenadas, se facilita la visualizacion de patrones, similitudes y diferencias entre las

muestras, lo que puede ser util para la exploracion y andlisis de los datos.

2. Resultados

2.1. Microscopia del ingrediente MPC70

Las micrografias SEM del MPC70 se muestran en la Fig. 2.2. Se pueden apreciar particulas
de diferentes tamafios (<10-100 pm), predominantemente esféricas, con superficie rugosa y
colapsada. Un aspecto similar fue reportado por Cenini et al. (2020), donde estudiaron la
morfologia de ingredientes MPC con diferentes concentraciones de proteina, utilizando
microscopia electrénica de barrido ambiental. La apariencia morfolégica del MPC70 difiere
notoriamente de lo observado para los ingredientes de proteina de suero (WPC35 y MWP)

caracterizados en el Capitulo 1.

Fig. 2.2. Micrografias SEM del MPC70. Magnificacion de 500x (izq.) y de 2500x (der.).

2.2. Evolucion de la fermentacion

La evolucidén de la fermentacion se estudié a través de mediciones de pH y de formacién del
gel.
Las curvas de pH vs. Tiempo de Fermentacién (min) obtenidas durante la elaboracién de los

yogures de ambos Grupos se muestran en la Fig. 2.3.
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—e—C —a—C
—e— W35-1 —=— \W35-2
. o— \W80-1 = W80-2
6,6 - —o— Mwp-1 6,6 —u— Mwp-2

6,4-
621
6,0 -
5,8
5,6
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Fig. 2.3. Evolucion de pH durante la fermentacion de las formulaciones del Grupo 1 (izq.) y del
Grupo 2 (der.).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
* indica diferencias significativas para un determinado tiempo entre formulaciones (p<0,05).

La fermentacién de la formulacién C se extendié por 260+13 min, Mwp-1 y W35-2 demoraron
260430 min, y para el resto de los yogures el pH target se alcanz6 a los 245415 min. Se observaron
diferencias significativas en el pH de las formulaciones con CN:WP 1,5:1 y con 2:1 respecto a C
a los 150, 180 y 210 min de fermentacion. Estas diferencias se podrian explicar por la mayor
concentracion de caseina y de fosfato de calcio coloidal (CCP) en el yogur C, y por ende mayor
capacidad buffer, respecto al resto de los yogures. Como ya se menciond, el CCP se solubiliza a
pH 5,5-5,0 produciendo un efecto buffer del medio por la liberacién de iones fosfato (Dalgleish
y Law, 1988; Horne, 1998), y en estos resultados este comportamiento se revela mas claramente

que en lo observado en el Capitulo 1.

Los pardmetros de formacion del gel obtenidos con Optigraph® se muestran en la Tabla 2.4

y 2.5.
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Tabla 2.4. Parametros de formacién del gel durante la fermentacidon obtenidos con el equipo

Optigraph® para los yogures del Grupo 1.

Yogur
Parametros
C W35-1 W80-1 Mwp-1
GT (min) 105+3 105+2 108+1 10444
Ff (V) 46,3+2.4* 15,3+1,2¢ 21,8+0,2° 45,2+1,6*
GD (%intensidad) 21,7+1,4° 19,942,6° 20,9+0,1° 44,1+1,8*

S (%intensidad/min) 0,17+0,05¢ 0,44+0,04* 0,2120,01% 0,32+0,05®

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
GT: tiempo de gelificacion; Ff: firmeza final; GD: densidad del gel; S: velocidad de agregacion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Tabla 2.5. Parametros de formacién del gel durante la fermentacion obtenidos con el equipo

Optigraph® para los yogures del Grupo 2.

Yogur
Parametros
C W35-2 W80-2 Mwp-2
GT (min) 10543 105+2 1062 1065
Ff (V) 46,32 .4° 9,2+0,2¢ 11,6+1,0¢ 32,3+0,4°
GD (%intensidad) 21,7+1,4° 13,8+2,2¢ 20,9+1,9° 40,5+0,9*

S (%intensidad/min) 0,17+0,05¢ 1,06+0,08% 0,45+0,08° 0,33+0,06*

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
GT: tiempo de gelificacion; Ff: firmeza final; GD: densidad del gel; S: velocidad de agregacion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

No se observaron diferencias significativas en el tiempo de gelificacion entre los yogures del
Grupo 1 (104-108 min), ni entre los yogures del Grupo 2 (105-106 min), aunque se esperaba que
los yogures con mayor proporcién de proteinas de suero (W35-1, W80-1 y Mwpl del Grupo 1,y
W35-2, W80-2 y Mwp2 del Grupo 2) mostraran un tiempo de gelificacién menor que el yogur C.
Estos tiempos de gelificacion coinciden con valores de pH de 5,9 para el yogur C y de 5,8 para el
resto de los yogures, tanto del Grupo 1 como del Grupo 2, que son algo mds elevados que los
valores esperados (pH 5,5-5,0, coincidente con el punto isoeléctrico de la B-lactoglobulina). Estos
resultados difieren de los observados para los yogures del Capitulo 1, indicando que la
gelificacién ocurrié antes en los yogures del Capitulo 2 que en los del Capitulo 1. Zhao et al.
(2016b), hallaron un resultado que se contrapone con los nuestros, a través de medidas de
reometria oscilatoria de baja deformacién. Una formulacién de yogur (4 g/100 g de proteina) con
relacion CN:WP de 4:1 (empleando solamente SMP) tuvo mayor tiempo de gelificacion (97 min)
y menor pH de gelificacién (5,71) que una formulacién con igual contenido proteico, pero con

relacién 2:1, obtenida con SMP y WPC80 (GT=81 min y pH de gelificacion=5,82).
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Los valores de Ff y GD siguieron un comportamiento bastante similar en ambos grupos de
yogures. Para el Grupo 1 el orden para Ff fue: C=Mwp1>W80-1>W35-1, y en el Grupo 2 se tuvo:
C>Mwp2>W80-2=W35-2. Para GD, en el Grupo 1 se obtuvo el orden Mwp-1>C=W35-1=W80-
1, y para el Grupo 2 Mwp-2>C=W80-2>W35-2. Estos resultados guardan una relacién con los
obtenidos en los yogues del Capitulo 1, ya que los yogures que contenian MWP en su
formulacién también mostraron mayores valores de Ff y GD, independientemente de sus
relaciones CN:WP. Como se menciond en la descripcion de la técnica (TA 16.1), GD se calcula
como la diferencia entre la firmeza al final y al inicio de la fermentacion, indicando que los
yogures con MWP (Mwp-1 y Mwp-2) experimentaron el cambio mas notorio durante la
fermentacion; esto también se vio en los yogures del Capitulo 1 (M1 y M2). Por dltimo, la
velocidad de agregacion (S) para los yogures del Grupo 1 fue mayor en W35-1 que en C y W80-
1, y mayor en Mwp-1 que en C (Mwp-1=W80-1, Mwp-1=W35-1 y W80-1=C). Para el Grupo
2, se tuvo el siguiente orden: W35-2 > W80-2>C (Mwp-2=W80-2=C, W35-2>Mwp-2).
Nuevamente se observé un comportamiento similar en los yogures del Capitulo 1, en términos de
los ingredientes de WP empleados, donde el yogur W2 mostré mayores valores que los yogures
con microparticulado (M1 y M2).

Como se menciond previamente, algunos autores emplearon el Optigraph® y sondas de NIR
para el seguimiento de la formacién del gel durante fermentaciones de yogur (4 g/100 g de
proteina) (Serra et al., 2007; Arango et al., 2020, respectivamente). Cabe destacar que en ambos
casos la relacion CN:WP fue de 4:1. Siendo que el Optigraph® es un equipamiento disefiado para
estudiar la coagulacién de la leche para queseria y, por ende, la longitud de onda o rango de
longitudes de onda emitidas (datos no informados por el fabricante) apuntan a detectar cambios
en la estructura de las caseinas, podria resultar que la aplicacidon en yogur no pueda interpretarse
exactamente igual que para la coagulaciéon de quesos. El tratamiento térmico aplicado en la
tecnologia de elaboracion de yogur, y la consecuente desnaturalizacion y precipitacion de la -
lactoglobulina sobre las caseinas podria distorsionar la medicién (absorcién/transmisién de la
radiacion), lo que podria acentuarse por el alto contenido proteico. Esto podria explicar la falta de
diferenciacion entre los tiempos de gelificacion en las formulaciones con diferentes relaciones
CN:WP, o la falta de correlacién entre los valores de Ff y GD respecto a las medidas
instrumentales de TPA y comportamiento reolégico de los yogures, ademds de las causas
previamente mencionadas (andlisis realizados en distintos momentos, a diferentes temperaturas,
sin enfriamiento ni agitacién del gel, etc.). Ademds, basdndonos en el estudio de Arango et al.
(2020), la absorciéon del NIR también podria verse afectada por la variaciéon en el indice de
refraccion del sistema, por ejemplo, por diferentes concentraciones de proteinas suero, lactosa u

otros componentes que se encuentran en solucion.

2.3. Parametros fisicoquimicos
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En la Fig. 2.4 se muestran los valores de pH y AT en las muestras de LB y en los yogures a 1
dy2ld.

En cuanto al pH y la AT de las LB, no se encontraron diferencias significativas entre las
formulaciones en ambos grupos. Al dia 1, los valores de pH fueron 4,75-4,80 para el Grupo 1, y
4,72-4,80 para el Grupo 2, sin detectarse diferencias significativas entre los productos de cada
grupo. A los 21 d, los valores de pH descendieron significativamente hasta 4,53-4,58 (Grupo 1)
y 4,55-4,58 (Grupo 2). No se encontraron diferencias significativas entre los productos a los 21 d
en ambos grupos.

Por su parte, para la AT no se observaron diferencias significativas entre los yogures de cada
grupo al dia 1 (102,6-108,8 °D y 100,8-108,6 °D). A los 21 d, no se detectaron diferencias
significativas en el Grupo 1 (121,4-126,7 °D) pero si entre los yogures del Grupo 2 (C=W35-
2>W80-2). Los valores de AT aumentaron significativamente en todos los casos, pero a pesar de
ello la AT de todos los productos fue menor a 150 °D a lo largo del almacenamiento, cumpliendo

la normativa (CAA, 2006).
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Fig. 2.4. Valores de pH (izq.) y AT (der.) de leches base (LB) y yogures a 1 d y 21 d de

almacenamiento.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas para un mismo punto de muestreo indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).
* indica diferencias significativas entre puntos de muestreo para una misma formulacién (p<0,05).

Los niveles de pH obtenidos para los yogures coinciden con los de Korzendorfer y Hinrichs

(2019), que emplearon MPCS80 para formular yogures con 10 g/100 g de proteina; sin embargo,
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estos autores observaron un decaimiento mds drastico del pH, en un menor tiempo de
almacenamiento respecto al aplicado en nuestro trabajo, atribuido al uso de un fermento con alta
actividad post acidificante (ApH~0,45 al dia 9 de almacenamiento). El fermento empleado en
nuestro trabajo (YF-L811) tiene baja actividad post acidificante, segin lo informado por
el fabricante (Chr. Hansen, https://www.chr-hansen.com/es/food-cultures-and-enzymes/fresh-
dairy/cards /collection-cards/yoflex). Ademds, como se vera posteriormente, los bajos niveles de
lactosa residual luego de la fermentacion resultan una ventaja para evitar que se produzca una
excesiva post acidificacion. Otros autores hallaron menores valores de pH y mayor AT en yogures
con 5 g/100 g de proteina elaborados con MPCS80 (3,93 y 133 °D, respectivamente) (Delikanli y
Ozcan, 2017).

2.4. Composicion global, microbiologia y CRA de los yogures

La composicién de los yogures se muestra en las Tablas 2.6 (Grupo 1) y 2.7 (Grupo 2).

Tabla 2.6. Composicidn global y recuentos microbioldgicos de los yogures del Grupo 1 (21 d)

Yogur
Parametros C W35-1 W80-1 Mwp-1
Proteina (g/100 g) 7,35+0,17 7,61£0,12 7,67+0,19 7,44+0,38
Grasa (g/100 g) 0,99+0,05 1,15+0,11 1,01+0,03 1,16+0,10
ST (g/100 g) 14,7740,45¢ 16,75+0,25° 15,2040,17% 15,71+0,60°
Cenizas (g/100 g) 1,10+0,02 1,18+0,04 1,094£0,04 1,10£0,04
Calcio (mg/100 g) 209,5+15,2 186,1+6,3 177,6+11,9 176,9+0,4
S. thermophilus
9,17+0,09 9,16+0,05 9,15+0,05 9,29+0,19
(log ufc/g)
L. bulgaricus
3,50+0,48 3,59+0,25 3,49+0,43 3,70+0,35
(log ufc/g)
MyL
<1 <1 <1 <1
(log ufc/g)

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).
ST: sélidos totales; MyL: mohos y levaduras.
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Tabla 2.7. Composicion global y recuentos microbioldgicos de los yogures del Grupo 2 (21 d)

Yogur
Parametros C W35-2 W80-2 Mwp-2
Proteina (g/100 g) 7,35+0,17 7,47+0,11 7,50+0,23 7,56+0,10
Grasa (g/100 g) 0,99+0,05 1,07+0,03 1,10+0,04 1,00+0,05
ST (g/100 g) 14,77+0,45¢ 17,14+0,48° 15,07+0,26¢ 16,35+0,27°
Cenizas (g/100 g) 1,10+0,02 1,1940,05 1,02+0,02 1,10+0,04
Calcio (mg/100 g) 209,5+15,2 177,247,2 177,6+12,0 173,649,3
S. thermophilus
9,17+0,09 9,17+0,08 9,18+0,05 9,10+0,15
(log ufc/g)
L. bulgaricus
3,50+0,48 3,60+0,14 3,44+0,38 3,63+0,54
(log ufc/g)
MyL
<1 <1 <1 <1
(log ufc/g)

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).
ST: sélidos totales; MyL: mohos y levaduras.

Los niveles de proteina superaron los 7 g/100 g en todos los casos, pudiendo considerarse
productos fermentados concentrados (FAO/OMS, 2011a). No se hallaron diferencias
significativas en los contenidos proteicos de los yogures para cada grupo. Tampoco se observaron
diferencias significativas en los niveles de grasa entre los productos, siendo en todos los casos
menor a 1,5 g/100 g; los productos se incluyen en la categoria de yogures parcialmente
descremados (CAA, 2006). Se encontraron diferencias significativas en los ST de los yogures en
ambos grupos. Para el Grupo 1, la formulacién W35-1 tuvo el mayor contenido de ST, y en Mwp-
1 fue mayor a C. Dentro del Grupo 2, el orden fue W35-2>Mwp-2>W80-2=C. La principal
diferencia composicional entre las muestras W35-1 y W35-2 en relacidn al resto de los yogures
de cada grupo, fue el contenido de ST, y esto se asocia a la concentracién de lactosa, como se
verd en el apartado 2.4. En efecto, la composicion de los ingredientes (Tabla 2.1) muestra que el
contenido de lactosa es superior en WPC35 que en el resto de los ingredientes por lo que es
esperable encontrar mayor contenido de este carbohidrato en los yogures W35-1 y W35-2 que en
el resto de los productos. Esta fue la inica diferencia composicional encontrada, ya que las cenizas
y el calcio fueron similares entre los yogures en ambos grupos. Teniendo en cuenta que la mayor
parte del calcio se encuentra asociado a las micelas de caseina podria esperarse que el yogur C
presentara mayores niveles que el resto de los yogures, pero también hay un aporte que proviene
de los ingredientes de proteinas de suero correspondiente al calcio soluble de la leche que,

aparentemente, equipararia la concentracién de este mineral en todos los yogures (Tabla 2.1).
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El contenido de calcio obtenido para los yogures (174-209 mg/100 g) estuvo en linea con lo
reportado por Jgrgensen et al. (2015), quienes hallaron valores entre 180 y 260 mg/100 g para
yogures altos en proteina (8 g/100 g) elaborados con concentrado de caseina y proteinas de suero
nativas (ambos obtenidos por microfiltracién).

El recuento de S. thermophilus fue similar entre los yogures en ambos grupos, y en todos los
casos fue >9 log ufc/g. El recuento de L. delbruekii subsp. bulgaricus tampoco mostré diferencias
significativas entre los productos de ninguno de los grupos, y sus valores fueron >3 log ufc/g.
Estos niveles fueron reportados previamente en otras formulaciones de yogur para el mismo
fermento comercial (Vénica et al., 2023a). No se detectaron mohos y levaduras en los yogures
(<1 log ufc/g) (Tablas 2.6 y 2.7). Estos resultados responden satisfactoriamente a la normativa

alimentaria y a la definicién de yogur (CAA, 2006).

En la Fig. 2.5 se presenta la evolucién de la CRA durante el almacenamiento en los yogures

de ambos Grupos.
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Fig. 2.5. Niveles de CRA (%) en los yogures del Grupo 1 (izq.) y del Grupo 2 (der.) a1 dy 21d

de almacenamiento.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas para un mismo punto de muestreo indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).
* indica diferencias significativas entre puntos de muestreo para una misma formulacién (p<0,05).

Se observd una tendencia similar en ambos casos. Para el Grupo 1, los valores (dias 1y 21)
fueron mayores en W35-1 (65,9+£3,6 y 53,8+3,3 %) y W80-1 (63,01+3,8 y 55,3+2,0 %) que en C
(52,9+5,7 y 45,442,0 %) y Mwp-1 (52,0+4,6 y 46,7+£3,0 %); para el Grupo 2, se encontraron
mayores valores en W35-2 (64,3+4,4 y 52,7+3,0 %) y W80-2 (64,0+4,1 y 56,3+1,2 %) que en C
y Mwp-2 (51,543,5 y 46,6%1,5 %). Los yogures W35-1, W80-1, W35-2 y W80-2 mostraron una

reduccion significativa de la CRA entre el dia 1 y el 21, lo cual no fue observado para C, Mwp-1
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ni Mwp-2. Los valores de CRA de estos yogures fueron similares a los obtenidos para los
productos presentados en el Capitulo 1. Como ya fue mencionado previamente, la CRA se ve
afectada por distintos pardmetros de la elaboracién de yogur, entre ellos, los ingredientes
empleados. En general, se ha observado que el agregado de concentrados de proteinas de suero
genera microestructuras mas densas, con agregados proteicos de distintos tamaifios, bien
interconectados y poros pequefios, que colaboraria positivamente en la CRA, aunque esto presenta
una fuerte dependencia con las caracteristicas tecnofuncionales de cada ingrediente (proceso de
obtencion, historial térmico, tamaifio de particulas, etc.) (Guzméin-Gonzélez et al., 1999). Es por
esto que algunos autores presentan resultados contradictorios al emplear WPC en yogures (~4
g/100 g de proteina) en reemplazo, parcial o total, de SMP (Remeuf et al., 2003; Sodini et al.,
2005). Relacionado con lo anterior y en concordancia con nuestros resultados, el agregado de
MWP como mejorador de textura en yogures con bajo contenido graso produjo una disminucién
de la CRA en yogures con ~8 g/100 g de proteina respecto a un control formulado con SMP y
MPC (Silvay O’Mahony, 2018). Esto se ha atribuido a la desnaturalizacién que sufre la proteina
de suero al ser sometida al tratamiento de microparticulacién, lo que hace que se comporte como
material inerte durante el tratamiento térmico e interaccione menos con las micelas de caseina,
dando como resultado una estructura mas abierta, menos densa y mas propensa a liberar suero,
como se menciond anteriormente.

Ademas de los ingredientes, pero en estrecho vinculo con estos, la relacion CN:WP también
es un factor de importancia en la CRA. En general, la reduccién de la relacién CN:WP (es decir,
al aumentar la fraccion de proteinas de suero) aumenta la interconexién entre las proteinas de la
matriz del yogur logrando una estructura mds compacta y con mayor cantidad de agua
inmovilizada, aumentado la CRA (Arab et al., 2023). Esto puede ser una explicacién para los
mayores valores de CRA obtenidos en los yogures con WPC, respecto al yogur C. Sin embargo,
este efecto no se corresponde al comparar los yogures C con MWP (que tienen mayor proporcién
de proteinas de suero que el yogur C), ya que los valores de CRA fueron similares. Como ya se
menciond previamente, las caracteristicas tecnofuncionales del ingrediente MWP (mayor grado
de desnaturalizacion de las proteinas de suero en la manufactura del ingrediente, y consecuente
menor interaccion con las caseinas en el tratamiento térmico y formacion del gel) pueden ser las
causas de este resultado, respaldando la hipdtesis mencionada y profundizando el efecto ya
observado en el Capitulo 1.

Por otro lado, la variacién de la CRA en el tiempo de almacenamiento para los yogures con
WPC35 y WPC80 indica que ocurren modificaciones en la microestructura de los mismos. Estos
cambios se han vinculado a variables reoldgicas implicadas en la formacién del gel, como el
modulo elastico (G”), los umbrales de deformacion y esfuerzo y la tangente de d. Estos guardan
estrecha relacion con la evolucién de la estructura del yogur en el tiempo de almacenamiento

(ntimero y fuerza de los enlaces y contraccion del gel) (Lucey, 2002). Resultados similares fueron
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observados por Guénard-Lampron et al. (2020) durante el almacenamiento de yogures con ~4
2/100 g de proteina y por Bierzunska et al. (2019) para yogures con ~8 g/100 g de proteina, ambos
formulados con WPC34 y WPC80, respectivamente.

2.5. Acidos organicos y carbohidratos de las leches base y de los yogures

Los perfiles de dcidos organicos y carbohidratos obtenidos en los 3 puntos de muestreo (LB,
1 dy21d)enlos Grupos 1y 2, se muestran en las Fig. 2.6 y 2.7, respectivamente.

Para el Grupo 1 (Fig. 2.6), se encontraron mayores niveles de 4cido citrico en LB_W35-1
(296,3+5,8 mg/100 g) que en LB_C (237,0+0,7 mg/100 g) y LB_W80-1 (214,4+15,8 mg/100 g),
y similares en LB_Mwp-1 (267,2+17,2 mg/100 g), el cual fue mayor a LB_W80-1. Al dia 1, el
contenido de 4cido citrico en los yogures W35-1 (280,7+27,7 mg/100 g) y Mwp-1 (266,4+12,7
mg/100 g) fue mayor que en W80-1 (223,1+4,7 mg/100 g); C (240,849,3 mg/100 g) no mostré
diferencias significativas con ninguno de los yogures. A los 21 d, se tuvieron mayores valores en
W35-1 (287,8+£15,0 mg/100 g) que en C (221,8+20,2 mg/100 g) y en W80-1 (234,5+6,4 mg/100
g), mientras que Mwp-1(259,6+£25,2 mg/100 g) no se diferencié de ningin yogur. No se
produjeron cambios con el tiempo para cada uno de los productos.

El contenido de 4cido orético fue mayor en LB_W35-1 (8,8+0,2 mg/100 g) que en el resto de
las muestras de LB (6,9+0,2, 6,4+0,5 y 6,9+0,7 mg/100 g, para LB_C, LB_W80-1 y LB_Mwp-1,
respectivamente). A los dias 1 y 21 la tendencia observada fue la misma que en las LB. Al igual
que para el dcido citrico, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de dcido ordtico
entre los distintos puntos de muestreo en cada yogur.

El 4cido hipurico alcanzé valores entre 2,0 y 2,6 mg/100 g en las LB, siendo mayor en
LB_W35-1 que LB_WS80-1. Al dia 1, no se encontraron diferencias significativas entre los
yogures, pero si una disminucién del 40-50% respecto al nivel observado en la LB de cada
formulacién. A los 21 d, los niveles fueron mayores en W35-1 (1,4+0,1 mg/100 g) que en C
(0,9£0,1 mg/100 g) y Mwp-1 (1,1+£0,0 mg/100 g), similares a W80-1 (1,1£0,1 mg/100 g),
mientras que W80-1 superd los niveles de C. La concentracién de 4cido hipurico descendid
significativamente del dia 1 al 21 solo en C, y en el resto de los productos la disminucién
significativa se produjo entre las LB y los yogures a 1 d y entre las LB y los yogures a 21 d.

El 4cido l4ctico no se detectd en las LB. Los niveles producidos en la fermentacién, analizados
en los yogures a 1 d de almacenamiento, fueron de 1164,4+48,7, 1268,5+48,3, 1105,6+31,9 y
1170,1£23,1 mg/100 g en C, W35-1, W80-1 y Mwp-1, respectivamente, sin diferencias
significativas entre ellos. Tampoco se observaron diferencias significativas entre los yogures a
los 21 d: 1332,6+165,5, 1390,4+55,7, 1400,5£68,6 y 1367,5+144,4 mg/100 g en C, W35-1, W80-
1 y Mwp-1, respectivamente. Solo se encontrd un incremento significativo de 4cido lactico entre

eldia1y21 en W80-1.
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Fig. 2.6. Concentracién de acidos organicos (mg/100 g) y carbohidratos (g/100 g) de las leches

g/100 g

base (LB) y de los yogures del Grupo 1 (1 d y 21 d, segin corresponda).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracién.
Letras distintas para un mismo punto de muestreo indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).
* indica diferencias significativas entre puntos de muestreo para una misma formulacién (p<0,05).
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El tnico carbohidrato detectado en las LB fue lactosa, que alcanzé valores de 6,3+0,1, 5,3%0,5,
4,9+0,1 y 4,6+0,3 g/100 g en LB_W35-1, LB_Mwp-1, LB_C y LB_WS80-1, respectivamente;
LB_W35-1 tuvo mayores valores que el resto de las LB. Al dia 1 la concentracién de lactosa
siguid la tendencia W35-1 (4,2+0,6 g/100 g) > W80-1 (3,1£0,3 g/100 g) = C (3,0£0,1 g/100 g),
y Mwp-1 (3,9+0,4 g/100 g) similar a los demds yogures. Similar comportamiento se tuvo a los 21
d. Como era esperable, los niveles de lactosa de los yogures a 1 d fueron menores que los
encontrados en sus respectivas LB. A los 21 d, no cambi6 la tendencia del dia 1, solo se observé
una disminucidn significativa entre 1 d y 21 d en el yogur W80-1. Los valores finales de lactosa,
a los 21 d, fueron 2,6+0,4, 3,940,3, 2,8+0,3 y 3,4+0,6 g/100 g en C, W35-1, W80-1 y Mwp-1,
respectivamente.

Se encontraron bajos niveles de glucosa (0,3-0,4 g/100 g) y galactosa (1,0-1,1 g/100 g) en los
yogures a 1 d, sin diferencias significativas entre los productos. A los 21 d, tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los yogures para ambos compuestos (0,4-0,5 g/100 g
de glucosa 'y 1,2-1,4 g/100 g de galactosa). El tiempo de almacenamiento no afectd los niveles de
glucosa y galactosa detectados en los yogures.

Para el Grupo 2 (Fig. 2.7), LB_W35-2 (300,8+26,3 mg/100 g) tuvo mayor contenido de acido
citrico que LB_C (237,0+£0,7 mg/100 g) y LB_W80-2 (210,6+10,8 mg/100 g), y similar que en
LB_Mwp-2 (269,6+19,4 mg/100 g). A los dias 1 y 21, la tendencia fue la misma. No se detectaron
diferencias significativas entre los valores en los distintos puntos de muestreo para cada yogur.

El 4cido ordtico en LB mostré valores de 6,1+0,3, 8,7+0,3, 5,6+0,8 y 6,9+0,2 mg/100 g en C,
LB_W35-2, LB_WS80-2 y LB_Mwp-2, respectivamente; el valor en LB_W35-2 fue mayor al resto
de las muestras. Al dia 1 la tendencia fue similar a la observada en las LB, mientras que, a los 21
d, el contenido de dcido orético fue menor en W80-2 (5,6£0,8 mg/100 g) que en W35-2 (8,7£0,3
mg/100 g) y Mwp-2 (6,9+0,2 mg/100 g); Mwp-2 fue similar a C (6,1+0,3 mg/100 g). No se
encontraron diferencias significativas entre los distintos puntos de muestreo para cada yogur.

El 4cido hipdrico en LB_W35-2 fue mayor que en el resto de las LB (2,9+0,3 mg/100 g vs.
2,04£0,2 mg/100 g en C, 2,0+0,2 mg/100 g en W80-2 y 2,1£0,3 mg/100 g en Mwp-2). Al dia 1,
los niveles se igualaron en W35-2 (1,9+0,1 mg/100 g) y en Mwp-2 (1,6+0,1 mg/100 g), y ambos
fueron mayores que en C (1,2+0,1 mg/100 g). La concentracién en W80-2 (1,3+0,2 mg/100 g)
fue menor que en W35-2 y similar a los otros productos. Finalmente, a los 21 d, el nivel en W35-
2 fue mayor que en el resto de los yogures. Al igual que en el Grupo 1, la concentracién de dcido
hipirico fue menor en los yogures a los dias 1 y 21 que en las respectivas LB; también se observé
un descenso entre el dia 1 y 21 en el yogur Mwp-2.

El 4cido lactico al dia 1 alcanzé valores de 1164,4+48,7, 1148,7£99,1, 1063,7£54,9 y
1112,4456,4 mg/100 g en los yogures C, W35-2, W80-2 y Mwp-2, respectivamente, sin

diferencias significativas entre los mismos.
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Fig. 2.7. Concentracién de acidos organicos (mg/100 g) y carbohidratos (g/100 g) de las leches

base (LB) y de los yogures del Grupo 2 (1 d y 21 d, segin corresponda).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas para un mismo punto de muestreo indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).
* indica diferencias significativas entre puntos de muestreo para una misma formulacién (p<0,05).
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Tampoco se encontraron diferencias significativas en los niveles de acido lactico entre los
distintos yogures a los 21 d (1332,6+165,5, 1433,4+38,6, 1158,1+153,3 y 1372,5+85,7 mg/100 g,
para C, W35-2, W80-2 y Mwp-2, respectivamente). Solo se observaron diferencias significativas
entre el dia 1 y 21 en el yogur Mwp-2.

Los niveles de lactosa en LB fueron 6,5+0,4, 5,7+0,4, 4,9+0,1 y 4,4+0,2 g/100 g en W35-2,
Mwp-2, Cy W80-2, respectivamente; la lactosa fue mayor en W35-2 que en W80-2 y C, y similar
a Mwp-2. Al dia 1, la tendencia fue W35-2=Mwp-2>C=WS80-2 (4,7+0,3, 4,1+0,3, 3,0+0,1 y
2,9+0,2 g/100 g, respectivamente). A los 21 d, los niveles de lactosa en W35-2 fueron mayores
que en Cy W80-2, y similares a Mwp-2 (Mwp-2 tampoco se diferencié de C y W80-2); los valores
encontrados en C, W35-2, W80-2 y Mwp-2, fueron 2,6+0,4, 4,8+0,3, 2,6+0,7 y 3,9+0,5 g/100 g,
respectivamente. Se hall6 una reduccién significativa entre las LB y los respectivos yogures a los
dias 1 y 21, como era esperable, pero no se observaron diferencias significativas entre los dias 1
y 21 para cada producto.

Al igual que lo mencionado para las muestras del Grupo 1, no se encontrd glucosa y galactosa
en las LB. Las concentraciones de glucosa y galactosa no mostraron diferencias significativas
entre los yogures al dia 1 ni al dia 21. Al dia 1, los niveles fueron de ~0,3 g/100 g para glucosa y
~1,0 g/100 g para galactosa. Al dia 21, la concentracion de glucosa fue de ~0,4 g/100 g y la de
galactosa ~1,3 g/100 g. Tampoco se encontraron diferencias significativas de glucosa y galactosa
con el tiempo de almacenamiento para cada yogur.

El comportamiento observado en las LB y en los yogures (1 d y 21 d) para los 4cidos orgdnicos
y los carbohidratos fue similar entre los Grupos 1 y 2, denotando la influencia de los ingredientes
empleados en cada formulacién, mas que de la relacion CN:WP que presentaban.

Los 4cidos citrico, orético e hipirico se encuentran naturalmente en la leche bovina y, en
consecuencia, en los ingredientes lacteos (Tormo e Izco, 2004). Tanto en el Grupo 1 como en el
Grupo 2, el 4cido citrico prevalecié en las LB que contenian WPC35 y MWP, y los 4cidos orético
e hipurico, en las LB con WPC35. Esto puede atribuirse al empleo de una mayor cantidad de estos
ingredientes para alcanzar los niveles de proteina propuestos, ya que los mismos son los de menor
contenido proteico (35 y 45 g/100 g de proteina en WPC35 y MWP, respectivamente). La
disminucién del dcido hipurico luego de la fermentacion y durante el almacenamiento también
fue reportada por Vénica et al. (2014), y se ha demostrado que las BAL del fermento de yogur
presentan la capacidad de convertir el dcido hipurico en dcido benzoico (Sieber et al., 1995).

A pesar de que los niveles de lactosa mostraron diferencias significativas entre las distintas
LB, la produccién de 4cido lactico fue similar para todos los yogures a 1 d y 21 d. Tampoco se
encontraron diferencias en los niveles de glucosa y galactosa entre los yogures, a cada uno de los
tiempos estudiados. En general, las BAL del fermento hidrolizan un 30-40% de la lactosa inicial
y requieren un minimo de ~2 g/100 g de lactosa para disminuir el pH de la leche desde 6,5 hasta

4.6, que equivale a la produccion de un nivel tipico de 4cido lactico de 1,3-1,5 g/100 g (Chandan,
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2006). Resulta de interés destacar las diferencias en la concentracion de lactosa final entre los
distintos yogures. Como se observé en el Capitulo 1, yogures altos en proteina elaborados con
leche UHT, SMP, WPC35 y MWP arrojaron concentraciones de lactosa en LB de 8,7-9,4 g/100
g, que luego de la fermentacion y almacenamiento por 21 d disminuyeron a 5,1-6,6 g/100 g. En
los yogures presentados en este Capitulo esos valores fueron ampliamente reducidos gracias al
uso de MPC70 en las formulaciones. Como fue mencionado previamente, la incorporacién de
mayor cantidad de polvos lacteos con menor contenido proteico provoca un aumento significativo
de la concentracidn de lactosa en LB y consecuentemente en yogur, como fue observado en W35-
1, Mwp-1, W35-2 y Mwp-2. La utilizacién de WPCS80 en los yogures W80-1 y W80-2 permiti6
aumentar la proteina hasta el nivel deseado y obtener yogures con menor contenido de lactosa
residual, al igual que en el caso del yogur C que solo contenia MPC70. El uso de estos ingredientes
con altos niveles proteicos resulta ventajoso ya que el aporte de lactosa es mucho menor que al
emplear SMP o WPC35, permitiendo obtener yogures altos en proteina con 2,5-3 g/100 g de
lactosa (Patel, 2011). Como se menciond en relaciéon a la evoluciéon de la AT durante el
almacenamiento, la combinacién de bajos niveles de lactosa residual (al final de la fermentacién)
y el uso de un fermento con baja post acidificacién contribuyen a una baja produccién de acido
durante el almacenamiento, con respecto a lo observado en los yogures del Capitulo 1. Los datos

reportados sobre dcidos organicos y carbohidratos en yogures altos en proteina son muy escasos.

2.6. Perfil de compuestos volatiles de los yogures

Un total de 22 compuestos voldtiles se identificaron en los distintos yogures (21 d),
pertenecientes a los grupos quimicos de las cetonas (9), acidos (8) y aldehidos (5). Los mismos
compuestos fueron identificados en todas las muestras analizadas y se encuentran reportados
como caracteristicos del perfil aromdtico de yogur (Cheng, 2010; Routray y Mishra, 2011).

Independientemente de la relacion CN:WP en los yogures de ambos grupos, las cetonas fueron
el grupo mayoritario (entre el 48 y el 59% del total de compuestos identificados), seguido por los

acidos (33-39%), y en menor proporcion se encontraron los aldehidos (8-13%) (Fig. 2.8).
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Fig. 2.8. Porcentaje de grupos quimicos de compuestos voldtiles respecto al al area total en los

yogures del Grupo 1 (izq.) y del Grupo 2 (der.) (21 d).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

En el yogur C las cetonas representaron el 55%, los 4cidos el 36% y los aldehidos el 9% del
total de compuestos.

Dentro del grupo de las cetonas, se identificaron 4 metilcetonas de nimero impar de dtomos
de carbono (C3 a Cl11), la 2-butanona, las dicetonas: diacetilo y 2,3-pentanodiona, y la
hidroxicetona: acetoina. Desde el punto de vista cuantitativo las cetonas mayoritarias fueron el
diacetilo, la acetoina y la 2-heptanona.

La fraccidén dcida contuvo 6 dcidos de nimero par de d&tomos de carbono (desde C2:0 a C12:0)
y 2 4cidos de nimero impar de 4tomos de carbono (C7:0 y C9:0). Los 4cidos mayoritarios fueron
el hexanoico (C6:0) y el octanoico (C8:0).

Los aldehidos identificados fueron diversos: aldehidos saturados de cadena lineal de dtomos
de carbono tales como acetaldehido, hexanal, heptanal y nonanal, y un aldehido aromatico
(benzaldehido). El acetaldehido y el hexanal presentaron mayores valores de drea que el resto de
los aldehidos.

Para el Grupo 1, la fraccién aromadtica de los yogures Mwp-1 tuvo la siguiente composicion:
cetonas (60%), dcidos (32%) y aldehidos (8%); los yogures W80-1 se caracterizaron por: cetonas
(57%), acidos (33%) y aldehidos (10%), mientras que las muestras W35-1 contuvieron: cetonas
(52%), acidos (39%) y aldehidos (9%). Se observaron algunas diferencias en los grupos quimicos
de compuestos volétiles entre los yogures, como puede verse en la Fig. 2.8: la fraccion de cetonas
sigui6 el siguiente orden: Mwp-1>W80-1>C>W35-1; la proporcién de dcidos presentd el orden:
W35-1>C>W80-1=Mwp-1, en tanto que el valor porcentual de los aldehidos fue mayor en W80-

1 y menor en la formulacién Mwp-1.
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El andlisis de los compuestos voldtiles individuales (Tabla 2.8), revel6 algunas

particularidades para las distintas formulaciones.

Tabla 2.8. Compuestos voldtiles (valores de areas en unidades arbitrarias x 1000) de los yogures

del Grupo 1 (21 d).

Yogur
Compuestos C W35s-1 W80-1 Mwp-1
Aldehidos
Acetaldehido 68+5° 103£10? 101+9° 93+11*
Benzaldehido 39422 38+3¢ 42442 28420
Hexanal 61+9° 2743¢ 5442 47+4°
Heptanal 18+1° 53+3? 50+3? 16+3°
Nonanal 30£12 30£12 160° 19+3°
Cetonas
2-propanona 99+8" 11849 128+7° 86+11°¢
2-butanona 52+10 577 62+4 57+9
2-pentanona 61+5° 97+6% 84+6° 9848
2,3-pentanodiona 115+12° 1063 89+4° 97412
2-heptanona 196+12° 238+7° 171+6° 252+13%
2-nonanona 60+4 5345 5043 57+4
2-undecanona 19428 17+£1%® 14+1° 17£1%®
Acetoina 241+13¢ 29942: 3264217 277+4°
Diacetilo 421+21¢ 523+20P 59129 613+31?*
Acidos
Acético 50+4° 81+5° 91+16 81x1°
Butanoico 98+10° 158+6° 107+14° 107+8°
Hexanoico 297+12° 393+18? 311+16° 321+12°
Heptanoico 7x1 8+1 10+2 8+1
Octanoico 268+7° 318+16* 214+6° 228+4¢
Nonanoico 6+1 8+1 8+1 7+0
Decanoico 97+5° 142+6° 107«11° 108+6°
Dodecanoico 11£2° 19412 17«12 16422

Los resultados se expresan como el valor medio *+desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracién.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

En el caso de los aldehidos, el acetaldehido, uno de los componentes mds relevantes en el

aroma del yogur, tuvo un mayor contenido en las distintas formulaciones que en el yogur C.
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Respecto al benzaldehido, el nivel fue menor en los yogures Mwpl que en el resto de los
productos. Los aldehidos provenientes de oxidacién lipidica presentaron niveles variados en los
distintos yogures. En general, hexanal y nonanal presentaron altos valores en el yogur C. El
heptanal alcanz6 los mayores niveles en las formulaciones W35-1 y W80-1.

Dentro de las cetonas, dos componentes claves del aroma, tales como acetoina y diacetilo, y
otros compuestos cuantitativamente importantes en la fraccién volétil, tales como 2-pentanona y
2-heptanona, tuvieron menores niveles en el yogur C en comparacién con los restantes yogures.

En el caso de los compuestos del grupo de los dcidos se observaron mayores niveles de acido
butanoico, hexanoico, octanoico y decanoico en el yogur W35-1 en comparacién con los restantes
yogures, sugiriendo una mayor actividad lipolitica en este producto. Por su parte, el acido acético,
producto resultante mayoritariamente del metabolismo de los carbohidratos, present6 los menores
valores en el yogur C.

El andlisis por componentes principales (PCA) aplicado a los compuestos individuales,
obtenidos para los distintos yogures del Grupo 1 (tres réplicas de cada uno de ellos) se presenta
en la Fig. 2.9.

PC1 y PC2 explicaron el 65% de la varianza total y permitieron establecer tres agrupamientos
bien definidos de las muestras. De izquierda a derecha de PC1, las muestras del yogur C se
localizaron en el extremo mas negativo de PC1 (cuadrante izquierdo), siendo la 2-nonanona, 2,3-
pentanodiona, nonanal, 2-undecanona y hexanal los componentes que mds contribuyeron a esta
separacion. En el extremo positivo de PC1 y de PC2 (cuadrante superior derecho) se ubicaron las
muestras de W35-1, las cuales parecen agruparse por la incidencia de los dcidos (butanoico,
hexanoico, octanoico y decanoico) y 2-heptanona. En el extremo positivo de PC1 y negativo de
PC2 (cuadrante derecho inferior) se agruparon las muestras de W80-1, las cuales se caracterizaron
por benzaldehido, diacetilo, acetoina, 2-propanona, y algunos 4cidos (heptanoico y acético).

Finalmente, en el centro del eje de coordenadas, se agruparon las muestras de Mwp-1.
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Fig. 2.9. Biplot de los Componentes Principales de compuestos volatiles para los yogures del
Grupo 1 (21 d).

Andlisis realizado para los resultados de los compuestos individuales (valores de drea en unidades
arbitrarias) de 3 réplicas de elaboracidn.

En los yogures del Grupo 2, la fraccién aromética de Mwp-2 y W80-2 presentd la siguiente
composicion: cetonas (55%), acidos (33%) y aldehidos (12%), mientras que W35-1 contuvo:
cetonas (48%), acidos (39%) y aldehidos (13%) (Fig. 2.8). Algunas diferencias fueron detectadas:
la fraccién de cetonas fue mds baja para W35-2 que para el resto de los yogures; la proporcién de
4cidos sigui6 el orden: W35-2>C>Mwp-2=W80-2, en tanto que el porcentaje de aldehidos resultd
mayor en Mwp-2, W80-2, W35-2, que en el yogur C.

Se encontraron algunas diferencias entre los yogures del Grupo 2 en el andlisis del perfil de

compuestos individuales (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9. Compuestos volatiles (valores de dreas en unidades arbitrarias x 1000) de los yogures

del Grupo 2 (21 d).

Yogur
Compuestos C W35-2 W380-2 Mwp-2
Aldehidos
Acetaldehido 68+5° 120+8* 112422 108+11°
Benzaldehido 39420 41+3° 54+6° 452
Hexanal 619 160+4* 54+2¢ 75+5°
Heptanal 18+1° 42+1° 83+7° 89442
Nonanal 30+1 3443 3043 28+3
Cetonas
2-propanona 99+8 94+11 120+12 96+8
2-butanona 52+10 4643 5345 58+6
2-pentanona 61+5¢ 83+7° 79+4° 104+7°
2,3-pentanodiona 115+12 112+7 11748 102+10
2-heptanona 196+12° 204+11° 250+42 207+14°
2-nonanona 604 50+5° 65+4° 5445%®
2-undecanona 19+£2 18+2 18+2 22+1
Acetoina 241+13% 24110 214+5¢ 251+16°
Diacetilo 4214214 581+11° 507+17¢ 661+45°
Acidos
Acético 50+4¢ 119+9° 87+8" 92+6°
Butanoico 98+10° 173112 102+10° 93+7°
Hexanoico 297+£12¢ 422+417% 311+7¢ 35249°
Heptanoico 71 9+1 71 9+1
Octanoico 268+7% 296+19° 226+8° 250+3%
Nonanoico 6x1¢ 80P 10+0° 9+]%®
Decanoico 9745¢ 12945 11445 105+7¢
Dodecanoico 11£2¢ 1542° 2012 16+1%®

Los resultados se expresan como el valor medio +desviacion estandar de 3 réplicas de elaboracidn.

Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

El acetaldehido presenté menor valor en el yogur C respecto a los restantes yogures; el

benzaldehido tuvo un mayor contenido en la formulacién W80-2 y menores valores en C y W35-

2; el hexanal fue mayor en W35-2 y menor en W80-2 y el contenido de heptanal sigui6 el orden

W80-2=Mwp-2>W35-2>C. Respecto a la fraccién de las cetonas, los contenidos de 2-pentanona

y diacetilo fueron superiores en los yogures Mwp-2, mientras que la 2-heptanona alcanzé el mayor
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valor en W80-2. En lo que respecta a los 4cidos, se observaron mayores niveles de butanoico,
hexanoico y octanoico en W35-2.

Los contenidos de los compuestos volatiles individuales detectados en los yogures del Grupo
2 (tres réplicas de elaboracion) se analiz6 por PCA. En la Fig. 2.10 se presenta el biplot: variables
(compuestos) y muestras. PC1 y PC2 explicaron el 63% de la varianza total y permitieron

establecer cuatro agrupamientos de las muestras.
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Fig. 2.10. Biplot de los Componentes Principales de compuestos voldtiles para los yogures del
Grupo 2 (21 d).

Andlisis realizado para los resultados de los compuestos individuales (valores de area en unidades
arbitrarias) de 3 réplicas de elaboracion.

En este caso se observa una notoria separacion de las muestras por tipo de ingrediente. De
izquierda a derecha de PC1, las muestras del yogur C se localizaron en el extremo mas negativo
de PC1 y de PC2 (cuadrante izquierdo inferior), siendo algunas cetonas, tales como la 2,3-
pentanodiona, los compuestos que contribuyeron al agrupamiento de estas muestras. En el

cuadrante izquierdo superior, con valores negativos de PC1 y positivos de PC2, se agruparon las
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muestras W80-2, caracterizadas por la prevalencia de metilcetonas (2-nonanona, 2-propanona,
etc.) y algunos aldehidos como heptanal y benzaldehido. En el eje positivo de PC1 se ubicaron
las muestras W35-2, las cuales parecen agruparse por la incidencia de los compuestos dcidos y
algunos aldehidos como el hexanal. Finalmente, cercano al origen de coordenadas, se agruparon
las muestras Mwp-2 caracterizados por diacetilo, acetaldehido, 2-pentanona y los dcidos acético
y heptanoico.

En comparacién con los yogures del Capitulo 1, puede observarse que se detectaron los
mismos compuestos, aunque en estas nuevas formulaciones estudiadas se identificaron algunos
aldehidos de cadena lineal (hexanal, heptanal y nonanal) que se encuentran asociados a procesos
de oxidacion de la grasa. Si bien todos los yogures hasta ahora analizados presentaron un perfil
similar respecto a los grupos mayoritarios de compuestos, en el presente capitulo se observé una
mayor proporcion de compuestos del grupo de los aldehidos. Por otra parte, fue interesante
observar que el uso del ingrediente WPC35 en las formulaciones favorecié la producciéon de
acidos provenientes de la lip6lisis, mientras que con la adicion del ingrediente MWP se detectaron
mayores niveles de diacetilo, acetoina y en algunos casos de acetaldehido tal como se vio en el

Capitulo 1.

2.7. Reologia en condiciones orales de los yogures

Las graficas de Viscosidad Aparente (Pa.s) vs. Temperatura (°C), evaluadas en condiciones
orales simuladas (velocidad de corte constante de 60 s, temperatura de 10 a 25 °C), para los
yogures de los Grupos 1y 2 a los 21 d, se muestran en la Fig. 2.11. También se muestra la

pendiente de la region lineal calculada para cada una de las curvas.
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Fig. 2.11. Curvas de Viscosidad Aparente (Pa.s) vs. Temperatura (°C) de los yogures del Grupo

1 (izq.) y del Grupo 2 (der.).

Los resultados se expresan como el valor medio de 3 réplicas de elaboracién.
Letras distintas en las pendientes de la regién lineal de las curvas indican diferencias significativas entre
yogures (p<0,05).

Para el Grupo 1, los valores de viscosidad aparente al inicio de la deformacién (a baja
temperatura, 10 °C), fueron similares para C, W35-1 y W80-1 (2,9+0,1, 2,8+0,2 y 3,4+0,5 Pa.s,
respectivamente) y mayores que lo obtenido para Mwp-1 (1,4+0,3 Pa.s). Al final de la
deformacion (25 °C), W80-1 tuvo mayor viscosidad que el resto de los yogures (1,1+0,1 Pa.s),
seguido por C (0,8+0,0 Pa.s), y W35-1 (0,94+0,0 Pa.s) con valores similares entre si, y menor
viscosidad se tuvo en Mwp-1 (0,4+0,1 Pa.s). Las pendientes obtenidas en la regién lineal de las
curvas fueron més pronunciadas en C, W35-1 y W80-1 que en Mwp-1, indicando que la variacién
de viscosidad entre el inicio y el final de la deformacién fue més acentuada en los primeros
yogures que en el dltimo.

Por su parte, para el Grupo 2, la viscosidad al inicio de la deformacién (10 °C) siguié la
tendencia W80-2 (3,5+0,3 Pa.s)>C (2,9+0,1 Pa.s)=W35-1 (2,940,1 Pa.s)>Mwp-2 (1,0£0,1 Pa.s).
Este comportamiento se mantuvo al final de la deformacién (25 °C), con valores de viscosidad de
1,3+0,1, 0,9+0,0, 0,8+0,0 y 0,2+0,0 Pa.s para W80-2, W35-2, C y Mwp-2, respectivamente. En
este caso las pendientes de la region lineal de las curvas también fueron mds pronunciadas en C,
W35-2 y W80-2 que en Mwp-2.

Como fue observado en el Capitulo 1, la menor viscosidad aparente de Mwp-1 y Mwp-2
(evaluada a velocidades de corte de 50 s!) era esperable dadas las caracteristicas del ingrediente
MWP. Su menor tamafio de particula respecto a los otros ingredientes de proteinas de suero y su
escasa interaccion con la superficie de las micelas de caseina (por la desnaturalizacién de las

proteinas de suero que ocurre durante su manufactura) provoca que los agregados proteicos tengan
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menor tamafio y una menor resistencia a fluir. La menor pendiente hallada en la regién lineal de
la curva Viscosidad vs. Temperatura durante la fase oral simulada, para estos yogures respecto al
resto de las muestras indica que la masticacién no afectaria en gran medida la estructura del
alimento. Esto podria traducirse en un menor esfuerzo para procesar el mismo, que en
consecuencia produciria una menor capacidad saciante respecto a los otros productos (Stribitcaia
etal., 2020). Esta tendencia se observé en ambos Grupos de yogures, indicando que el
comportamiento se atribuye a la naturaleza del ingrediente més que al nivel de agregado y su
relacion con las caseinas (relacion CN:WP). De hecho, las pendientes obtenidas para el resto de
los yogures del Grupo 1 (C, W35-1 y W80-1) y del Grupo 2 (C, W35-2 y W80-2) no mostraron
diferencias significativas entre si, aunque se pudo observar que la viscosidad al final del
tratamiento fue mayor en W80-1 y en W80-2, mientras que C tuvo una viscosidad final similar a
la de W35-1y W35-2.

El tamafio de los agregados proteicos del yogur tiene un impacto directo en la viscosidad de
los productos (Krzeminski et al., 2011). La viscosidad también podria verse afectada por la rigidez
de dichos agregados: agregados menos rigidos podrian deformarse con més facilidad y presentar
menor resistencia a fluir, disminuyendo la viscosidad (Puvanenthiran et al., 2002). Esta podria ser
una hipétesis para comprender el comportamiento similar de W35-1 y W35-2 respecto a C, ya
que se esperaria que la incorporacién de WPC35 y el tratamiento térmico incrementen el tamafio
de los agregados proteicos respecto a los que se forman utilizando solamente MPC, previendo
mayores viscosidades en los yogures con WPC35 (Gilbert y Turgeon, 2021), y un
comportamiento similar al de los yogures con WPC80. Otra cuestion a considerar es el grado de
desnaturalizacién de los ingredientes. Si el grado de desnaturalizacion del ingrediente WPC35 es
alto, la interaccién con las caseinas podria ser baja y esto conduciria a la formacién de agregados
proteicos mds pequefios que lo esperado.

La relacién entre viscosidad de los alimentos y su capacidad saciante ha sido reportada por
varios autores en estudios in vivo. Marciani et al. (2001) evaluaron la saciedad provocada por
cuatro formulaciones alimentarias basadas en goma de algarrobo con alta y baja viscosidad
(modulada segin el contenido de goma), con distinto contenido caldrico, y hallaron que la
sensaciéon de plenitud géstrica fue mayor en las formulaciones con mayor viscosidad,
independientemente de su contenido caldrico. Ademas, se analizé el volumen de fluido gastrico
que los participantes liberaron tras la ingesta por resonancia magnética nuclear, encontrandose
mayor volumen de fluido cuando éstos consumieron las formulaciones mas viscosas, y en
consecuencia el vaciamiento gastrico fue mas lento. Zijlstra et al. (2008) realizaron un estudio de
saciedad empleando precargas, es decir, administrando una porcién medida de un prototipo
alimentario para evaluar el consumo de otros alimentos en un episodio alimentario posterior. Para
ello, utilizaron formulaciones de base lactea (leche entera, agua, crema, azicar y cacao) con

diferente viscosidad, modulada utilizando carbohidratos como almidén modificado y carragenina.
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Se registré una menor ingesta de alimentos luego de consumir las preparaciones con mayor
viscosidad. De manera similar, pero considerando el efecto de las proteinas lacteas en la saciedad,
Bertenshaw et al. (2013) estudiaron la saciedad provocada por cuatro precargas isocaldricas
formuladas con alto y bajo nivel de proteinas lacteas (yogur bebible y aislado de proteinas de
suero) y alto y bajo nivel de carbohidratos (maltodextrina y sacarosa), con distintas caracteristicas
texturales (mayor o menor cremosidad y viscosidad). Los autores encontraron que las
formulaciones con mayor contenido proteico y con mayor contenido de carbohidratos tuvieron
cremosidad y viscosidad similares, pero mayores que aquellas con menor contenido proteico y de
carbohidratos. Las férmulas con mayor viscosidad y cremosidad provocaron mayor saciedad a
corto plazo y menor ingesta en el episodio alimentario posterior.

Como puede observarse, los estudios anteriores fueron llevados a cabo in vivo y se prioriz6 el
estudio a nivel géstrico y conductual de los participantes. El efecto de la viscosidad en la saciedad
a corto plazo también fue estudiado a nivel oro-sensorial (referido a la percepcién sensorial de los
alimentos en la boca). En una revision realizada por Hogenkamp y Schitth (2013) se destaca el
efecto del procesamiento oral en la saciedad a corto plazo. Se concluye que, a mayor viscosidad,
el tamafio de bocado es menor y se incrementa la masticacién, disminuyendo la ingesta de
alimentos dentro de un episodio alimentario. Es por esto que resulta de interés estudiar la
viscosidad en condiciones que simulan el procesamiento oral de los alimentos mediante
configuraciones instrumentales sencillas (reometria rotacional), lo que podria servir como una

aproximacion in vitro para estudiar la capacidad saciante de distintas formulaciones de alimentos.

2.8. Comportamiento reologico y perfil de textura de los yogures

Los parametros derivados del ajuste de las curvas de flujo (obtenidas a temperatura constante
de 5 °C) con la Ley de Potencia (R*>0,9) y los obtenidos por el andlisis de perfil de textura (TPA)
de los yogures de los Grupos 1 y 2, medidos a los 21 d, se muestran en las Tablas 2.10 y 2.11,

respectivamente.
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Tabla 2.10. Pardmetros obtenidos del ajuste de las curvas de flujo con la Ley de Potencia, y del

perfil de textura de los yogures del Grupo 1.

Yogur
Parametros C W35-1 W80-1 Mwp-1
k (Pa.s) 15,69+2,20¢ 22,88+0,63° 32,88+2,41% 6,17+0,31¢
n (adim.) 0,25+0,01 0,20+0,00 0,15+0,03 0,34+0,02
Firmeza (N) 0,05+0,02° 0,08+0,01%® 0,13+0,03* 0,02+0,01°
Cohesividad 0,71%0,08% 0,58+0,03° 0,57+0,04° 0,88+0,05*
Adhesividad 0,13+0,05% 0,20+0,06® 0,28+0,03* 0,04+0,01°

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Tabla 2.11. Pardmetros obtenidos del ajuste de las curvas de flujo con la Ley de Potencia, y del

perfil de textura de los yogures del Grupo 2.

Yogur
Parametros C W35-2 W80-2 Mwp-2
k (Pa.s) 15,69+2,20¢ 26,57+3,55° 38,22+5,34* 4,10+1,14¢
n (adim.) 0,25+0,01 0,16+0,03 0,13+0,02 0,44+0,04
Firmeza (N) 0,05+0,02" 0,110,02° 0,22+0,00* 0,01+0,00¢
Cohesividad 0,71+0,08* 0,50+0,01° 0,48+0,02° 0,88+0,01*
Adhesividad 0,13+0,05" 0,26+0,04° 0,55+0,03* 0,04+0,01°¢

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Se observaron diferencias en el indice de consistencia (k) para todos los productos del Grupo
1, siguiendo el orden W80-1>W35-1>C>Mwp-1. Como se esperaba, el indice de comportamiento
de flujo (n) fue menor a 1 en todos los casos, revelando el comportamiento pseudoplastico de los
yogures.

Mayores valores de firmeza se encontraron en W80-1 respecto a C y Mwp-1, mientras que
W35-1 no se diferencié de ningtin yogur. La cohesividad fue mayor en Mwp-1 que en W80-1 y
W35-1, y en C fue similar a todos los yogures. La adhesividad solo mostré diferencias
significativas entre W80-1 y Mwp-1, siendo el primero mayor al segundo (C y W35-1 no se
diferenciaron de estos yogures).

Para el Grupo 2, el indice k sigui6 el orden W80-2>W35-2>C>Mwp-2, y el indice n también
fue menor a 1 en todos los casos. La firmeza siguid el orden W80-2>W35-2>Mwp-2, mientras
que C no se diferencié de W35-2 ni de Mwp-2. La cohesividad fue mayor en C y en Mwp-2 que
en W35-2 y W80-2, mientras que la adhesividad sigui6 el orden W80-2>W35-2>Mwp-2, y C no
se diferencié de W35-2 ni de Mwp-2, aunque fue menor que en W80-2.
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Los mayores valores de indice k y de firmeza encontrados en los yogures W80-1 y W80-2 en
relacion al resto de los yogures de cada grupo, indicaria que el WPC80 tiene un efecto diferente
que los demas ingredientes en la estructuracion de la matriz independientemente de la relacion
CN:WP, tal como se observé en el andlisis de viscosidad en condiciones orales (apartado 2.5).
Esto también fue reportado por otros autores, donde observaron que yogures (5,2-5,5 g/100 g de
proteina) formulados con el agregado de WPC80 mostraron mayor firmeza y adhesividad que un
control con SMP, atribuyendo este efecto a la interaccién entre las proteinas de suero y la
superficie de las caseinas durante el tratamiento térmico aplicado durante la elaboracién de yogur
(Akalin et al., 2012; Delikanli y Ozcan, 2014). Los yogures con WPC35 (W35-1 y W35-2)
mostraron menor indice k que aquellos con W80-1 y W80-2, respectivamente, pero mayor que el
resto de los yogures de sus grupos. Aunque no fue motivo de andlisis en este trabajo, la diferente
composicién de los ingredientes, principalmente el contenido de lactosa, y el grado de
desnaturalizacion de las proteinas de suero en los mismos, podrian ser las causas de sus distintos
comportamientos en la formacién de la estructura del yogur. En relacién a esto, Anema et al.
(2006) reportaron que la mayor concentracién de lactosa en sistemas formulados con SMP
provocd un retardo en la desnaturalizacion de las principales proteinas de suero (a-lactalbimina
y B-lactoglobulina) durante el tratamiento térmico (80 0 95 °C) y que este efecto fue mas marcado
a temperaturas< 90 °C para la B-lactoglobulina. Esto podria ser una explicacion para el
comportamiento de los yogures W35-1 y W35-2, que presentaron mayor concentracién de lactosa
en las leches base y dieron lugar a la formacién de geles con menor firmeza y consistencia que
los yogures con W80-1 y W80-2, respectivamente. Sin embargo, el efecto de la concentracién de
lactosa en la estructura de yogur alto en proteinas no estd completamente dilucidado (Jgrgensen
et al., 2019). Ademds, la firmeza de W35-1 y W35-2 no mostré diferencias con la obtenida para
C, lo que refuerza que, por alglin motivo tecnoldgico, la proteina de suero del WPC35 no tendria
tanta interaccién con la superficie de las micelas de caseina presentes en la leche UHT y en el
MPC70.

Como se menciond previamente, los menores valores de indice k y firmeza obtenidos para
Mwp-1 y Mwp-2 eran esperables dadas las caracteristicas reportadas para el ingrediente MWP,
al igual que la mayor cohesividad respecto a los yogures con WPC35 y WPC80 dentro de cada
grupo. Como la cohesividad representa el nivel hasta el cual un material puede ser deformado
antes de su ruptura, el pequefio tamafio de particula del MWP y la baja interaccidon que presenta
para formar agregados proteicos podria provocar una mejor adaptacidon y tolerancia a dicho
esfuerzo (Mudgil et al., 2017).

Los valores de cohesividad y adhesividad obtenidos en los yogures de ambos grupos son
comparables con los de los yogures estudiados en el Capitulo 1. Distinto fue el caso para el indice
k y la firmeza de los yogures de este Capitulo, que fueron considerablemente menores que los

obtenidos en los yogures del Capitulo 1. Se puede hipotetizar que el alto esfuerzo de corte
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aplicado en la agitacion al finalizar la fermentacién en los yogures de este Capitulo provocé la
formacién de agregados mas pequefios que produjo una disminucién de la firmeza y viscosidad,
caracteristicas que se asocian a un gel mds débil (Mokoonlall et al., 2016). Sin embargo, esta
etapa tecnoldgica no afect6 la adhesividad y cohesividad de los mismos, sugiriendo que estos
pardmetros estdn relacionados con las caracteristicas intrinsecas de los ingredientes, como se

discutié previamente.

2.9. Microestructura y aspecto visual de los yogures

Las micrografias de CLSM correspondientes a los yogures con 21 d de almacenamiento se

muestran en la Fig. 2.12.

Fig. 2.12. Micrografias obtenidas por CLSM de los yogures (21 d).

En rojo se observan los agregados proteicos y en negro las regiones correspondientes a los poros de la
estructura.

La observacién visual de las muestras del Grupo 1 revela patrones similares entre W35-1 y
W80-1 con C, caracterizados por la presencia de agregados de mayor tamafio dispersos en la red
proteica, lo que podria relacionarse con las similitudes halladas en las variables reoldgicas y
texturales de estos yogures, en particular, entre W35-1 y C. El tamafio y distribucién de poros de
W35-1 es muy similar a lo observado en C, mientras que W80-1 presenta poros mas pequefios.
La microestructura de Mwp-1 difiere notablemente a la del resto de los yogures del Grupo 1,
teniendo solo en comun con éstos la presencia de algunos agregados proteicos mds grandes y
dispersos, sin poder visualizarse un patréon definido o interconexién entre particulas. Esto
confirmaria lo que se menciond anteriormente respecto al comportamiento particular del

ingrediente MWP. La microestructura del yogur Mwp-1 también difirié de las observadas para
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los yogures con MWP presentados en el Capitulo 1, posiblemente por el uso de otros ingredientes
en la formulacidn de las leches base para los yogures de este Capitulo.

Por su parte, los yogures W35-2 y W80-2 presentaron aglomerados proteicos de menores
tamafios y mds regulares que los observados en C, lo que podria ser consecuencia de la menor
fraccion de caseina en estos yogures respecto a C y a los del Grupo 1. De manera similar a lo
observado en Mwp-1, el yogur Mwp-2 no tiene una microestructura comparable a los demads
yogures de su Grupo.

Un resultado que no guarda relacién con la microestructura fue la CRA de los yogures. Si bien
la microestructura de C, W35-1 y W80-1, y de C, W35-2 y W80-2 son similares en cuanto a la
organizacion de la red proteica y la distribucion de poros, la CRA fue mayor en todos los yogures
con WPC35 y WPCS80 que en C. Més atn, los valores de CRA de los yogures C y Mwp-1y de C
y Mwp-2 no mostraron diferencias significativas, aunque sus microestructuras son
completamente diferentes. Resulta evidente que el yogur C, el cual presentd la mayor proporcién
de fraccién caseinica (4:1), formé un gel mds débil justamente por la menor proporcién de
proteina de suero disponible para la formacién de agregados caseina-proteina de suero y de
proteinas de suero entre si. Esta idea también se corrobora por los menores valores de indice k en
el yogur C respecto a aquellos con WPC35 y WPCS0.

En un trabajo publicado por Modler y Kalab (1983) se compara la microestructura de yogures
firmes (5 g/100 g de proteina y 1,5 g/100 g de grasa) obtenidos con diferentes ingredientes
empleados individualmente: SMP, MPC, caseinato de sodio y tres tipos de WPC. A través de
micrografias de microscopias electronica de barrido y electrénica de transmisién se pueden
observar marcadas diferencias, principalmente entre los geles con agregado de SMP, MPC y
caseinato, respecto a los que contenian WPC. Los autores destacan que en los geles con mayor
proporcidn de caseinas se encontraron cadenas de casefnas unidas mediante enlaces finos y cortos,
mientras que en los geles con agregado de proteinas de suero las particulas de caseina se
encontraban rodeadas por estructuras filamentosas (proteinas de suero desnaturalizadas enlazadas
a la superficie de las caseinas) y poca o nula interconexion entre las caseinas.

Se puede sugerir que la similitud entre las microestructuras de C, W35-1 y W80-1 y de C,
W35-2 y W80-2 podria deberse al tratamiento de agitacion de alto cizallamiento que se aplicé en
todos los productos al finalizar la fermentacién, pero que la desnaturalizacion de las proteinas de
suero (tanto la inherente a la manufactura de los ingredientes, como la que se produce durante el
tratamiento térmico en la elaboracién de yogur) y la reorganizacién de la estructura durante el
almacenamiento produjo geles mds fuertes en los yogures con agregado de WPC35 y WPC80.
Segiin nuestro conocimiento, no hay datos reportados que estudian el efecto de los ingredientes,
nivel de agregado, combinacién de los mismos y post procesamiento (etapa de agitacién) en la

microestructura de yogures altos en proteinas.
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Por tltimo, en la Fig. 2.13 se muestra el aspecto macroscopico de los yogures. Se puede
observar que los yogures con WPC80, en particular W80-1, presentan una superficie mds rugosa
y mayor opacidad que el resto, lo que puede atribuirse a cierta grumosidad. A pesar de sus
diferentes microestructuras, C, Mwp-1 y Mwp-2 tienen un aspecto similar, brilloso y homogéneo,
y se visualizan como menos viscosos que el resto. W35-1 y W35-2 mostraron aspecto brilloso y

algunas irregularidades en sus superficies.

(o W35-1 W35-2
W80-1 W80-2 Mwp-1
| |
> —— |
Mwp-2 i

Fig. 2.13. Observacion visual de los yogures (21 d).

3. Conclusiones

El uso de MPC70, solo o en combinacién con WPC35, WPC80 y MWP, permitié obtener
yogures con alto contenido proteico (7,4-7,7 g/100 g de proteina), parcialmente descremados
(<1,5 g/100 de grasa), con caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas que responden a la
normativa vigente para este tipo de productos. E1l MPC70 y el WPC80 aportaron bajos niveles de
lactosa a las respectivas leches base, lo que condujo a obtener yogures con contenidos de lactosa
entre 2,6-2,8 g/100 g para C, W80-1 y W80-2. Los yogures W35-1, Mwp-1, W35-2 y Mwp-2
presentaron menor contenido de lactosa final (3,4-3,9 g/100 g) que los yogures obtenidos en el
Capitulo 1 de este trabajo, recalcando la ventaja de emplear MPC70 como fuente de proteinas de
leche en lugar de SMP. Los é4cidos orgdnicos no mostraron diferencias sustanciales entre los
distintos productos, y el 4cido lactico alcanzé niveles de 1200-1400 mg/100 g. Estos niveles
fueron menores a los encontrados en los yogures del Capitulo 1, lo que se vincula a las menores
concentraciones de lactosa, como se menciond.

El perfil aromdtico de los yogures revel6 la presencia de los compuestos caracteristicos del
aroma (acetaldehido, diacetilo, acetoina, etc.), los cuales, salvo el caso particular de algunos
aldehidos, fueron similares a los identificados en el Capitulo 1. El andlisis de componentes

principales permitié hallar diferencias entre las distintas formulaciones, sugiriendo que la
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composicién quimica de los ingredientes puede afectar la actividad metabdlica del fermento, y de
este modo, la produccién de estos compuestos.

El andlisis estructural de los productos también puso de manifiesto la importancia de las
caracteristicas de los ingredientes y la tecnologia empleada para elaborar los yogures, y el efecto
de los mismos sobre la viscosidad evaluada en condiciones orales simuladas. En la bisqueda de
aumentar la capacidad saciante de yogures altos en proteina, basindonos en su viscosidad, seria
conveniente optar por ingredientes que demuestren la capacidad de formar geles fuertes (tal como
el WPC80), como también conservar la estructura evitando en la medida de lo posible las altas
deformaciones en el gel (por ejemplo, obteniendo yogures tipo firme). La desventaja principal del
uso de ingredientes como MPC70 o WPCS80 es su alto costo comercial (US$ 10-12/kg) y la
dificultad para adquirirlos en nuestra region, ya que por ejemplo el MPC no se produce en nuestro
pais.

En el proximo Capitulo se estudiara el uso de leche concentrada por ultrafiltracion y aislado
de proteina de suero en la formulacién de yogures altos en proteina, contemplando la diferencia

de niveles proteicos, y distinto post procesamiento, en la estructura de los yogures.
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Uso de retentado de ultrafiltracion y aislado de proteinas de
suero de leche para la formulacion de yogures incrementados en

proteina
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Resumen

El objetivo de este capitulo fue estudiar la formacién del gel, los aspectos fisicoquimicos y
estructurales de yogures con distintos niveles proteicos y fermentos comerciales. Para ello, se
elaboraron yogures parcialmente descremados (<1,5 g/100 g de grasa), a escala laboratorio, con
alto nivel proteico (E, ~7,5 g/100 g) y con contenido tradicional (o regular) de proteina (T, ~3,5
2/100 g) empleando retentado de leche ultrafiltrada (UF) o leche pasteurizada descremada,
respectivamente, y aislado de proteina de suero de leche, conocido como aislado de proteina de
suero nativa (mWPI). Se utilizaron tres fermentos comerciales, dos de ellos compuestos por las
cepas clasicas de yogur (Y8 e Y9) y el tercero conteniendo ademds cepas con potencial probidtico
(Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus paracasei, -SG-). Ademds, se
aplicaron distintos procesamientos luego de la fermentacion (sin agitacidon o con agitacién) para
aproximar las tecnologias de elaboracién para yogur firme y batido. El seguimiento de la
fermentacion mediante medidas reoldgicas, la viscosidad aparente a bajas y altas velocidades de
deformacioén, la permeabilidad luego de la fermentacidn, los pardmetros estructurales, CRA,
acidos organicos y pH de los yogures con 1 d de almacenamiento se analizaron segtn los dos
factores estudiados: contenido proteico (F1) y fermento (F2). Los pardmetros composicionales
(fracciones proteicas, grasa, solidos totales, 4cidos orgédnicos) se evaluaron en las LB y se
analizaron segin el contenido proteico. En particular, el estudio de las fracciones proteicas
(proteina cruda, verdadera y caseina) realizado antes y después del tratamiento térmico (80 °C/10
min) de las LB permiti6 calcular el grado de desnaturalizacién de las proteinas de suero. También
se evalué el comportamiento reoldgico de los yogures en condiciones orales simuladas.

Se encontraron diferencias en las curvas de G’ vs. pH por el efecto de ambos factores
estudiados, al igual que para la viscosidad aparente al inicio y al final de la agitacién. Se hall6é
una correlacion entre la permeabilidad y la CRA, que también pudieron relacionarse con la
microestructura. Los 4cidos citrico y ldctico solo mostraron diferencias por el contenido proteico,
y la lactosa no se vio afectada por ningin factor. La desnaturalizacién proteica luego del
tratamiento térmico fue similar a lo reportado para yogur. También se hallaron diferencias, dadas
por el efecto de ambos factores, en la viscosidad evaluada en condiciones orales simuladas,

pudiendo relacionarse con la potencial capacidad saciante de los yogures.
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1. Materiales y métodos

Como esta actividad fue llevada a cabo en el marco de una estancia en el exterior (Center for
Dairy Research - University of Wisconsin-Madison, Estados Unidos) los materiales,
equipamiento, procedimientos, y técnicas analiticas presentaran algunas diferencias respecto al

resto de las actividades detalladas a lo largo de esta Tesis.

1.1. Materiales

Se empleo leche pasteurizada estandarizada (1 g /100 mL de grasa, 3 g/100 mL de proteina)
para elaborar los yogures tradicionales (T). El retentado de leche utilizado para elaborar los
yogures experimentales (E), se obtuvo por ultrafiltracion de leche pasteurizada estandarizada (0,4
g/100 mL de grasa, 3 g/100 mL de proteina) con una membrana Synder ST-3BD-3838 (Synder
Filtration, Estados Unidos) a una presién de sistema de 40 psi. La leche se concentré a un factor
de ~2,3x obteniéndose un retentado con 7,0 g/100 g de proteina y 0,9 g/100 g de grasa.

Ademads, se utilizé un aislado de proteina de suero de leche comercial (mWPI, Pronativ®,
Lactalis Ingredients, Estados Unidos). Segilin especificaciones del fabricante, el ingrediente
contenfa, como minimo, 90 g de proteina/100 g de polvo (base hiimeda).

Se emplearon tres fermentos comerciales DVS congelados para yogur: YF-L811 (Y8), YF-
L902 (Y9) y SoGreek S3 (SG) (Chr. Hansen, Estados Unidos). De acuerdo a las especificaciones,
los fermentos Y8 e Y9 estaban compuestos por cepas de S. thermophilus y L. delbruekii subsp.
bulgaricus, y el fermento SG contenia la cepa S. thermophilus ACA-DC 0029 aislada de yogur
griego artesanal, L. delbruekii subsp. bulgaricus y cepas potencialmente probidticas:

Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus y Lacticaseibacillus paracasei.

1.2. Disefio experimental

Se disefiaron dos formulaciones de yogures: una con alto contenido proteico -E- (7,5 g/100 g
de proteina) y la otra con contenido tradicional de proteina -T- (3,5 g/100 g de proteina), ambos
parcialmente descremados (1 g/100 g de grasa), con una relacion CN:WP similar entre ellos
(~3:1). Cada formulacion se inoculd, individualmente, con los 3 fermentos mencionados en el
apartado 1.1, dando lugar a 6 yogures distintos, como se muestra en la Tabla 3.1. Los factores
estudiados fueron el nivel proteico (F1: T y E) y los fermentos empleados (F2: Y8, Y9, SG). Las
elaboraciones se realizaron por triplicado en diferentes dias. El protocolo de elaboracién y los

analisis realizados se indican a continuacion.
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Tabla 3.1. Disefio experimental de los yogures.

Yogur
Parametros T_ Y8 T Y9 T_SG E_YS E_Y9 E_SG
Contenido de proteina

3,5 3,5 3,5 7,5 7,5 7.5

(g/100 g)
Relacion CN:WP 3:1 3:1 3:1 3:1 3:1 3:1

Contenido de grasa

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

(g/100 g)
Fermento Y8 Y9 SG Y8 Y9 SG

1.3. Preparacion del fermento

Los fermentos comerciales se prepararon segun el protocolo propuesto por Wilbanks et al.
(2022). A partir del fermento descongelado (~20 °C) y homogeneizado manualmente, se tom6 un
peso representativo teniendo en cuenta la concentracién de microorganismos informada por el
fabricante. Se realizaron las diluciones correspondientes para alcanzar una concentracion de 0,25
U en 200 mL de leche estéril, que se incubd a 42 °C hasta pH 5,5-5,0 (fase log de crecimiento
microbiano). Luego, la leche fermentada se fraccioné en crioviales de 5 mL y se congel6 en
ultrafreezer a -80° C, donde fueron conservados hasta el momento de la utilizacién. Todo el
proceso se llevé a cabo en condiciones de esterilidad.

Cada dia de elaboracién se tomé un criovial, se descongeld a temperatura ambiente y se
inocul6 en leche estéril a 42 °C, se ferment6 hasta pH 5,5-5,0 (Ieche fermento) y luego se inoculé

en las leches base.

1.4. Elaboracion de los yogures, seguimiento de la formacion del gel y post

procesamiento

Se prepararon ~2 L de leche base (LB) de cada formulacién (T y E), segiin se muestra en la

Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Composicion de las formulaciones de yogur (g/100 g).

Yogur
Ingredientes T_ Y8 T Y9 T_SG E_YS E_Y9 E_SG
mWPI 0,26 0,26 0,26 0,60 0,60 0,60
Retentado de UF - -— -— 99,40 99,40 99,40

Leche pasteurizada 99,74 99,74 99,74 --- --- -
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Las mezclas se agitaron con agitador magnético por ~2 h, hasta disolucién del polvo, y luego
se dejaron en refrigeracion (5 °C/20 h) para asegurar la correcta hidratacion e integracion del
ingrediente en polvo. Al finalizar esta etapa, se tomaron muestras para el andlisis de fracciones
proteicas pre tratamiento térmico para evaluar el grado de desnaturalizacién de las proteinas de
suero (apartado 1.5).

Se realiz6 un tratamiento térmico de 80 °C/10 min en bafio termostatizado (Isotemp 4100,
Fisher, Estados Unidos) bajo agitacion magnética. Las LB fueron enfriadas rapidamente en baiio
de agua y hielo hasta 42 °C. Se tomaron muestras para los andlisis de fracciones proteicas post
tratamiento térmico, composicién global y 4cidos orgdnicos (apartado 1.5). Luego, el resto se
fraccioné en 3 porciones de ~600 mL, y se inocularon individualmente con los fermentos
estudiados (4 mL de leche fermento en 100 mL de leche base), segin corresponda (Tabla 3.1).
Luego, la LB inoculada fue fraccionada en distintos contenedores para llevar a cabo la
fermentacidn y andlisis, seglin corresponda. El esquema de fraccionamiento se muestra en la Fig.
3.1.

I. Tubos de IL. Copa del
centrifuga (20g) reémetro (20g)

P

III. Copas descartables
del reémetro (20g)

VIII. Botella 3
(50 mL)

SN

VII. Botella 2
(150 mL)

Y 3 IV. Tubo de vidrio
VI. Botella 1 m w : con Capilares

Leche base
inoculada
con el
fermento

(100 mL) (150 mL)
V. Portaobjetos !
(fermentacion en
estufa)

Fig. 3.1. Esquema de fraccionamiento de la LB inoculada para su posterior fermentacion y

analisis.

Seis contenedores (I, I, IV, VI, VII y VIII) se colocaron en un bafio termostatizado a 42 °C
hasta alcanzar pH=4,7-4,6. La muestra V, depositada sobre un portaobjetos, se incubé a 42 °C en
estufa hasta finalizar la fermentacion para la medicién de microestructura. El contenedor II se
coloc6 en el redmetro para seguir la formacién del gel por reometria oscilatoria de baja

deformacién (SAOR) (segtin TA 16.2).
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Alcanzado el valor de pH target, la fermentacién se detuvo por enfriamiento (excepto para el
ensayo de permeabilidad, contenedor IV), sin y con aplicacién de agitacion (para simular yogures
tipo firme y batido, respectivamente). En particular el contenedor II (fermentacién ocurrida en el
reémetro) fue sometido a una curva de agitacién simulando el procesamiento de un yogur tipo
batido. Para ello, se aplicé una rampa logaritmica de esfuerzo de corte desde 0,01 hasta 100 s™!
(6,25 min de duracién/22 °C). De la curva de Viscosidad Aparente (mPa.s) vs. Velocidad de Corte
(s se extrajeron los valores de viscosidad aparente a baja velocidad de deformacion al inicio
(11sa,) y al final de la deformacién (#ca), de manera que los mismos representen la viscosidad de un
yogur sin agitacién y de uno con agitacién, respectivamente.

Para el resto de los contenedores, la descripcién del procedimiento realizado se describe a
continuacion:

Yogures sin agitacion (T_Y8sa, T_Y 9, T_SGya, E_Y 8, E_Y9s, E_SGsa): los contenedores 1,
IIIa, V, VII y VIII fueron enfriados en bafio de hielo y agua y almacenados a 5 °C por 1 dia. Al
cabo de este tiempo se analizé el pH, la CRA, el contenido de lactosa y dcidos orgénicos,
viscosidad en condiciones orales y CLSM (apartado 1.5). El contenedor IV se destind al ensayo
de permeabilidad que se realiz6 a 42 °C (apartado 1.5).

Yogures con agitacion (T_Y8ca, T_Y9ca, T_SGea, E_Y8ca, E_Y9ca, E_SGe.): el contenedor IITb
se destin6 a la mediciéon de viscosidad en condiciones orales (apartado 1.5), aplicando
previamente la misma curva de agitacion que la empleada en el contenedor II. El contenedor VI,
se agité manualmente y se empled para la medicién de pH y la visualizacion de la microestructura

mediante CLSM (apartado 1.5).

En la Tabla 3.3 se presenta un resumen del procedimiento llevado a cabo durante la

elaboracion y andlisis de los yogures, en relacion al fraccionamiento mostrado en la Fig. 3.1.
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Tabla 3.3. Resumen del procedimiento llevado a cabo durante la elaboracion y andlisis de los

yogures, en relacion al fraccionamiento mostrado en la Fig. 3.1.

Contenedor Analisis
ca sa
"i" I - v CRA (1d)
“_ SAOR (durante la fermentacion) y
] I v --- curva de agitacion (al final de la
fermentacion)
‘ ! | Ila v . . ..
U v Viscosidad en condiciones orales (1d)
f'} v --- v Permeabilidad (al final de la fermentacion)
Y. A" - v CLSM (1d)
VI v pH y CLSM (1d)
vil --- 4 Control de pH (durante la fermentacion)
= VIII - 4 Acidos organicos (1d)

]

ca: con agitacion; sa: sin agitacion; CRA: capacidad de retencion de agua; SAOR: reometria oscilatoria de
baja deformacién; CLSM: microscopia confocal laser de barrido.

147



Capitulo 3

El esquema temporal de andlisis se muestra en la Fig 3.2 y las metodologias se describen en

el apartado 1.5.

Dia 0

Andlisis

LB Pre TT. == -

LB Post TT.=— -

Proteina Cruda
Proteina
Verdadera
Caseina

Proteina Cruda
Proteina Verdadera
Caseina

Grasa

ST

Cenizas

Minerales

Acidos Organicos

Almacenamiento refrigerado

(1dia/5 °C)
A
r D
Dia 0 Dia1
Elaboracion Andlisis
de yogur
to: LB == -pH v pH

Curva de pH vs. tiempo
Formacion del gel (SAOR)

-pH

-Permeabilidad
(yogures sa)

-Curva de Agitacion
en redbmetro

tf e

v’ CRA (yogures sa)

v Acidos orgénicos y
carbohidratos

v’ Microestructura
(yogures say ca)

v’ Viscosidad en
condiciones orales CC
(yogures say ca)

Fig. 3.2. Esquema de muestreo y controles analiticos realizados durante la elaboracién y

almacenamiento de los yogures.

TT: tratamiento térmico; SAOR: reometria oscilatoria de baja deformacién; CRA: capacidad de retencién
de agua; CC: cilindros concéntricos; sa: sin agitacion; ca: con agitacion.

1.5. Metodologias analiticas

v" pH: se determiné con un pHmetro digital con un electrodo de pH combinado (Accumet

XL600, Estados Unidos).

v Grasa y Solidos Totales: se analizaron con métodos estandarizados (AOAC

International, 2012a, 2012b), respectivamente.

v" Fracciones proteicas: la proteina cruda (nitrégeno total x 6,38), la proteina verdadera

[(nitr6geno total - nitrégeno no proteico) x 6,38] y la caseina (nitrégeno caseinico x 6,38),

se analizaron en las LB antes y después del tratamiento térmico con el objetivo de estimar

el porcentaje de desnaturalizacion proteica (Sodini et al., 2005). Las determinaciones se

realizaron mediante técnicas estandarizadas basadas en la metodologia Kjeldahl (AOAC

International, 2012c).
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Minerales: se determinaron por espectroscopia de emisién dptica mediante plasma

acoplado inductivamente (ICPOES, ICP-OES 5100 system, Agilent, Estados Unidos).

Lactosa: en las LB, se calculé por diferencia a partir de los datos composicionales

mencionados. En los yogures (1 d), fue determinada por HPLC segtn la técnica TA 9.

Acidos organicos: los acidos lactico, citrico, propidnico y butirico se identificaron y

cuantificaron mediante HPLC, segtn la técnica propuesta por Zeppa et al. (2001).

Permeabilidad: Este andlisis se realizé en el yogur recién obtenido (pH=4,7-4,6/42 °C)
(contenedor IV de la Fig. 3.1), segin lo descripto por van Dijk y Walstra (1986) y Roefs
et al. (1990). La técnica consiste en evaluar cudnto suero permea a través del yogur (en
medidas de altura sobre el mismo) utilizando una cuba disefiada para tal fin conteniendo
suero de leche a pH=4,6 (obtenido por acidificacion con glucono-delta-lactona, y
posterior ruptura y filtracion del gel formado con un filtro de tela). La LB inoculada (~150
mL) se colocd en un tubo de vidrio (diametro=6 cm, altura=20 cm), en el cual se
insertaron verticalmente 10 capilares de vidrio abiertos en ambos extremos (didmetro~0,5
cm). Dada la geometria del sistema, la leche inoculada ascendi6 por los capilares hasta
igualar el nivel de la leche en el exterior. Se produjo la fermentacién como se detall6 en
el apartado 1.4, y una vez alcanzado el pH target los capilares se extrajeron del tubo y se
colocaron verticalmente en la cuba con suero (tiempo 0), introducida en un bafio
termostatizado a 42 °C. Se tomo la altura del suero en la cuba (h,, [m]) y se registr6 la
altura del suero sobre la superficie del yogur en cada capilar a intervalos regulares de 10
min (he , [m], x=tiempo de registro [min]). El andlisis se extendi6 durante 40 min totales
(es decir, se tomaron 5 mediciones de altura de suero, a tiempos 0, 10, 20, 30 y 40 min).
El coeficiente de permeabilidad (B) fue calculado de acuerdo a la ecuacién propuesta por

(Lucey et al., 1998):
1 (e — i)
B = (h ) ]nH/ pg(tz = t1)]

donde B es el coeficiente de permeabilidad (m?), h., es la altura del suero en la cuba de
suero (m), hy es la altura del suero en el capilar de yogur (m) a ti, hp es la altura del suero
en el capilar de yogur (m) a t, n es la viscosidad del suero a 42 °C (Pas), H es la altura
del yogur en el capilar (m), p es la densidad del suero a 42 °C (kg/m?), y g es la aceleracién
de la gravedad (m/s?). Se obtuvieron como minimo 4 mediciones para cada yogur (es
decir, se promediaron los resultados de 4 capilares por yogur). Los yogures que

presentaron grietas dentro del capilar no fueron considerados para este analisis.
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v’ Capacidad de retencién de agua (CRA): se determiné por centrifugacion de los yogures
sin agitacion (T_Y 8, T_Y9s, T_SGa, E_Y8, E_Y9, E_SGs.) segtin la técnica TA 15

en una centrifuga refrigerada Avanti J-E (Beckman Coulter, Estados Unidos).

v' Analisis reolégico en condiciones orales simuladas: se realizé por reometria rotacional
CC segtn se describi6 en la técnica TA 18.1. Se utilizaron los yogures fermentados y
almacenados dentro de las copas descartables de reometria, sin y con agitacién
(contenedores I1la y IIIb de la Fig. 3.1, respectivamente). Se extrajeron 3 valores de las
curvas Viscosidad Aparente (mPa.s) vs. Temperatura (°C): la viscosidad inicial a 15 °C
(1m1), luego de la fase oral simulada a 25 °C (#2) y luego de 1 min que simula el proceso
de deglucidén/pasaje por el es6fago, a 25 °C (53). La pendiente de la regidn lineal de las

curvas fue calculada mediante regresion lineal.

v Microestructura: se visualizé en los yogures con 1 d de almacenamiento, mediante
CLSM (A1R Ti2, Nikon, Estados Unidos). Para los yogures sin agitacién, una gota de
LB inoculada, tefiida con el fluor6foro Fast Green FCF (2% m/v en etanol, 30 uLen 5 g
de LB), se deposit6 sobre un portaobjetos de vidrio, que se cubrié con un cubreobjetos, y
se incubo en estufa a 42 °C (contenedor V de la Fig. 3.1). Para los yogures con agitacion,
una vez finalizada la fermentacion en botella (contenedor VI de la Fig. 3.1), se pesaron 5
g de yogur, se batieron manualmente, se agreg6 el fluoréforo en condiciones similares a
las descriptas. Se depositd una gota en un portaobjetos, que se cubrid con un cubreobjetos.
La observacion se realizé con una lente de 60x con aceite de inmersion, a 633 nm (Lee y
Lucey, 2003). Numerosos campos fueron observados y se obtuvieron micrografias

tipicas.

1.6. Analisis estadistico

Se emple6 ANOVA de dos vias y test de Tukey (nivel de significancia p<0,05) para analizar
el efecto de los factores estudiados (F1 y F2) y su interaccidn en los pardmetros medidos en yogur.
Para los datos derivados del anélisis de leche base (LB_T y LB_E) se emple6 test t de Student
(nivel de significancia p<0,05). Los softwares utilizados fueron Rstudio (R core team, 2014) y

Statgraphics Centurion XIV (Royal Technology S.A., Estados Unidos).

2. Resultados y discusion

2.1. Analisis de la evolucion de la fermentacion a través de medidas de pH y formacién

del gel
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Como se indicé anteriormente, el estudio de la evolucién del gel se realizé por reometria
oscilatoria de baja deformacion (SAOR). Las curvas de G’ vs. pH y los parametros obtenidos

durante la fermentacién, se muestran en la Fig. 3.3 y en la Tabla 3.4, respectivamente.

~—=—-T_Y8
—e—T_Y9
—4—T_8SG
300 300
250 250 -
200 200 -
© ©
a 150 a 150 -
o o
100 - 100 -
N K“A»m“f ﬂ 7
0 anipA e Grimph ot phmetn S 04
T T T 1T 1 1T 1T T T T rTTr T T T T T
6,6 6,4 6,2 6,0 58 56 54 52 5,0 4,8 4,6 6,6 6,4 6,2 6,0 58 56 54 52 5,0 4,8 4,6
pH pH

Fig. 3.3. Curvas de G’ vs. pH durante la fermentacion de las formulaciones T (izq.) y E (der.),
con los fermentos comerciales Y8, Y9 y SG.

Los resultados se expresan como el valor medio de 3 réplicas de elaboracién.
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Tabla 3.4. Parametros medidos durante la fermentacion de las formulaciones T y E, con diferentes fermentos comerciales (Y8, Y9 y SG).

Yogur Factores
Parametro T_Y8 T_Y9 T_SG E_YS8 E_Y9 E_SG F1 F2  FIxF2
pHga 5,15+0,10 5,28+0,29 5,59+0,01 5,47+0,16 5,42+0,01 5,18+0,04 NS NS NS
tferm (Min) 350£7¢ 31070 325£14¢P 485+78 540£144 517+4A8 * NS *
G’pH=46 (Pa) 41,3+10,5® 54,7+19,98 132,1+40,38 301,3£74,14 188,1+£18,3A8 145,2444,0A8 * NS *
LTyn-46 0,29+0,01 0,26+0,01 0,24+0,01 0,27+0,01 0,20+0,05 0,24+0,01 NS NS NS
sa (mPa's) 7,7:10°£6,6:10°C  5,1:110°£7,6:10*¢  1,010°43,810%C 8,8 10°¢1,2:10%  5,1'10°48,410°®  8,6:10°+£9,4.1054 * * *
Hea (MPas) 132,7£2,0¢ 223,445,0¢ 207,4+8,5¢ 1108,8+62,6% 1466,3+49,74 1072,0£10,5® * * *

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 3 réplicas de elaboracién.

pHgei: pH al inicio de la formacidn del gel; trrm: tiempo total de fermentacion hasta alcanzar el pH target; G’pu-46: médulo de almacenamiento en el pH target; LTpH-46:
tangente de pérdida (G*’/G’) en el pH target; #..: viscosidad al inicio de la agitacion (a 22° C); #.a: viscosidad al final de agitacion (a 22° C).

F1I: nivel proteico; F2: fermento; FIxF2: interaccion entre los factores.

Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05).

Las diferencias estadisticas se indican con letras mintsculas (F1), letras griegas (F2) y letras mayusculas (FIxF2).

NS: no significativo (p>0,05).
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El pH de gelificacién (pHgel, obtenido de la curva en el punto donde G’>1 Pa) no mostrd
diferencias significativas entre los yogures y sus valores estuvieron entre 5,15-5,59. Estos valores
son tipicos para una fermentacion de yogur y corresponden al punto isoeléctrico de la B-
lactoglobulina (Lucey et al., 2022).

El tiempo de fermentacién (twrm) fue afectado significativamente por la interaccién de los
factores, siendo mayoren E_Y9 queen E_Y8, T_Y8, T_Y9y T_SG, y similar a E_SG. Ademds,
en todos los yogures E se registraron tiempos de fermentacién mas prolongados que en los
yogures T, relacionado probablemente a la mayor capacidad buffer que presentan los yogures
altos en proteina en el rango de pH que corresponde a una fermentacidon de yogur, dada por la
mayor concentracién de caseina y, en consecuencia, de fosfato de calcio coloidal, como ya se
explicé en Capitulo 2 (Jgrgensen et al., 2019). En cuanto al tipo de fermento (compuestos por S.
thermophilus 'y L. delbruekii subsp. bulgaricus), otros autores encontraron tiempos de
fermentacion variables. Korzendorfer et al. (2017) emplearon dos fermentos comerciales con
diferente capacidad de produccién de exopolisacaridos (EPS) para analizar el efecto en los
aspectos estructurales de yogures con contenido tradicional de proteina (3,4 g/100 g), y
encontraron diferentes tiempos de fermentacion. Vénica et al. (2023a) utilizaron tres fermentos
comerciales en tres formulaciones de leches base incrementadas en proteina (5,0-5,5 g/100 g de
proteina), y reportaron diferencias en los tiempos de fermentacién, adjudicado a la composicién
de los fermentos, en particular por las diferentes proporciones de S. thermophilus y L. delbruekii
subsp. bulgaricus. Es importante destacar que en dicho trabajo no se analiz6 el efecto conjunto
de ambos factores (contenido proteico y fermento) y no se varié sustancialmente el contenido
proteico de las formulaciones.

El G’ en el pH target (G’ pr=4,6) tuvo diferencias significativas entre los yogures y se encontrd
interaccioén significativa entre ambos factores. E_Y8 mostré mayores valores que todos los
yogures T, pero no tuvo diferencias con E_Y9 y E_SG, y tampoco se encontraron diferencias
significativas entre E_Y9/E_SG con los yogures T_Y9, T_SG, T_Y8. Como ya fue mencionado,
G’ es una medida de la energia almacenada en un material e indica sus propiedades elasticas
(vinculadas al comportamiento de un s6lido). Mayores valores de G’ son correlacionados con un
incremento de las interacciones caseina-proteinas de suero debido al tratamiento térmico como
fue descripto previamente (Lee y Lucey, 2003). El efecto de distintos fermentos sobre G’ se ha
estudiado en yogures con contenido tradicional de proteina (3,3 g/100 g) y en especial para
evaluar el impacto de los EPS producidos (Haque et al., 2001; Hassan et al., 2002). Es importante
destacar que en nuestro trabajo se pudo comprobar la importancia del efecto combinado del
fermento y del contenido proteico en G’pu=46, ¥ no solo el efecto individual de los factores.
Resultados de este tipo para yogures altos en proteina no se encuentran reportados en bibliografia.

La tangente de pérdida a pH=4,6 (LTph-46), que representa la relacién entre G’ y G’

(LT=G’’/G’), fue menor a 1 en todos los casos, sin diferencias significativas entre los yogures.
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Este resultado era esperado, ya que para productos viscoeldsticos como el yogur se cumple que
G’>G”’, lo que significa que presentan una componente eldstica mayor que la viscosa (Lee y
Lucey, 2003).

La viscosidad al inicio de la agitacién -a bajos niveles de deformacién y 22 °C (ys.) fue
afectada significativamente por la interaccién de los factores:
E_Y8=E_SG>E_Y9>T_Y8=T_Y9=T_SG. En el punto final de la curva de agitaciéon (#ca)
también se encontrd que la interaccién de los factores fue significativa, mostrando el siguiente
orden: E_Y9>E_Y8=E SG>T_Y8=T_Y9=T_SG.

A pesar de que G’ y viscosidad son conceptos distintos (la viscosidad se define como la
resistencia de un material a fluir), ambos guardan una relacién entre si, y los yogures con alto
contenido proteico muestran mayor viscosidad y G” que los tradicionales (Jgrgensen et al., 2019).
La mayor viscosidad en sistemas con mayor concentracién de caseina y proteinas de suero que
fueron sometidos a un tratamiento térmico intenso antes de la fermentacién o acidificacion esta
relacionada con una mayor interconexion entre las proteinas que contribuyen a formar una matriz
mds densa. Con la agitacion, la matriz se convierte en una dispersién de agregados proteicos y
particulas de 10 a 100 um originada por la ruptura que ocurre cuando se aplican altas
deformaciones; sin embargo, algunos enlaces se vuelven a formar en un corto tiempo, lo que
permite recuperar parcialmente la red proteica que originalmente formaba el gel (Lucey, 2004a).
Respecto a la reologia de yogures batidos, se ha observado que las propiedades de los mismos
guardan relacién con las caracteristicas de la matriz original (Lee y Lucey, 2006). Sin embargo,
es importante considerar las condiciones a las cuales se produce la agitacidn, principalmente, el
esfuerzo y la velocidad de corte que se aplica. Esto podria ser una explicacién para la tendencia
similar hallada en la viscosidad de los yogures al inicio y al final de la agitacién, ya que, a pesar
de que los valores no son comparables entre ambos estadios, los yogures E tuvieron mayor
viscosidad respecto a los T en ambos puntos de muestreo.

Como ya se menciond previamente, es importante considerar el efecto de los EPS en las
caracteristicas reoldgicas del yogur tales como consistencia, G’ y viscosidad. Este efecto fue
estudiado por Hassan et al. (2003), donde determinaron cémo varia la localizacién y organizacién
de los EPS en un yogur (3,3 g/100 g de proteina) antes y después de la agitacion. Mediante CLSM
observaron que los EPS mostraron incompatibilidad con las proteinas que forman la matriz del
yogur y se ubicaron en los espacios intersticiales (es decir, en los poros). Luego de la agitacion,
los EPS se agruparon entre si formando filamentos de mayor tamafio que se intercalaron en la red
proteica. Estas variaciones microestructurales visualizadas en los yogures con EPS tuvieron
efecto sobre la viscosidad, la consistencia, G y G’’, en comparacién a yogures sin EPS,
observandose menores valores luego de la agitacion.

Segun la informacién técnica del fabricante de los fermentos empleados en nuestro trabajo,

Y8 e Y9 poseen una alta y similar capacidad para producir EPS, por lo que se esperaria que
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modifiquen la viscosidad de los yogures de manera similar (Fig. 3.4). No se dispone de

informacién sobre la formacién de EPS por las cepas del fermento SG.
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Fig. 3.4. Caracteristicas (viscosidad en boca e intensidad de sabor a yogur) de fermentos

comerciales para yogur productores de EPS del fabricante Chr. Hansen (Skriver y Karychev,

2007).

2.2. Composicion global de las leches base, y pH y acidos organicos de los yogures

La composicién de las dos formulaciones de LB, los contenidos de las distintas fracciones

proteicas antes y después del tratamiento térmico, el grado de desnaturalizacién de las proteinas

de suero, y la concentracién de dcidos orgdnicos y lactosa se muestran en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Composicién global de las leches base T y E.

Factor
Parametros LB T LB E FI
ST (g/100 g) 9,85+0,32° 14,5440,98* *
Grasa (g/100 g) 1,00+0,07 0,94+0,06 NS
Lactosa (g/100 g)* 5,07+£0,30 5,11+0,03 NS
Calcio (mg/100 g) 121,49+15,98°  217,6349,61° *
Magnesio (mg/100 g) 11,79+1,23° 17,12+1,20* *
Fésforo (mg/100 g) 97,31£11,44° 173,81+12,32% *
Azufre (mg/100 g) 34,92+43.38 70,44+3,65% *
Sodio (mg/100 g) 30,42+2,19 31,80+4,55 NS
Potasio (mg/100 g) 97,31+11,44 173,81+12,32 NS
Ac. Citrico (mg/100 g) 141,97+6,30° 168,80£13,55° *
Ac. Propiénico (mg/100 g) ND ND
Ac. Butirico (mg/100 g) ND ND
Ac. Lictico (mg/100 g) ND ND
Fracciones proteicas
Proteina cruda pre TT (g/100 g) 3,33+0,02° 7,50+0,41* *
Proteina verdadera pre TT (g/100 g) 3,17£0,01° 7,32+0,40° *
Caseina pre TT (g/100 g) 2,61x0,01° 5,58+0,50* *
Proteina cruda post TT (g/100 g) 3,33+0,04° 7,47+0,39° *
Proteina verdadera post TT (g/100 g) 3,17+0,03° 7,29+0,38? *
Caseina post TT (g/100 g) 2,98+0,00° 6,93+0,37% *
Proteina soluble a pH 4,6 (g/100g)
Pre TT 0,56x0,00° 1,74+0,12* *
Post TT 0,19+0,03° 0,36+0,02* *
% Desnaturalizacion WP 66,23+5,20° 79,31+2,82% *

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracion.

fCalculado por diferencia.

F1I: nivel proteico; pre TT: previo al tratamiento térmico; post TT: luego del tratamiento térmico; WP:

proteinas de suero.

* indica diferencias significativas (p<0,05)

NS: no significativo (p>0,05).
ND: no detectado

Como era esperado, los niveles de solidos totales y de las distintas fracciones proteicas fueron

mayores en LB_E que en LB_T, mientras que la lactosa y la grasa fueron similares (~5,1 y ~1,0
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g/100 g, respectivamente). La concentracién de acido citrico fue mayor en LB_E (168,8+13,5
mg/100 g) que en LB_T (142,0+6,3 mg/100 g), y la misma fue considerablemente menor que la
hallada en las LB de los yogures presentados en el Capitulo 1 (~320-365 mg/100 g) y en las LB
del Capitulo 2 (~210-296 mg/100 g). Como el dcido citrico esta presente naturalmente en la leche
bovina, las diferencias podrian atribuirse a la distinta calidad y origen de la materia prima utilizada
en la experiencia presentada en este Capitulo respecto a lo empleado en las experiencias realizadas
en nuestro pafs y presentadas en los restantes capitulos. Los dcidos propidnico y butirico no se
detectaron en ninguna de las muestras de LB.

Las fracciones proteicas de las LB, analizadas antes y después del tratamiento térmico,
permitieron calcular el grado de desnaturalizacion de las proteinas de suero, que fue 66% en T y
79% en E. Estos valores son similares a los reportados para LB de yogures con contenido proteico
tradicional (Sodini et al., 2005) y altos en proteina (Jgrgensen et al., 2015). La desnaturalizacién
de las proteinas de suero no solo afecta la textura del yogur sino también el aspecto nutricional,
considerando que la forma y textura de los alimentos tienen impacto en su capacidad saciante,
como ya se mencioné en el Capitulo 2. Por otro lado, Rioux y Turgeon (2012) observaron que
yogures (3,7 g/100 g de proteina) con relaciones CN:WP de 1,5:1, 2,8:1 y 4,5:1 tuvieron grados
de desnaturalizacién de 87% para las dos primeras relaciones y 75% para la tercera, aplicando un
tratamiento térmico de 90 °C/1 min. De manera similar, Gilbert et al. (2020) hallaron un grado de
desnaturalizacién del 80% en una formulacién de yogur (4 g/100 g de proteina) con relacién
CN:WP de 2,8:1, luego de un tratamiento térmico de 95°C/1 min.

La composicién mineral mostré mayores niveles de calcio, magnesio, fésforo y azufre en
LB_E que en LB_T, pero no se encontraron diferencias significativas para el potasio y el sodio.
Estos resultados se explican por la alta proporcioén de calcio, magnesio y fosforo presente en la
fase coloidal de la leche (asociados a las micelas de caseinas), y de azufre en las principales
proteinas de suero (residuos de cisteina y metionina en -lactoglobulina y a-lactoalbimina) que
se concentraron por el procesamiento de UF en la LB_E. El sodio y el potasio se encuentran
mayoritariamente en la fase soluble de la leche, por lo que se reparten en la misma proporcién

entre el retentado y el permeado (Chandan, 2006).

Los valores de pH y concentraciones de dcidos orgénicos y lactosa al dia 1 se muestran en la

Tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Valores de pH, acidos orgénicos y lactosa de los yogures T y E elaborados con los fermentos Y8, Y9 y SG (1 d).

Yogur Factores
Parametros T_YS T Y9 T_SG E_YS E_Y9 E_SG Fl1 F2 FIxF2
pH 4,36+0,06° 4,45+0,08° 4,44+0,08° 4,55+0,06* 4,56+0,04* 4,58+0,06* * NS NS

2z

A. Citrico (mg/100 g) 149,4748,73°*  150,20£11,31°  146,80+6,36° 165,77£9,60*  171,33£14,99* 167,90£13,43* * NS NS

A. Lactico (mg/100 g) 584,62+51,44>  583,24+14,92° 577,47+10,48" 1017,71+£64,38"* 962,86+10,19*° 975,74+53,48* * NS NS

A. Propidnico (mg/100 g) ND ND ND ND ND ND
A. Butirico (mg/100 g) ND ND ND ND ND ND
Lactosa (g/100 g) 3,21 3,23 3,40 2,68 2,94 2,87

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 3 réplicas de elaboracién.

"Resultado de una réplica de elaboracién.

ND: no detectado.

F1I: nivel proteico; F2: fermento; FIxF2: interaccion entre factores.

Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05).

Las diferencias estadisticas se indican con letras minusculas (F1), letras griegas (F2) y letras mayusculas (FIxF2).
NS: no significativo (p>0,05).
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El pH de los yogures al dia 1 fue de 4,45+0,08, 4,44+0,08 y 4,36+0,06 en T_Y9, T_SG y
T_Y8, respectivamente; y de 4,56+0,04, 4,58+0,06 y 4,55+0,06 en E_Y9, E_SG y E_YS,
respectivamente. Se hallaron diferencias significativas segtn el nivel proteico, mostrando los
yogures E mayor pH que los yogures T (no se observé interaccion significativa entre los factores).
Los contenidos de los 4cidos lactico y citrico fueron mayores en los yogures E que en los T,
independientemente del fermento empleado. Para el lactico, los valores fueron ~600 mg/100 g en
los yogures T y ~1000 mg/100g en los yogures E, y para el citrico ~150 mg/100 g en los yogures
Ty ~170 mg/100 g en los yogures E. Los 4cidos propidnico y butirico no fueron detectados. Los
niveles de los 4cidos lactico y citrico de los yogures T son comparables a los hallados por Vénica
et al. (2014) para yogures con 3,3 g/100 g de proteinas, evaluados al final de la fermentacién. Por
su parte, las concentraciones de lictico y citrico de los yogures E fueron menores a las halladas
por Vénica et al. (2024) para yogures incrementados en proteina (6,6-7,8 g/100 g) elaborados con
leche concentrada por UF y polvos lacteos (SMP, WPC35, WPC80). Esta discrepancia entre
nuestros resultados y los informados por Vénica et al (2024) no es sorprendente, ya que, si bien
los contenidos de lactosa de partida fueron similares en ambos trabajos, Vénica et al. (2024)
adiciond [-galactosidasa para hidrolizar la lactosa, lo que podria haber impactado en la
fermentacién y por lo tanto en la produccién de 4cidos orgénicos.

Los contenidos de lactosa fueron ~3 g/100 g en todos los yogures al dia 1, indicando que el
proceso de fermentacion fue similar en todos los casos, con una reduccién del 30-40% del nivel
de lactosa contenida en las LB, tal como se reporta (Chandan, 2006). Los valores hallados en
estos yogures son similares a los encontrados para los productos presentados en el Capitulo 2,
pero menores a lo hallado para los yogures del Capitulo 1. Nuevamente, como ya se menciond
en el Capitulo anterior, el empleo de ingredientes con alto contenido proteico (MPC70, WPC80)
y con contenido de lactosa menor al de los otros ingredientes empleados (SMP, WPC35,
MWP45), permiti6 obtener yogures altos en proteina con contenidos de lactosa similar al de los
yogures con contenido de proteina tradicional, y esto se pudo corroborar en este Capitulo. En
particular, la concentracién de las proteinas de la leche por UF resulta ventajoso para lograr este
propésito; es decir, si bien el nivel de lactosa es similar en el retentado y en el permeado de UF,
la relacién proteina/lactosa de la leche concentrada (retentado UF) aumenta. En el caso del
agregado de ingredientes con alto contenido de lactosa, como los mencionados, se aumentan
proporcionalmente tanto las proteinas como la lactosa. Es decir, la relacidn proteina/lactosa es
mayor en leches base preparadas con retentado de UF que en aquellas con adicién de polvos
lacteos con baja concentracion proteica (Biliaderis et al., 1992). Por ejemplo, en las formulaciones
con WPC35 del Capitulo 1 se obtuvo una relacién proteina:lactosa de 0,8:1 respecto a una

relacion 1,4:1 en la formulacién E de este Capitulo
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2.3. Capacidad de retencion de agua y permeabilidad de los yogures

Los valores de CRA y de permeabilidad registrados al dia 1, en los yogures T y E elaborados
con los fermentos Y8, Y9 y SG, en los que no se aplicé agitacién luego de finalizada la

fermentacion, se presentan en la Fig. 3.5.
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Fig. 3.5. Valores de permeabilidad (m?) de los yogures sin agitacién (inmediatamente luego de la
fermentacion) y CRA (%) de los yogures sin agitacion (sa) a 1 d.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas para un mismo paradmetro indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Tanto la CRA como la permeabilidad evaluada en los yogures sin agitacion, solo fueron
afectadas significativamente por el nivel proteico (FI); el fermento (F2) no afectd
significativamente estos parametros. La CRA fue mayor en los yogures E (70-80%) que en los
yogures T (29-33%), mientras que la permeabilidad mostré una tendencia contraria; mayores
valores de permeabilidad se tuvieron en los yogures T (6:107"3- 8:10"° m?) respecto a los E (810
14.2:10" m?). La CRA en los yogures E fue similar a la observada por Korzendorfer y Hinrichs
(2019) en yogures altos en proteina (~10 g/100 g de proteina). En yogures con 4 g/100 g de
proteina, Sodini et al. (2005) hallaron mayores valores de CRA (50-63%) que en los yogures T;
esta diferencia podria atribuirse al mayor entrecruzamiento logrado entre las proteinas al aplicar
un tratamiento térmico mas severo (90 °C/55 min) y los diferentes ingredientes empleados en
dicho trabajo.

Los resultados de CRA y permeabilidad guardan una estrecha relacion entre si, con tendencias
contrapuestas. Es decir, altos niveles de permeabilidad se vinculan con microestructuras mas
porosas, y en consecuencia menor CRA (Peng et al., 2009). Los valores de permeabilidad hallados
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en los yogures T fueron similares a los reportados por Peng et al. (2009) para yogures con 3,5
g/100 g de proteina. Los unicos datos de permeabilidad en geles lacteos altos en proteina fueron
reportados por Wilbanks et al. (2023), donde obtuvieron mayores valores de permeabilidad en
geles preparados con aislado de caseina micelar (8 g/100 g de proteina) respecto a los valores de
nuestro trabajo, pudiendo atribuirselo a la falta de proteinas de suero en esos sistemas. Por el
contrario, en geles elaborados con SMP (8 g/100 g de proteina) mostraron valores en el mismo

orden que los que obtuvimos para los yogures E en nuestro trabajo.

2.4. Microestructura y aspecto visual de los yogures

Las micrografias de CLSM de los yogures T y E elaborados con los fermentos Y8, Y9 y SG,
en los que se aplic o no agitacién (ca y sa, respectivamente), se muestran en la Fig. 3.6.

La observacién de las imagenes revela diferencias entre los yogures T y E, y algtin efecto del
fermento (para cada formulacién proteica), pero la diferencia mas notoria se debe a la aplicacion
o no de agitacion.

Se observa una estructura proteica continua o bastante continua en todos los yogures. Los
yogures E presentaron estructuras proteicas mas densas que los yogures T, para las muestras con
y sin agitaciéon. Ademads, al comparar los productos con igual contenido proteico, una estructura
mds densa se aprecia en los yogures sin agitacién (sa) respecto a los productos agitados (ca). Es
decir, el cambio en la organizacién de las matrices proteicas post agitacion es notable y se pueden
discriminar facilmente los agregados proteicos de los poros, con formas y tamafos diversos. En
efecto, los espacios intersticiales entre agregados proteicos son més grandes (microestructura mas
espaciada), la distribucién es méas dispersa y la conexién entre grupos es mds débil para los
yogures ca respecto a los sa.

En los yogures T, los espacios vacios (poros) son mds grandes que en los yogures E, y esto es
mds notorio en los yogures ca respecto a los sa. Los yogures E con agitaciéon muestran mayor
interconexion entre sus agregados proteicos que los yogures T con agitacion. La microestructura
puede correlacionarse bien con la permeabilidad para los yogures sin agitacion: los yogures Es,
muestran una red proteica mas densa, que se puede suponer menos permeable que la de los

yogures T, que presentaron mayor porosidad.
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Fig. 3.6. Micrografias de CLSM de yogures sin agitacion T_Y 8, T_Y9u. T_SGga E_Y8s E_Y9s,,
y E_SG,; y con agitacion T_Y8ca, T_Y9ca, T_SGga, E_Y8ca, E_Y9¢,, y E_SGea.

En rojo se observan los agregados proteicos y en negro las regiones correspondientes a los poros de la
estructura.
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En la Fig. 3.7, se puede observar las diferencias de los yogures a nivel visual (aunque no se

dispone de fotografias de los yogures T sin agitacién).

N

Fig. 3.7. Obseracién visual de los yogures con agitacion (T_Y8ci, T_Y9ca, T_SGsa, E_Y8ca,
E_YO9c, y E_SGca) y sin agitacion (E_Y8s, E_Y%u, y E_SGsa).

En las imagenes se aprecian claramente las diferencias en las caracteristicas macroscopicas
(consistencia, brillo, opacidad y grumosidad) entre los yogures T y E con agitacion (Tca y Eca), y
entre los yogures E sin y con agitacion (Eg y Eca). Se puede detectar cierta grumosidad y opacidad
en los yogures con el fermento SG con agitacién (T_SGea y E_SGe.), mientras que el resto de los

yogures presentan un aspecto mas homogéneo y brilloso.

2.5. Reologia en condiciones orales de los yogures

Las curvas de Viscosidad Aparente (mPa.s) vs. Temperatura (°C) obtenidas por reometria

rotacional CC en condiciones orales simuladas (velocidad de corte constante de 60 s,
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temperatura de 15 a 25 °C y mantenimiento por 1 min a 25-26 °C), y los pardmetros calculados a
partir de las mismas, para los yogures sin agitacion (sa) y con agitacién (ca) (1 d) se muestran en
la Fig. 3.8 y en la Tabla 3.7, respectivamente. También se incluye la significancia de los factores
estudiados (F1 y F2) y su interaccion.

Los parametros medidos mostraron diferencias significativas entre los yogures. Para los
yogures sin agitacién, #; fue afectada significativamente por la interaccién de los factores. El
orden obtenido fue E_SGu>E_Y9.=E_Y8u>T_SGuw=T_Y9,,=T_Y8. Para 7, y 73 ambos
factores fueron significativos, pero no su interaccioén. La tendencia fue similar para ambos
pardmetros: mayores viscosidades fueron halladas en los yogures E respecto a los T, y en aquellos
con Y9 respecto a aquellos con Y8 y SG. La pendiente de la curva fue afectada significativamente

por el contenido proteico (F1): los yogures E mostraron pendientes mds pronunciadas que los

productos T.
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Fig. 3.8. Curvas de Viscosidad Aparente (mPa.s) vs. Temperatura (°C) obtenidas por reometria
rotacional en condiciones orales simuladas (velocidad de corte constante de 60 s™!, temperatura
de 15 a 25 °C, ~1 °C/s por 1 min; mantenimiento a 25-26 °C por 1 min), para los yogures T y E
elaborados con los fermentos Y8, Y9 y SG, y con aplicacidén o no de agitacion (1 d). Izq.: yogures
sin agitacion (sa); der.: yogures con agitacién (ca).

Los resultados se expresan como el valor medio de 3 réplicas de elaboracién.
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Tabla 3.7. Parametros obtenidos por reometria rotacional en condiciones orales simuladas, para

los yogures T y E elaborados con los fermentos Y8, Y9 y SG, con y sin agitacién (ca y sa,

respectivamente) (1 d).

Parametros
Yogur 71 (mPa.s) y2 (mPa.s) 53 (mPa.s) Pendiente
T_YS8.  917,0551,0°  250,9152%  186,5+10,7"  -9,6+0.8"
T Y9,  784,069,6°  5177+67,9%  399,1£56,6™  -12,443,6"
in  T_SGa  10358+121,1°  299.8456,6"  2202+39.8%  -12,3%3,1"
agitacion g yg 62048477175  1644,6+2512% 1090,44217,0%  -93447,2°
E Y9, 5717,12282,1° 2306,6£320,6 1588,0£154,6  -100,2+15,0°
E_SGu  10230,4£640,9* 1911,4£122,4% 1110,8+124,2%  -121,1£20,4°
Fl * % % ES
F2 * * * NS
FIxF2 * NS NS NS
T_YS8w  2584+148%  1549+123C 119,857,0%  -5,020,6°
T Y9  5064£100™  3464+488,5C  202,44832™  4.8+1,0°
Con T SGa  3752%104%  2396+274C 18721246  -59:04C
agitacion g yg - 1989,1+168,0%  1027,0:24,7®  767.0+3,.8%  -3582,6°
E_Y9.  2729,8+4713% 1599,5£3223%  1149,1+257,5  -49,9+2,1
E SGe  2117,13207,8%  1039,7+734%  739,02303®  -36,049,2°
F] £ £ ES ES
FZ % * ES ES
FIxF2 NS * NS *

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
n: viscosidad inicial (15° C); #2: viscosidad al final de la fase oral simulada (25° C); #s: viscosidad final
luego de 1 min de exposicién (25 °C).

ND: no detectado.

F1I: nivel proteico; F2: fermento; FIxF2: interaccion entre factores.
Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05).
Las diferencias estadisticas se indican con letras mintsculas (F1), letras griegas (F2) y letras mayusculas

(FIxF2).

NS: no significativo (p>0,05).
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Para los yogures con agitacion, los dos factores estudiados fueron significativos, pero no su
interaccién, ni en #1 ni en #3. Los mayores valores de #; se registraron en los yogures E, y en los
yogures con Y9 para cada nivel proteico. La tendencia observada en s fue similar a la de n;: los
yogures E tuvieron mayores valores que los productos T y el fermento Y9 produjo mayor
viscosidad para cada nivel proteico. Para #», tanto los factores individuales como su interaccién
fueron significativos, y los valores siguieron el orden:
E_Y9..>E_SGe=E_Y8::>T_Y9%.=T_SG..=T_Y8... La pendiente de la regién lineal de las
curvas fue afectada significativamente por ambos factores y por la interaccion; los valores
siguieron el siguiente orden: E_Y9:.>E_SGe=E_Y8::>T_Y9ca=T_SGea=T_Y8c..

En lineas generales, los resultados fueron consistentes en ambos tipos de yogures (con y sin
agitacién): a mayor nivel proteico, mayor viscosidad a 15 °C (1), a 25 °C con la exposicién mas
corta (#2) y a 25 °C con la exposiciéon mas prolongada (#3) al esfuerzo de corte constante, y
también mayor pendiente en la regidén lineal de las curvas de Viscosidad Aparente vs.
Temperatura. Resultados similares fueron observados por Huc et al. (2016) cuando aplicaron esta
metodologia a yogures batidos comerciales con diferentes contenidos de proteina (3,1 a 9,8 g/100
g) y de grasa (0,1 a 10 g/100 g); en dicho trabajo encontraron que el contenido proteico tuvo
mayor influencia que el contenido graso, en la viscosidad evaluada en condiciones orales
simuladas.

La evaluacién de la viscosidad en tres puntos distintos de la curva se realizé con el objetivo
de relacionar las caracteristicas estructurales del yogur con su potencial capacidad saciante, de
manera similar a lo que se planteé en el Capitulo 2, aunque para los yogures de este capitulo se
aplicé una pequefia variante. En este caso se utiliz6 mayor masa del alimento (~20 g), lo que
simularia la masticacidn y deglucién de una cucharada de yogur, y por lo tanto resulta un analisis
mads representativo de lo que sucede en la boca. Como se menciond en el Capitulo 2, 1a percepcion
oral del alimento, su tiempo de residencia en la boca y su viscosidad al alcanzar el estbmago
guardan relacién con su capacidad saciante. En un articulo de revisién y meta-anlisis publicado
recientemente, Stribifcaia et al. (2020) reportaron los resultados de numerosos trabajos que
analizaron el efecto de la textura de los alimentos (viscosidad, forma, complejidad estructural) en
la capacidad saciante a corto y largo plazo. La observacién general fue que, al consumir alimentos
semisdlidos y con mayor viscosidad, se suprimio el apetito y se redujo la ingesta de alimentos del
episodio alimentario posterior, en mayor medida en comparacién a alimentos menos viscosos.
Esto fue particularmente percibido en la sensacién de plenitud reportada por los participantes de
dichos estudios. En relacidn a esto, Stribitcaia et al. (2022) estudiaron cémo la viscosidad de
bebidas lacteas (preparadas solo con WPI -baja viscosidad- o con WPI+goma xantana -viscosidad

intermedia y alta-) impact6 en la saciedad/sensacién de plenitud en los participantes. Los
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participantes evaluaron la viscosidad observando cémo los productos fluian de un recipiente a
otro y mediante esta observacion consideraron que los més viscosos serian los mas saciantes. Esto
se explicd por una relacién previamente establecida entre la saciedad realmente percibida al
ingerir alimentos muy viscosos por parte de los participantes y el recuerdo de estas experiencias.
Los alimentos viscosos sufren una mayor exposicién oro-sensorial (un bocado de un alimento
mas viscoso pasa mds tiempo en la boca que un bocado de uno menos viscoso), razén por la cual
incrementar la viscosidad de un alimento como el yogur es una estrategia alimentaria para
personas con sobrepeso/obesidad (de Graaf, 2012).

La manera mds comin de incrementar la viscosidad del yogur es incorporando gomas o
almidén (Stribitcaia et al., 2022; Tarrega et al., 2016), pero en este trabajo empleamos la
estrategia de incrementar el contenido proteico, y se comprobd un aumento de la viscosidad de
los productos en comparacién a yogures con contenido regular de proteina (E vs. T), como se

menciono.

3. Conclusiones

Se obtuvieron yogures con alto contenido proteico (7,5 g/100 g) y con contenido tradicional o
regular (3,3 g/100 g) de proteinas y parcialmente descremados (<1,5 g/100 g) utilizando retentado
de leche obtenido por UF y leche pasteurizada, respectivamente, y aislado de proteinas de suero
nativas en ambos productos, y distintos fermentos comerciales. El efecto combinado del uso de
distintos fermentos y distintos niveles proteicos tuvo implicancias en la formacion del gel, en el
tiempo de fermentacién, en los aspectos estructurales de los yogures, y en la evaluacién de la
viscosidad aparente en condiciones orales simuladas, en la microestructura y en la observacién
macroestructural.

Las curvas de G’ vs pH durante la formacion del gel mostraron diferencias por ambos factores,
al igual que la viscosidad al inicio y al final de la curva de agitacién. El pH y el contenido de
acidos orgénicos (citrico y lactico) mostrd diferencias segin el nivel proteico, mostrando los
yogures T menores valores que los E. El aspecto visual de los yogures con el fermento SG fue
mas grumoso que para los yogures con los fermentos Y8 e Y9, independientemente del nivel
proteico. El comportamiento reoldgico en condiciones orales de los yogures sin agitacién y con
agitacién mostré que los yogures E tuvieron mayor viscosidad en los tres puntos analizados
durante la deformacién a 60 s™!, tendencia que coincidi6 con la viscosidad medida inmediatamente
después de la fermentacion (7:.). Ademads, la variacion de la viscosidad durante esta deformacion,
representada por la pendiente de la regién lineal de la curva, fue mds pronunciada en los yogures
E que en los T, lo que significa que el procesamiento oral es mds intenso en los yogures con alto
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contenido en protefnas y esto podria correlacionarse con una mayor capacidad saciante. El andlisis
visual de las micrografias de CLSM pudo correlacionarse con los resultados de permeabilidad,
mostrando una red proteica mas densa para los yogures E, que tuvieron menor permeabilidad que
los yogures T, también correlacionado con una mayor y menor CRA, respectivamente.

La utilizacién de una muestra de mayor masa para el andlisis de viscosidad en condiciones
orales respecto a lo presentado en el Capitulo 2 permiti6 obtener una aproximacion mds cercana
a la realidad (una cucharada de yogur). Si bien existen otras técnicas para aproximarse ain mas a
las condiciones orales de procesamiento de los alimentos (por ejemplo, tribologia), es importante
destacar que el potencial efecto saciante de los yogures ricos en protefnas evaluado en un reémetro
convencional en comparacion con los de proteina regular y relacionado con otros pardmetros
estructurales y fisicoquimicos podria considerarse una primera aproximacién a un estudio de
saciedad en humanos.

A pesar de los buenos resultados obtenidos, sobre todo en el aumento significativo del
contenido proteico sin aumentar en gran medida la lactosa final del producto, en los siguientes
Capitulos se presentardn formulaciones de yogur con ingredientes en polvo (SMP y WPC35). Si
bien estos ultimos poseen alto contenido de lactosa, presentan menor costo comercial y mayor
disponibilidad, por lo que se empleard otra alternativa para disminuir el contenido de dicho

carbohidrato en las formulaciones.

168



Capitulo 4

Incorporacion de fibra de zanahoria y reduccion de lactosa en

yogures incrementados en proteina
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Resumen

En este capitulo, el objetivo fue evaluar el impacto del agregado de un ingrediente de fibra de
zanahoria y de una B-galactosidasa comercial con actividad hidrolitica y transgalactosilasa para
disminuir el contenido de lactosa y producir galactooligosacaridos (GOS), en los aspectos
fisicoquimicos, perfiles de fermentacion y de compuestos volatiles, y caracteristicas estructurales,
de yogures incrementados en proteina. Para ello, se elaboraron yogures, a escala laboratorio, con
y sin el agregado de la fibra (F, 2 g/100 g) y con y sin el agregado de una PB-galactosidasa:
deslactosados (D) y con contenido regular de lactosa (R), respectivamente.

En todos los casos se empled la misma base lactea, formulada con leche UHT, SMP y WPC35,
combinados de manera de obtener ~6,5 g/100 g de proteinas y parcialmente descremado (<1,5
g/100 g de grasa). Se analiz6 la composicidn global, pardmetros fisicoquimicos (pH y acidez
titulable), dcido lactico y carbohidratos (lactosa, glucosa, galactosa y GOS), compuestos volitiles,
CRA, comportamiento reoldgico, perfil de textura (firmeza, cohesividad y adhesividad) y
microestructura al final del almacenamiento (21 d).

Ninguno de los factores estudiados (fibra y enzima) afectd la evolucién de pH durante la
fermentacion ni la acidez titulable en los yogures. Se observé un incremento en el contenido de
sélidos totales y capacidad de retencién de agua por el agregado de la fibra. La concentracién de
lactosa en la formulacion fue ~9 g/100 g, y la misma se redujo en un 20% en los yogures R y RF,
y en un 80% en los yogures D y DF, debido al empleo de la B-galactosidasa. Ademas, se detectd
la formacién de GOS en los yogures D y DF, sustancias reconocidas como prebidticos.

Se detectaron 22 compuestos volatiles caracteristicos de yogur, donde predominaron los dcidos
y las cetonas, sin diferencias de tipo cualitativas entre productos, pero si cuantitativas.

El agregado de la fibra tuvo un impacto significativo en los pardmetros reolégicos y en el perfil
de textura, mientras que la -galactosidasa no mostro efecto significativo. Se observaron mayores
esfuerzos de corte (evaluado a distintas velocidades de corte), y valores de viscosidad (a 50 s de
velocidad de corte), firmeza y adhesividad en los productos con fibra. De modo similar, la CRA
fue afectada por la presencia de la fibra, alcanzando mayores valores en los yogures RF y DF. La
microestructura de los productos reveld diferencias en la red proteica, principalmente dadas por
el agregado de fibra, hecho que explicaria los resultados de comportamiento reoldgico, perfil de
textura y capacidad de retencion de agua.

La incorporacién de este ingrediente de fibra de zanahoria, el incremento proteico y el uso de
una PB-galactosidasa con capacidad de producir GOS, serian estrategias prometedoras para

aumentar las propiedades nutricionales, tecnofuncionales y funcionales del alimento.
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1. Materiales y métodos

1.1. Materiales

Los ingredientes lacteos empleados para la elaboracién de los yogures fueron leche UHT
parcialmente descremada (1,0 g/100 mL de grasa, 3,2 g/100 mL de proteina), SMP (0 g/100 g de
grasa, 36 g/100 g de proteina, 50 g/100 g de lactosa) y WPC35 (6 g/100 g de grasa, 35 g/100 g de
proteina, 46 g/100 g de lactosa) (Saputo S.A., Argentina). El ingrediente fuente de fibra, fue un
polvo de fibra de zanahoria con la siguiente composicion y caracteristicas: 74% de fibra total
(20% de fibra soluble y 54% de fibra insoluble),12% de humedad, y tamaiio de particulas < 100
Mesh, producido por el Programa de Valorizacién, Desarrollo y Escalado de Procesos
Agroindustriales (PROVADE, FIQ-UNL). Se emplearon una B-galactosidasa comercial (YNL-2,
GODO, Jap6n), Stevia REB-A 98 (Saporiti S.A., Argentina) y un fermento comercial (YF-L811,

Chr. Hansen, Dinamarca).

1.2. Disefio experimental

Los factores estudiados fueron el agregado de fibra (F7) en dos niveles (con y sin), y el
agregado de B-galactosidasa (F2) en dos niveles (con y sin). Se elaboraron, a escala laboratorio,
cuatro tipos de yogures empleando la misma formulacién lactea: R, RF, D y DF (Tabla 4.1). Las

elaboraciones se realizaron por triplicado en diferentes dias.

Tabla 4.1. Disefio experimental de los yogures.

Yogur
Parametros R RF D DF
Proteina (g/100 g) 6,5 6,5 6,5 6,5
Relacién CN:WP 2:1 2:1 2:1 2:1
Grasa (g/100 g) 1,0 1,0 1,0 1,0
B-galactosidasa - - v v
Fibra de zanahoria --- v - v

1.3. Preparacion del fermento y dosis del inéculo

La preparacion del fermento se realizé de la misma manera que fue detallado en el Capitulo

1, apartado 1.4.1.

1.4. Elaboracion de los yogures y analisis
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La composicién de las formulaciones de yogur se muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Composicién de las formulaciones de yogur (g/100 g).

Yogur
Ingredientes R RF D DF
Leche UHT* v 4 v v
SMP (g/100 g) 7,5 7,5 7,5 7,5
WPC35 (g/100 g) 35 3,5 3,5 3,5
Fibra de zanahoria --- 2 2
(/100 g)
Stevia (g/100 g) 0,01 0,01 0,01 0,01
p-galactosidasa - - 0,03 0,03
(/100 g)

*Se agregd el volumen necesario para alcanzar ~500 mL finales.

Se elaboraron yogures a escala laboratorio (~500 mL) siguiendo el protocolo propuesto por
Vénica et al. (2020b), con modificaciones. Los ingredientes en polvo (SMP, WPC35 y fibra de
zanahoria, segtn corresponda) fueron incorporados a la leche UHT. En el caso del ingrediente
edulcorante Stevia se preparé una solucién del endulzante en polvo en agua destilada (0,1 g/mL),
y se adicion6 a la mezcla un volumen adecuado para alcanzar la concentracion propuesta (Tabla
4.2). Las mezclas de leche base (LLB), preparadas en botellas individuales de 500 mL, fueron
almacenadas a 5 °C durante 20 h para asegurar la correcta hidratacién de los ingredientes. Luego
fueron calentadas en un bafio termostatizado (85 °C/20 min), y enfriadas a 42 °C. Se agreg6 el
fermento (preparado segun lo propuesto en el apartado 1.3) y la -galactosidasa (en los yogures
D). La fermentacidn se llevo a cabo a 42+1 °C en bafio termostatizado hasta alcanzar el pH target
de 4,75+0,05. Los yogures se enfriaron rapidamente en bafio de hielo y agua hasta ~20 °C, se
agitaron manualmente (mediante movimientos envolventes del frasco) y se almacenaron por 21
das°C.

Se determind el pH y la acidez titulable (AT) (TA 1), y la concentracion lactosa en las LB (TA
9). Se realiz6 el seguimiento de pH durante la fermentacién. A los 21 d, se determinaron el pH,
la AT, la capacidad de retencién de agua (CRA, TA 15), la concentracién de dcido lactico y
carbohidratos (TA 9), composicion global (proteina, grasa, sélidos totales -ST-, cenizas y calcio,
-TA 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente), perfil de compuestos voldtiles (TA 10), recuentos
microbianos (TA 11 y 13) y los andlisis estructurales: perfil de textura (TPA, TA 19), reometria
rotacional CC (TA 17.1) y microestructura (TA 20). Las muestras para los andlisis reoldgicos y

TPA se fraccionaron en contenedores individuales (~40 g para cada andlisis) luego de agitar los
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yogures, al final de la fermentacion. El resto de las muestras se tomaron de la masa total del yogur
directamente de la botella de vidrio a los 21 d.

El esquema de muestreo y andlisis se muestra en la Fig. 4.1.

Almacenamiento refrigerado

(21 dias/5 °C)
A
4 \
Dia 0 Dia 21
Elaboracion Andlisis
de yogur
yog v’ pH, AT

to:LB =)= pH, AT, lactosa v' Composicién (proteina, grasa, ST, cenizas,
calcio)
Microbiologia (recuento total de BAL, MyL)

Seguimiento de CRA

Acido lactico y carbohidratos
Compuestos volatiles
Reometria rotacional CC
TPA

Microestructura

pH

tf == pH

LA

Fig. 4.1. Esquema de muestreo y controles analiticos realizados durante la elaboracién y
almacenamiento de los yogures.

AT: acidez titulable; ST: s6lidos totales; BAL: bacterias lacticas; MyL: mohos y levaduras; CRA: capacidad
de retencién de agua; CC: cilindros concéntricos; TPA: andlisis de perfil de textura.

1.5. Analisis estadistico

Se aplic6 ANOVA de dos vias y test de Tukey (nivel de significancia p<0,05) para analizar el
efecto de los factores estudiados y su interaccion en los pardmetros medidos. Se empled el sofware

Rstudio (R Core Team, 2014).

2. Resultados

2.1. Evolucion de la fermentacion, composicion global, analisis fisicoquimicos y

microbiolégicos

Las curvas de pH vs. Tiempo de Fermentacién (min) se muestran en la Fig. 4.2.
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Fig. 4.2. Evolucién de pH durante la fermentacion de los yogures.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracidn.

Las fermentaciones demoraron ~270 min; no se registraron diferencias significativas de pH a

lo largo de la fermentacion entre los yogures. El tiempo de fermentacién fue mds prolongado que
el observado por Vénica et al. (2020b), en yogures con 4 g/100 g de proteinas (formulados con
leche UHT, SMP y WPC35) y 2 g/100 g de fibra de zanahoria. Esto podria deberse al mayor
contenido proteico (~6,3 g/100 g de proteinas) que, como ya se menciond previamente, contribuye
con una mayor capacidad buffer.
Contrariamente, en un trabajo reciente donde se estudié el uso de fibra soluble de maiz o
polidextrosa (2,5 g/100 g) en yogures altos en proteina (6,3-7,0 g/100 g de proteinas) formulados
con SMP, MPCS80 y pectina, los tiempos de fermentacién fueron notablemente mayores que los
de nuestro trabajo (7 h=420 min), aunque tampoco detectaron diferencias con un control sin fibra,
con igual nivel proteico (Gomes et al., 2023).

Por otro lado, Vénica etal. (2014) tampoco reportaron diferencias en los tiempos de
fermentacion en yogures con 3,3-4,5 g/100 g de proteina, con y sin el agregado de la enzima
YNL-2 adicionada junto al fermento y en una dosis similar a la empleada en nuestro trabajo.

Los pardmetros fisicoquimicos pH, AT y composicién global (proteina, grasa, ST, cenizas y

calcio), evaluados a los 21 d de almacenamiento se muestran en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Composicién global, pH y AT de los yogures a los 21 d.

Factores

Parametros R RF D DF FI F2 FIxF2
pH 4,57+0,06 4,61+0,09 4,57+0,12 4,67+0,07 NS NS NS
AT (°D) 139,94+9,50 137,02+8,75 128,57£9,02 131,95+6,54 NS NS NS
Proteina (g/100g) 6,35+0,14 6,35+0,22 6,25+0,29 6,21+0,12 NS NS NS
Grasa (g/100g) 1,05+0,12 1,21+0,09 1,13+0,18 1,21+0,10 NS NS NS
Cenizas (g/100g) 1,51%0,05 1,54+0,04 1,49+0,04 1,52+0,02 NS NS NS
ST (g/100g) 19,06+0,14° 19,81+0,26* 18,84+0,25° 19,83+0,54° * NS NS
Calcio (mg/100g) 192,29+4,28 190,55+7,79 185,28+7,74 182,76+15,02 NS NS NS

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
AT: acidez titulable; ST: solidos totales.

F1I: fibra; F2: enzima; FIxF2: interaccion entre factores.

Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05).

Las diferencias estadisticas se indican con letras mintsculas (F1), letras griegas (F2) y letras mayusculas (FIxF2).
NS: no significativo (p>0,05).
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No se hallaron diferencias significativas para el pH, que tuvo valores de 4,6-4,7, ni para la AT
que presentd valores menores a 150 °D en todos los yogures, cumpliendo con los requerimientos
del CAA (CAA, 2006). A nivel composicional, solo se encontraron diferencias significativas en
los ST, que fueron mayores en los yogures con fibra de zanahoria RF y DF, con valores de ~19,8
2/100 g, mientras que en R y D fueron de ~19,0 g/100 g. El nivel proteico fue elevado (~6,3 g/100
g) y el nivel de grasa fue bajo (~1,15 g/100 g), encuadridndose como leches fermentadas
concentradas (FAO/OMS, 2011a) y parcialmente descremadas (CAA, 2006). Las cenizas
tuvieron niveles de 1,5 g/100 g y el calcio fue de ~180-190 mg/100 g.

En la Fig. 4.3 se muestra la CRA en los yogures a los 21 d.

70 -

- a a
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Fig. 4.3. Niveles de CRA (%) de los yogures (21 d).

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracién.
Letras mintisculas distintas indican diferencias significativas por F1 (p<0,05).

Como era esperable, la CRA fue afectada por F/, teniendo mayores valores en los yogures
con fibra de zanahoria (RF y DF), mientras que F2 no tuvo un efecto significativo en este
parametro. En los yogures RF y DF se alcanzaron valores de ~60% mientras que en R y D fue de
~45%. Se ha reportado que las fibras de vegetales poseen una capacidad de retencién de agua del
7,1-18,9% (He et al., 2022). Esta propiedad de las fibras explica su efecto beneficioso para la
salud intestinal: al absorber agua, generan un efecto lubricante en el intestino grueso,
promoviendo el peristaltismo y facilitando la motilidad (Chao et al., 2008). Otro efecto importante
de la fibra en relacién a la absorcion de agua es su aumento de volumen en el tracto digestivo, lo
que contribuye a la saciedad por los mecanismos mencionados previamente (Lambert et al.,

2017).
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Un comportamiento similar fue observado por Vénica et al. (2020b). La CRA en un yogur con
menor contenido proteico (4 g/100 g) y con fibra de zanahoria (2 g/100 g) presentd valores
similares a los observados en nuestro trabajo (58%) y un yogur sin fibra también mostré un menor
nivel de CRA (49%). Bakirci et al. (2017) también reportaron un efecto similar en yogures con
4,9 g/100 g de proteina y 1,5 g/100 g de fibra de zapallo, donde el nivel de CRA a los 14 d fue
59% y 43% en un control sin la fibra.

El recuento de BAL totales a los 21 d arroj6 valores de 9,17+0,09, 8,17+0,05, 8,24+0,06 y
8,14+0,09 log ufc/g para R, RF, D y DF, respectivamente. No se detectaron mohos y levaduras
en los yogures (<1 log ufc/g).

2.2. Acido lactico y carbohidratos de las leches base y de los yogures

Las concentraciones de lactosa en las LB, y de 4cido léctico, lactosa, glucosa, galactosa y
galactooligosacdridos (GOS) en los yogures (21 d), se muestran en la Tabla 4.4.

La concentracién de lactosa no tuvo diferencias significativas entre las LB. Las mismas
alcanzaron valores de ~9 g/100 g. Estos valores son similares a los de las LB presentadas en el
Capitulo 1, ya que la formulacién l4ctea fue similar al yogur W2 de dicho capitulo.

Similares concentraciones de dcido lictico fueron registradas en los yogures a los 21 d,
alcanzdndose niveles de 1200-1400 mg/100 g. Todos los carbohidratos detectados presentaron
diferencias significativas entre los yogures, y en todos los casos las diferencias se debieron al uso
de la B-galactosidasa (F2). Como era esperable, los niveles de lactosa en los yogures D y DF
fueron significativamente menores a los de los yogures R y RF. En los yogures D y DF, se alcanzé
una reduccién mayor al 80% (nivel final de ~1,5 g/100 g), mientras que en los R y RF la
disminucién de lactosa fue del 28% (nivel final de ~6,7 g/100 g). Los niveles de glucosa y de
galactosa fueron superiores en los yogures D y DF, que en R y RF, como consecuencia de la
reaccién hidrolitica de la enzima que al hidrolizar la lactosa libera sus mondmeros constituyentes

(glucosa y galactosa) al medio.

El uso de la enzima YNL-2 ha sido previamente reportado en la elaboracién de yogures con
contenido tradicional de proteinas (~4 g/100 g) y en yogures altos en proteina (6,6-7,9 g/100 g),
alcanzdndose, en ambos casos, reducciones del 80% en el contenido de lactosa respecto a la
concentracion inicial en las respectivas leches base (Vénica et al., 2014; 2024). Como ya se
menciond en capitulos anteriores, el incremento proteico con ingredientes con alta concentracién
de lactosa (como SMP y WPC35) conduce a altos niveles de lactosa en la leche base, y, por ende,
en el yogur, como se observa en este caso en los yogures R y RF. Esto puede resultar perjudicial
para personas con trastornos de malabsorcién de este carbohidrato. En la actualidad, el uso de B-
galactosidasas es una estrategia ampliamente difundida a nivel industrial, en respuesta a la alta

demanda de productos reducidos en lactosa por los consumidores (Gallo et al., 2023).

177



Capitulo 4

Tabla 4.4. Concentracién de lactosa en LB, acido lactico y carbohidratos en yogur (21 d).

R RF D DF Factor
Parametros Leche base F1 F2 FIxF2
Lactosa (g/100g) 8,98+0,15 9,3340,13 8,78+0,48 8,97+0,58 NS NS NS
Yogur

Lactico (mg/100g) 1409,12+358,24 1473,88+333,05 1189,26+96,29 1420,49+205,09 NS NS NS
Lactosa (g/100g) 6,48+0,27* 6,82+0,40* 1,50+0,17° 1,47+0,16° NS * NS
Glucosa (g/100g) 0,53+0,08" 0,55+0,02° 2,78+0,08* 3,15+0,23* NS * NS
Galactosa (g/100g) 1,2940,16° 1,32+0,08° 2,80+0,19* 3,16+0,11* NS * NS
GOS (g/100g) ND ND 0,97+0,16* 1,05+0,12* NS * NS

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 3 réplicas de elaboracién.

ND: no detectado.

F1I: fibra; F2: enzima; FIxF2: interaccion entre factores.

Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05),

Las diferencias estadisticas se indican con letras mintsculas (F1), letras griegas (F2) y letras mayusculas (FIxF2).
NS: no significativo (p>0,05)
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Un aspecto a destacar es la produccion de GOS en los yogures D y DF, dada por la actividad
de transgalactosilacion que presenta la enzima empleada, que ocurre en simultineo con la
hidrélisis de la lactosa durante la fermentacién (Deshmukh et al., 2024; Gosling et al., 2010;
Vénica etal., 2016). Los GOS son oligosacidridos no digeribles con distintos grados de
polimerizacidn, a los que se les ha atribuido un rol prebidtico (promociéon de bacterias
beneficiosas, en particular bifidobacterias y lactobacilos, inhibicién de la adhesién de patégenos
y mejoramiento de las funciones de la barrera intestinal) (Ambrogi et al., 2023; Gibson et al.,

2017).

2.3. Perfil de compuestos volatiles de los yogures

Se identificaron 21 compuestos pertenecientes a las familias quimicas de los aldehidos (3),
cetonas (10) y 4cidos (8). El perfil de volatiles fue similar desde el punto de vista cualitativo (tipo
de compuestos), pero se detectaron diferencias significativas de tipo cuantitativas entre los
productos.

Se observé un predominio de los acidos y las cetonas, representado entre ambos grupos mas
del 90% del total de compuestos identificados. Se destaca el hecho que RF fue el tnico yogur
donde las cetonas fueron mayoritarias. Los aldehidos constituyeron una fraccién minoritaria
(entre 4 y 8%). Ninguno de los factores ni su interaccién resultaron significativos para los valores
porcentuales de los distintos grupos de compuestos (Fig. 4.4). Es importante resaltar la
variabilidad entre las réplicas de los yogures R, D y DF para el grupo de los 4cidos y cetonas, no
ocurriendo lo mismo para yogures RF, donde la desviacion estdndar fue baja. Otro aspecto a
destacar es que los yogures R, D y DF presentaron proporciones similares o mayores de los dcidos
respecto a las cetonas, lo cual difiere con lo observado para los yogures analizados en el Capitulo

1y2.
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Fig. 4.4. Porcentaje de grupos quimicos de compuestos volatiles respecto al drea total en los
yogures (21 d).

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracidn.

Los compuestos voldtiles identificados en los yogures se muestran en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Compuestos volatiles (valores de dreas en unidades arbitrarias x 1000) de los yogures

(21 d).

Yogur Factores
Compuestos R RF D DF Fl1 F2 FIxF2
Aldehidos
Acetaldehido 176+£37*  109+28° 177+£17* 132+16° * NS NS
Benzaldehido 30+10 27+2 3249 36+10 NS NS NS
Nonanal 8+1° 1342 1241 1442 * % NS
Cetonas
2-propanona 193+41 159439 179£20 138+5 NS NS NS
2-butanona 88+12* 55+9° 87£13* 62+9° * NS NS
2-pentanona 3346° 2148 3745 26+70 o+ NSNS
2,3-pentanodiona 8615 17748%  137+14%  239+19%  *  * NS
2-hexanona 17+4° 2245P 39+14" 2742% NS * NS
2-heptanona 98+24 78+18 228+74 10134 * * *
2-nonanona 30£1% 36£1% 45420 473 * % NS
2-undecanona 14+1 154 1414 175 NS NS NS
Acetoina 391+39 423+35 43172 445#37 NS NS NS
Diacetilo 248+47% 6394534 299+30%  379+56° * * *
Acidos
Acético 82+4 85+3 79+7 9116 NS NS NS
Butanoico 216+6* 182+1° 215+18° 185+11° * NS NS
Hexanoico 584+40 45148 595452 509+11 NS NS NS
Heptanoico 10£0.2° 10£1P 11£1% 11+1¢ NS = NS
Octanoico 37712 348+49 40412 366244 NS NS NS
Nonanoico 13423 81 1841 1410 * % NS
Decanoico 12742 12748 125+11 12443 NS NS NS
Dodecanoico 2142 21+1 20«1 2242 NS NS NS

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estandar de 3 réplicas de elaboracion.

F1I. fibra; F2: enzima; FIxF2: interaccion entre factores.

Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05),

Las diferencias estadisticas se indican con letras minusculas (F1), letras griegas (F2) y letras mayusculas
(FIXF2).

NS: no significativo (p>0,05)

Un total de 12 compuestos fueron afectados por la adicion de la fibra o de la enzima.

181



Capitulo 4

Dentro de la fraccidn 4cida se identificaron mayoritariamente dcidos grasos de cadena lineal y
ndmero par de &tomos de C, siendo los mas abundantes (teniendo en cuenta las dreas de los picos)
el hexanoico, octanoico y butanoico. Con excepcién del dcido butanoico y de los 4cidos de cadena
lineal y nimero impar de dtomos de C (heptanoico y nonanoico), los niveles de los restantes
compuestos no fueron afectados significativamente por el agregado de la fibra ni de la enzima, ni
tampoco por la interaccion de estos factores. La produccion de dcido butanoico solo fue afectada
por F1, resultando mayor en los productos sin fibra.

El grupo de las cetonas se caracteriz6 por la presencia de metilcetonas (C3 a C11), dicetonas
(diacetilo y 2,3-pentanodiona) y una hidroxicetona (acetoina). Desde el punto de vista
cuantitativo, el diacetilo y la acetoina resultaron mayoritarios, seguido de la 2-propanona y la 2,3-
pentanodiona. Es importante notar que el yogur RF fue el tinico en que el contenido de diacetilo
fue mayor al de la acetoina. Compuestos como el diacetilo y la 2-heptanona fueron afectados por
F1y F2, siendo significativa la interaccion entre factores. El diacetilo presenté mayores niveles
en el yogur RF. En el caso de la 2-heptanona mayores valores de dreas fueron encontrados en los
yogures D y DF. La produccién de 2-propanona, 2-undecanona y acetoina no fue afectada
significativamente por ningin factor ni por su interaccién. Tanto la presencia de la fibra como de
la enzima impactaron significativamente en las cantidades producidas de 2,3-pentanodiona y de
2-nonanona, sin observarse interaccién de los factores. Para el caso de la 2,3-pentanodiona, un
compuesto relevante en el flavor del yogur, los niveles fueron mayores en el producto con la fibra
y con la B-galactosidasa (DF).

Dentro de los aldehidos se identificaron el acetaldehido, el nonanal y el benzaldehido. En todos
los yogures, el acetaldehido resulté mayoritario. El agregado de la fibra influy6 en su produccién,
siendo mayor en las versiones sin adicién de fibra (R y D). El contenido de benzaldehido resultéd
similar en todos los yogures, en tanto que el nivel de nonanal resulté afectado significativamente
por los dos factores, pero no por su interaccién, siendo mayor en los productos con fibra y
deslactosados.

Estudios sobre el efecto simultdneo de la reduccién de la lactosa y la presencia de fibra en el
perfil de compuestos volatiles de yogures incrementados en proteina no se encuentran reportados.
Nuestro grupo de investigacién ha profundizado en el impacto que tiene la reduccién de lactosa
(por adicion de B-galactosidasa) en la fraccion volatil de yogures elaborados a partir de distintas
formulaciones de leches base y distintos fermentos. Wolf et al. (2015) reportaron incrementos de
algunos compuestos carbonilicos (aceltadehido y dicetonas) durante el almacenamiento de
yogures hidrolizados con B-galactosidasa en comparacion a los controles sin enzima, lo cual se
asoci6 a mayores niveles de glucosa en dichos productos. Vénica et al. (2016) prepararon distintas
formulaciones de leches base (con distintos niveles de grasa, con/sin adicién de inulina y con/sin

la adicion de un cultivo probidtico), estudiandose el efecto de la adicion o no de la f-galactosidasa.
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Se observo que para la mayoria de las formulaciones de la leche base los productos deslactosados
tuvieron proporciones similares de dcidos y cetonas, hecho también observado en esta tesis.

Respecto al impacto del agregado de fibra en la fraccion volatil, la mayoria de los trabajos se
enfocan en los aspectos sensoriales, en particular el flavor y la textura. Staffolo et al. (2004)
reportaron que la adicién de distintas fibras a yogures resulté en productos con caracteristicas
aceptables para los consumidores, entre ellas el flavor. Del mismo modo, Dabija et al. (2017,
2018) estudiaron diferentes niveles de agregado de distintas fibras (de avena, de arveja, de trigo
e inulina, entre 1 y 2,5 g/100 g) en yogur tradicional (3 g/100 g de proteina), encontrando que la
proporcién de adicién de fibra afectd la aceptabilidad de los consumidores. Otros estudios de
yogures enriquecidos en fibras han indicado que estos productos fueron percibidos como menos
cremosos, con flavor extraio y cierta granulosidad (Vénica et al., 2020b).

Los resultados de este trabajo revelan que un total de 12 compuestos fueron afectados por la
adicion de la fibra y/o de la enzima, indicando que los factores estudiados intervinieron en alguna
medida en la actividad bioquimica del fermento, produciendo un cambio en los sustratos
disponibles. Importantes compuestos como el acetaldehido y el diacetilo, considerados claves en
el flavor, y otros compuestos carbonilicos tales como 2-butanona, 2,3-pentanodiona, 2-heptanona
y nonanal, que contribuyen al perfil aromatico de los yogures presentaron diferencias entre los
productos, y esto podria impactar en las caracteristicas sensoriales de los mismos, aunque los

grupos quimicos de compuestos volatiles no se diferenciaron entre yogures.

2.4. Comportamiento reologico, perfil de textura y microestructura de los yogures

Las curvas de Esfuerzo de Corte (1, Pa) vs. Velocidad de Corte (s') y de Viscosidad Aparente

(7a, Pa.s) vs. Esfuerzo de corte (s!), se muestran en las Fig. 4.5a y 4.5b, respectivamente.
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Fig. 4.5. a. Curvas de Esfuerzo de Corte (Pa) vs. Velocidad de Corte (s™!) de los yogures (21 d).
b. Curvas de Viscosidad Aparente (Pa.s) vs. Esfuerzo de corte (s!) de los yogures (21 d).

Los resultados se expresan como el valor medio de 3 réplicas de elaboracidn.

Algunos valores de esfuerzo de corte (a velocidad de corte de 50, 150 y 300 s!) y de viscosidad

aparente (a velocidad de corte de 50 s™!) fueron extraidos de las respectivas curvas, y se muestran
en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Valores de esfuerzo de corte (a velocidad de corte de 50, 150 y 300 s!) y de viscosidad
aparente (a velocidad de corte de 50 s!) de los yogures (21 d).

Yogur Factores
Parametros R RF D DF Fl1 F2 FIxF2
T (50 S-l) b a b a
(Pa) 98,88+4,85" 223.97+39.47* 9560+6,07° 189,33+27,43* * NS NS
T (150 S-l) b a b a
(Pa) 125,47+3,51° 183,33+20,85* 120,93+8,34°> 166,50+17,43* * NS NS
T (300 S-l) b a b a
(Pa) 128,50+7,04° 151,51+16,70*° 124,83+7,01° 138,10+12,83* * NS NS
-1
”a(gfss) ) 197010 4472079°  1755035°  3784055° * NS NS

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
T: esfuerzo de corte; #.: viscosidad aparente.

F1I: fibra; F2: enzima; FIxF2: interaccion entre factores.

Las diferencias significativas se indican con * en la columna del factor que corresponda (p<0,05),
Letras mintsculas distintas en una fila indican diferencias significativas por F1.

NS: no significativo (p>0,05)
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El factor fibra mostré un efecto significativo entre los yogures en todos los pardmetros
extraidos, mientras que ni el agregado de la enzima, ni la interaccidn entre factores, tuvo impacto
significativo en los pardmetros.

Independientemente de la velocidad de corte, se hallaron mayores valores de esfuerzo de corte
para los yogures con fibra de zanahoria en la curva ascendente (0-300 s). Se puede observar en
las curvas (Fig. 4.5a) que el esfuerzo de corte aumentd durante todo el ciclo de deformacién a
velocidad de corte creciente (0-300 s) para los yogures R y D, mientras que para los yogures con
fibra de zanahoria (RF y DF) el esfuerzo de corte aumenté abruptamente hasta ~50 s de
velocidad de corte, y luego descendié progresivamente al aumentar la velocidad de corte. Podria
interpretarse que a baja velocidad de corte (hasta 50 s™) la fibra de zanahoria produjo un gel mds
fuerte (indicado por los mayores esfuerzos de corte hasta ese punto), mientras que al aumentar la
deformacién (mayor velocidad de corte y mayor tiempo de deformacién) el gel se debilita,
posiblemente por un desplazamiento de las particulas de fibra de su ubicacién original en el
mismo, alcanzando valores de esfuerzo de corte similares a los observados para los yogures sin
fibra. Este comportamiento fue distinto al reportado por Vénica et al. (2020b) quienes para un
yogur con contenido tradicional de proteina y con 2 g/100 g de fibra de zanahoria, obtuvieron
curvas de Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte similares a la de un yogur sin fibra. Por lo
tanto, se puede hipotetizar que las caracteristicas observadas en nuestro trabajo podrian atribuirse
al efecto combinado del alto contenido proteico y la adicién de la fibra de zanahoria, o tal vez a
las caracteristicas propias del ingrediente de fibra empleado en cada caso.

Los mayores valores de esfuerzo de corte de los yogures RF y DF a 50 s! resulta de interés,
ya que, como se menciond previamente, esta es la velocidad de corte aproximada que se alcanza
en la boca durante la masticacién, indicando que se requiere un mayor esfuerzo para procesar el
alimento y esto podria impactar positivamente en la saciedad otorgada por estos alimentos.

Los valores de viscosidad aparente a 50 s de velocidad de corte también fueron mayores en
los yogures RF y DF que en los yogures R y D (Tabla 4.6). Este comportamiento coincide con lo
observado por Bakirci et al. (2017) en yogures con 1,5 g/100 g de fibra de zapallo y ~5 g/100 g
de proteina, que tuvieron mayor viscosidad (evaluada a 20 rpm) que un control sin fibra.
Contrariamente, el uso de 2,5 g/100 g de fibras solubles de maiz o polidextrosa en yogures altos
en proteina (~7 g/100 g) no mostrd diferencias en la viscosidad aparente de los productos luego

del almacenamiento (30 y 45 d), respecto a un control sin fibra (Gomes et al., 2023).
De manera similar, también se observaron diferencias significativas en los pardmetros firmeza

y adhesividad, obtenidos por TPA, dadas por el factor fibra. Sin embargo, no se registraron

diferencias significativas por ningin factor para la cohesividad (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6. Parametros de TPA: firmeza (N), cohesividad (adimensional) y adhesividad (J) de los
yogures (21 d).

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas para el mismo parametro indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

Otros autores también encontraron mayores valores de firmeza en yogures (3 g/100 g de
proteinas) con el agregado de 2 g/100 g de particulas de pared celular de zanahoria respecto a un
control sin este ingrediente (McCann et al., 2011). En el estudio mencionado se observé (mediante
CLSM) que el ingrediente de zanahoria no interfiere en la red proteica, si no que se ubica inmerso
en la misma, rodeado de proteinas. Esto podria explicar que no se hayan detectado diferencias en
la cohesividad de los yogures con y sin fibra de zanahoria, es decir, la interconexién de la red no
se veria interrumpida por la fibra y, por lo tanto, la cohesividad (explicada como la relacién intra-
particulas) no se afectaria. De manera similar, la cohesividad de yogures (3,75 g/100 g de
proteina) con agregado de fibra de détiles (1,5; 3 y 4,5 g/100 g) no mostré diferencias con un
control de igual nivel proteico sin adicion de la fibra. Ademads, la firmeza y la adhesividad en los
yogures con 3y 4,5 g/100 g de fibra de datiles fueron mayores que en el control (Hashim et al.,
2009). Un aumento en la firmeza y en la cohesividad fue observado por Giiler-Akin et al. (2018)
al agregar un ingrediente de fibras de celulosa (2 g/100 g) en yogures (~3,75 g/100 g de proteinas)
en comparacion a un control sin fibras, aunque la adhesividad disminuy6 respecto a dicho control.

Estos resultados ponen de manifiesto que el efecto del uso de fibras en la reologia y textura
del yogur es dependiente de las caracteristicas propias del ingrediente fuente de fibra y de la

matriz lactea.

En la Fig. 4.7 se muestran las micrografias de CLSM de los yogures R, RF, D y DF (21 d).
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D
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Fig. 4.7. Micrografias de CLSM de los yogures (21 d).

En rojo se observan los agregados proteicos y en negro las regiones correspondientes a los poros de la
estructura.

Se pueden apreciar algunas diferencias en los yogures con fibra de zanahoria respecto a sus
andlogos sin la fibra. Se puede detectar una mayor cantidad de agregados proteicos en los yogures
RF y DF, de diferentes tamafos y mds cercanos entre ellos que en las microestructuras de R y D.
El comportamiento observado en nuestro trabajo puede relacionarse con lo reportado por McCann
et al. (2011). Como se mencioné previamente, en dicho estudio se empled un ingrediente de
zanahoria (particulas de la pared celular), y se hall6é que el ingrediente se encontraba rodeado por
proteinas y formando parte de la red proteica, sin interferir en la misma (McCann et al., 2011). A
pesar de que en nuestro trabajo no podemos distinguir las particulas de fibra de zanahoria,
podemos hipotetizar, a partir de las imdgenes y de los resultados de CRA, reologia y TPA, que la
fibra podria ubicarse en los poros de la red proteica, absorbiendo y reteniendo parte del suero.
Bakirci et al. (2017) arribaron a una conclusién similar respecto a la ubicacién de fibra de zapallo

en yogures al observar la microestructura mediante SEM: la fibra se encontraba inserta entre los
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agregados proteicos, formando estructuras fibrosas y disminuyendo el niimero y tamafio de los
poros.

Por otro lado, no se observan diferencias notables por el uso de [-galactosidasa en la
microestructura de los yogures, como tampoco se detectd un efecto significativo de este factor en

los parametros reoldgicos o del perfil de textura de los mismos.

3. Conclusiones

Se obtuvieron yogures incrementados en proteina (6,3 g/100 g), parcialmente descremados
(<1,5 g/100 g), sin y con agregado de fibra de zanahoria (2 g/100 g), con contenido regular y
reducido de lactosa (6,5 y 1,5 g/100 g, respectivamente). Adicionalmente, la [3-galactosidasa
empleada permiti6é la produccién de GOS en simultdneo con la fermentacién en cantidades
similares a las reportadas previamente (~1 g/100 g). No se hallaron diferencias en el pH ni en la
AT de los yogures a los 21 d, y la tnica diferencia composicional se observé en los ST (siendo
mayores en los yogures con fibra de zanahoria). El 4cido lactico fue similar en todos los yogures
(1200-1400 mg/100 g).

El perfil de compuestos volatiles no presentd diferencias cualitativas, detectdndose en todos
los casos los mismos compuestos. Algunas diferencias cuantitativas, asociadas a la presencia de
fibra y/o de la enzima fueron observadas. Los compuestos mds caracteristicos del perfil aromético
de yogur mostraron diferencias entre los productos, destacdndose un mayor contenido de
acetaldehido en los yogures sin fibra, y de diacetilo en el yogur RF. También se hallaron
diferencias en algunas cetonas (2-butanona, 2,3-pentanodiona y 2-heptanona) y en el aldehido
nonanal por los factores estudiados.

Se encontraron diferencias en el comportamiento reoldgico, perfil de textura y CRA de los
yogures dados por el efecto de la fibra, mientras que la inclusion de -galactosidasa no afectd
estos parametros. Las curvas de Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte, y las de Viscosidad
Aparente vs. Velocidad de Corte mostraron mayores valores en los yogures con fibras hasta 50 s
!de velocidad de corte. El comportamiento reoldgico diferencial observado para los yogures con
fibra podria resultar de interés para incrementar la capacidad saciante del producto. La CRA fue
mayor en los yogures con fibra, atribuido a la capacidad de retencién de agua propia de las fibras
vegetales. También se encontraron diferencias, dadas por la incorporacién de fibra, en los
pardmetros firmeza y adhesividad, mientras que la cohesividad fue similar en todos los productos.

Se observaron diferencias en la microestructura de los yogures por el agregado de fibra de
zanahoria, y sin efecto aparente del uso de la B-galactosidasa. A partir de las micrografias y de
los resultados de TPA, CRA y reologia, se puede pensar que las particulas de fibra se encuentran
ubicadas en los espacios intersticiales, absorbiendo parte del suero, y rodeadas por agregados

proteicos.
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Segun nuestro conocimiento, no hay trabajos que hayan evaluado la incorporacién de un
ingrediente de fibra de zanahoria, la hidrélisis de lactosa y la generacién in situ de GOS en yogur
alto en proteinas, constituyendo un alimento de interés para la salud gastrointestinal y el aumento
de la saciedad.

A partir de los resultados del uso de la B-galactosidasa en yogur incrementado en proteinas,
formulado a partir de polvos lacteos con alto contenido de lactosa (SMP y WPC35), se comprobd
la posibilidad de obtener un yogur con bajo contenido de este carbohidrato, a pesar de la elevada
concentracion en la leche base. Esta estrategia serd implementada en el proximo capitulo para

validar la elaboracidn de esta formulacién de yogur a escala piloto (40 L).
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Evaluacion del cambio de escala en la elaboracion de un yogur

incrementado en proteinas
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Resumen

En este capitulo, el objetivo fue validar los resultados observados en los yogures, obtenidos a
escala laboratorio, en elaboraciones de yogur a escala piloto (40 L). La finalidad del escalado fue
elaborar el producto en cantidades suficientes para realizar, posteriormente, un estudio clinico en
humanos (Capitulo 6), evaluando los posibles cambios en los aspectos microbiolégicos,
fisicoquimicos y estructurales de los yogures que podrian darse por el cambio de escala respecto
a la preparacion en el laboratorio.

Se selecciono una de las formulaciones de yogur incrementados en proteinas, y reducido en
lactosa y en contenido graso, que se ensayd en el Capitulo 4 (yogur D). Esta formulacién se
prepard con leche parcialmente descremada, leche en polvo descremada (SMP) y concentrado de
proteinas de suero al 35% (WPC35), y se agregd B-galactosidasa para reducir el contenido de
lactosa y promover la formacién de GOS. Dicha seleccién se hizo teniendo en cuenta el costo de
los ingredientes y la disponibilidad de los mismos en nuestro pais, como asi también la mejora
del perfil nutritivo y el incremento de funcionalidad dado por la presencia de GOS, y la reduccién
de lactosa, ya que este yogur se destind, como se verd en el Capitulo 6, a un estudio de
funcionalidad en humanos. Ademads, se incorporé un edulcorante natural no nutritivo (Stevia) para
incrementar el sabor dulce y mejorar la aceptabilidad del producto. Luego de 21 d de
almacenamiento, se analizaron los pardmetros fisicoquimicos (pH, acidez titulable), la
composicién global, los perfiles de 4cidos orgénicos, carbohidratos, y compuestos volétiles,
microbiologia (recuentos diferenciados de bacterias lacticas, coliformes, mohos y levaduras), el
comportamiento reoldgico y la microestructura. Los resultados fueron comparados con los
obtenidos a escala laboratorio. Ademads, los yogures a escala piloto fueron analizados
sensorialmente con un panel entrenado y se realizé un estudio de aceptabilidad con consumidores.

El nivel proteico alcanzado en el yogur elaborado a escala piloto fue ~6,3 g/100 g, y el
contenido de grasa de ~1,50 g/100 g, siendo este tltimo valor ligeramente mayor al obtenido a
escala laboratorio. La reduccion de lactosa fue >80%, siendo la concentracion final de este azicar
de 1,70 g/100 g. De los 4cidos orgénicos analizados, solo se encontr una ligera diferencia en el
acido lactico, aunque no se observé un impacto del cambio de escala en la acidez titulable.
Algunos compuestos voldtiles (aldehidos y ésteres) mostraron diferencias entre el yogur
elaborado a escala laboratorio y el elaborado a escala piloto, lo que podria asociarse al ligeramente
mayor nivel graso y un probable deterioro oxidativo de los 4cidos en el yogur elaborado a escala
piloto. Se observaron diferencias en la capacidad de retencién de agua y en la microestructura.
Las diferencias encontradas en los productos obtenidos en ambas escalas podrian asociarse a las
diferencias en las etapas de enfriamiento y agitacion inherentes al cambio de escala. A pesar de
ello, las caracteristicas del yogur obtenido a escala piloto fueron satisfactorias. Mediante un
andlisis sensorial con panel entrenado se les asignaron puntuaciones elevadas a los atributos de

brillo, consistencia, uniformidad, cremosidad, gusto 4cido y sabor a crema del yogur. El andlisis
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sensorial de aceptabilidad por parte de los consumidores denoté un nivel de agrado satisfactorio

y una alta intencién de compra.

192



Capfitulo 5

1. Materiales y métodos

1.1. Materiales

Se emplearon leche pasteurizada parcialmente descremada (1,2 g/100 mL de grasa, 3,2 g/100
mL de proteina), SMP (36 g/100 g de proteina, 0 g/100 g de grasa) y WPC35 (35 g/100 g de
proteina, 6 g/100 g de grasa) (Milkaut S.A., Argentina), Stevia REB-A 98 (Saporiti S.A.,
Argentina) y la B-galactosidasa comercial (YNL-2, GODO, Japon). El fermento utilizado fue YF-
L811 (Chr. Hansen, Dinamarca). Los envases plésticos (capacidad de 200 g) con tapa de aluminio

termo-sellable fueron provistos por Frecicar S.R.L. (Argentina).

1.2. Disefio experimental

La formulacién del yogur denominada ‘D’ en el Capitulo 4, con 6,3 g/100 g de proteina, fue
la seleccionada para realizar las experiencias de escalado; el mismo fue renombrado ‘L’ en este
Capitulo. Las elaboraciones a escala piloto se realizaron en las instalaciones de la Escuela Técnica
N° 298 Miguel Manfredi (Franck, Santa Fe, Argentina). Tres réplicas de elaboracién fueron
llevadas a cabo en diferentes dias (una por semana). El producto obtenido se nombré P. El

protocolo de elaboracién escala piloto y los analisis realizados se indican a continuacién.

1.3. Preparacion del fermento y dosis del inéculo

De manera similar a lo planteado en el apartado 1.4.1 del Capitulo 1, la preparacién del
fermento se realiz6 acorde a la dosis recomendada por el fabricante (0,2 U/L) pero se recalcularon
las cantidades necesarias para una mayor escala. Para esto, 2,2 g del fermento (equivalente a 11
U), se disolvié en 100 mL de leche estéril a ~40 °C durante 20 min antes de la inoculacién. Esta

preparacién (100 mL) se inoculé en 40 L de leche base (11 U/40 L = 0,27 U/L).

1.4. Elaboracion de los yogures a escala piloto y analisis

La composicién de la formulacién se muestra en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Composicién de la formulacion de yogur elaborado a escala piloto (P).

Yogur
Ingredientes |
SMP (g/100 g) 7,5
WPC35 (g/100 g) 35
Leche pasteurizada parcialmente descremada* v
Stevia (g/100 g) 0,01
B-galactosidasa (g/100 g) 0,03

*Se agregd el volumen necesario para alcanzar ~40 L.

La tecnologia de elaboracién se adaptd, respecto a lo realizado a escala laboratorio, de acuerdo
a los equipos y elementos disponibles.

Las instalaciones de la Escuela contaban con un fermentador con camisa (capacidad de 50 L),
calentamiento con vapor, agitador mecdnico de hélice para productos con baja viscosidad y
cémara refrigerada (10 °C). Los ingredientes en polvo (SMP y WPC35) se pesaron y se mezclaron
con la leche utilizando el agitador mecdnico. La mezcla se dejo reposar en refrigeracién (10 °C/20
h) para asegurar la completa hidratacion e incorporacion de los ingredientes en polvo. La mezcla
(leche base, LB) fue tratada térmicamente a 85 °C/20 min con agitaciéon mecanica. Luego, se hizo
circular agua fria por la camisa hasta alcanzar la temperatura de fermentacidon (42 °C). Se
incorporaron, simultdneamente, la Stevia, la f-galactosidasa y el fermento. La fermentacion
transcurrid hasta alcanzar pH=4,9+0,1. Esta diferencia en el pH target para detener la
fermentacion respecto a las elaboraciones a escala laboratorio se debi6 a la falta de equipamiento
para enfriar el producto al final de la fermentacion, ya que solo se disponia de agua corriente (~20
°C) que se hizo circular por la camisa del fermentador, pero esto no era suficiente para detener el
proceso rapidamente. Por lo tanto, se hizo un primer enfriamiento de esta manera y luego se
trasladé el fermentador conteniendo el yogur a la cimara (10 °C). Una vez que la temperatura del
producto alcanzé 20-25 °C, el yogur se agité manualmente con un agitador de disco perforado,
con movimientos ascendentes/descendentes enérgicos, hasta lograr la textura deseada. El yogur
se dejo dentro del fermentador en la cdmara fria hasta el dia siguiente (~18 h).

El yogur fue envasado en potes plésticos (120-150 g) que se taparon con tapas de aluminio
termo-sellables. Los potes de yogur fueron trasladados al INLAIN en refrigeracién y luego
almacenados (5 °C) hasta el momento del andlisis. En la Fig. 5.1 se muestran algunas fotografias

de las instalaciones.
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o B
Fig. 5.1. a. Balanza empleada para pesar los ingredientes en polvo. b. Fermentador con camisa

de 50 L de capacidad, con agitacién mecénica. ¢. Envasadora manual.

Se determind el pH y la acidez titulable (AT) (TA 1), y la concentracién de acidos organicos
y carbohidratos en la LB (TA 9). Se realiz6 el seguimiento de pH durante la fermentacion. Las
muestras de yogur necesarias para los andlisis fueron tomadas de un pote individual en el
momento requerido. A los 21 d, se determinaron el pH, AT, CRA (TA 15), concentraciones de
acidos organicos y carbohidratos, composicion global (proteina, grasa, sélidos totales, cenizas y
calcio, -TA 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente-), perfil de compuestos volatiles (TA 10), recuentos
microbianos (TA 11, 13 y 14) y los andlisis estructurales: reometria rotacional CC (TA 17.1) y
microestructura (TA 20). También se realizé un andlisis sensorial descriptivo (QDA) con panel
entrenado y de aceptabilidad con consumidores, a una de las réplicas de elaboracion.

El esquema de muestreo y andlisis se presenta en la Fig. 5.2.
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Almacenamiento refrigerado

(21 dias/5 °C)
A
( \
s ré
Dia 0 Dia 21
Elaboracion Andlisis
de yogur
yog v pH, AT
to:LB =)= pH, AT, 4cidos v' Composicion (proteina, grasa, ST,
organicos y cenizas, calcio)
s v" Microbiologia (St, Lb, coliformes, MyL)
v' CRA
Seguimiento de v' Acidos orgéanicos y carbohidratos
pH v' Compuestos volatiles
v' Reometria rotacional CC
tf =— pH v Microestructura
v" Andlisis sensorial (solo a una réplica de P)

Fig. 5.2. Esquema de muestreo y controles analiticos realizados durante la elaboracién y
almacenamiento de los yogures.

AT: acidez titulable; ST: sdlidos totales; St: Streptococcus thermophilus; Lb: Lactobacillus delbruekii
subsp. bulcaricus; MyL: mohos y levaduras; CRA: capacidad de retenciéon de agua; CC: cilindros
concéntricos.

1.5. Analisis sensorial

1.5.1.Analisis cuantitativo descriptivo (QDA®)

El andlisis se realizé en el laboratorio de andlisis sensorial del Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITA, FIQ-UNL), que posee cabinas individuales cumpliendo con los requerimientos
presentados en la norma ISO Standard 8589 (2007). El panel estuvo conformado por once
evaluadores entrenados (5 varones y 6 mujeres de entre 22 y 62 afios). La muestra de yogur (30 g
a5 °C, contenida en un recipiente plastico) fue entregada a los panelistas.

Los descriptores seleccionados fueron: color, brillo, sinéresis, consistencia, filancia,
uniformidad, aspereza, adherencia, astringencia, cremosidad, sabor dcido, sabor amargo, sabor a
polvo, sabor licteo, sabor a crema, sabor residual y sabor global, a los que se les asigné un puntaje
en una escala no estructurada de 10 cm de longitud, anclada en 1 y 9. La intensidad de cada
atributo fue medida por cada evaluador, y los resultados fueron promediados entre todos los

evaluadores (ISO Standard 8589, 2007).

1.5.2.Analisis de consumidores

Se reclutaron 149 participantes teniendo en cuenta su patrén de consumo de yogur (al menos

dos veces por semana), disponibilidad e interés en participar. El andlisis se llevé a cabo en cabinas
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individuales, al igual que el QDA (apartado 1.5.1). La muestra de yogur (30 g a 5 °C, contenida
en un recipiente plastico) se entreg6 a los participantes, a quienes se les solicitd, en primer lugar,
que probaran la muestra e indicaran su grado de gusto general en una escala heddnica de nueve
puntos, donde 9=Me gusta muchisimo y 1=Me disgusta muchisimo (Xia et al., 2021). Finalmente,
debieron completar la opcién de si comprarian o no el producto. En la Fig. 5.3 se muestra la

planilla presentada a los consumidores.

Estimado/a participante,
Usted esta siendo invitado a participar en un estudio sobre percepcion de yogures con un perfil nutricional mejorado. Tiene
absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Género: ..........c.ooeeeeoe. | Edad: ...

FIRMA
Por favor pruebe la muestra e indique cuanto le gusta:

Me disgusta  Me disgusta Me disgusta Me disgusta Me resulta Megusta  Megusta Megusta Me gusta
muchisimo mucho poco indiferente poco mucho  muchisimo

COMPRARIA ESTE YOGUR: S| |:| NO |:|

Fig. 5.3. Planilla entregada a los participantes del andlisis sensorial con consumidores.

1.6. Analisis estadistico

Los datos de los anélisis fisicoquimicos, microbioldgicos, dcidos orgdnicos y carbohidratos,
compuestos voldtiles y andlisis estructurales, obtenidos en ambas escalas de elaboracién, fueron
comparados mediante test t de Student, (nivel de significancia p<0,05) (Statgraphics Centurion
XIV, Royal Technology S.A., Estados Unidos).

También se realizaron andlisis multivariados: andlisis de componentes principales (PCA) y de
cuadrados minimos parciales (PLS), a la matriz de datos compuesta por los valores de los
metabolitos de la fermentacién (dcido lactico y compuestos volatiles) y lactosa final, obtenidos
en cada una de las tres réplicas de elaboracién de los yogures L y P (Rstudio, R Core Team, 2014).
El anélisis de PLS es un método estadistico de andlisis multivariado utilizado principalmente para
modelar relaciones complejas entre un conjunto de variables predictoras y un conjunto de
variables de respuesta, que se emplea cuando el ndmero de variables es mayor que el niimero de
observaciones.

Para los resultados del anélisis sensorial con consumidores, se utilizé el test chi-cuadrado para
evaluar la independencia del grado de gusto y la intencién de compra (XLSTAT 2014, Addinsoft,
Estados Unidos).

2. Resultados
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2.1. Evolucion de la fermentacion, composicion global, analisis fisicoquimicos y

microbiologicos

La curva de pH vs. Tiempo de Fermentacion (min) de los yogures P y L. se muestran en la Fig.

54.

6,6 -
6,4 -.:
6,2
6,0
58
5,6

pH

54
52
5,0
48

4l6 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo de fermentacion (min)

Fig. 5.4. Evolucién de pH durante la fermentacion para los yogures Ly P.

Los resultados se expresan como el valor medio *+ desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracion.

La fermentacién del yogur P demord 200+5 min hasta alcanzar su pH target que, como se
menciond, fue mayor al propuesto para L (4,9+0,1 vs. 4,7+0,1, respectivamente). No se detectaron
diferencias en el pH en ninguno de los puntos de muestreo comunes a ambos yogures (0, 120, 180
y 200 min).

Los pardmetros pH, AT, composicion global, CRA y recuentos microbianos de los yogures a
los 21 d se muestran en la Tabla 5.2.

El pH fue significativamente menor en P que en L, lo que puede relacionarse al enfriamiento
mas lento post fermentacion del yogur P. A pesar de esto, la AT no mostré diferencias
significativas entre ambos yogures, siendo los valores menores a 150 °D, cumpliendo con lo
exigido por la normativa (CAA, 2006).

De los parametros de composicién, solo se hallaron diferencias significativas en el nivel de
grasa. Esto se atribuyé al uso de distintas fuentes de materias primas: para L se empled leche
parcialmente descremada UHT con 1,0 g/100 mL de grasa, mientras que para P se empled leche
pasteurizada con ~1,3 g/100 mL de grasa. De todas maneras, en ambos casos se obtuvieron
yogures parcialmente descremados (CAA, 2006), respetando el disefio original. El nivel proteico
no mostré diferencias significativas entre L. y P, obteniéndose productos fermentados

concentrados segin la definicion del Codex Alimentarius (FAO/OMS, 2011a). Los niveles de
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calcio no mostraron diferencias significativas entre L y P, y los mismos coinciden con los

reportados para yogures incrementados en proteinas (Jgrgensen et al., 2015).

Tabla 5.2. pH, AT, composicién global, CRA y recuentos microbioldgicos de los yogures L y P
(21 d).

Yogur
Parametros L P
pH 4,57+0,12* 4,41£0,04°
AT (°D) 128,57£9,02 127,50+1,61
Proteina (g/100 g) 6,25+0,29 6,28+0,08
Grasa (g/100 g) 1,13+0,18° 1,50+0,232
Cenizas (g/100 g) 1,49+0,04 1,44+0,03
Calcio (g/100 g) 185,28+7,74 189,55+6,79
Solidos totales (g/100 g) 18,84+0,25 17,78+0,14
CRA (%) 46,21+2,01° 59,91+1,67°
BAL totales (log ufc/g) 9,17+0,09 9,36+0,05
Mohos y levaduras (log ufc/g) <1 <1
Coliformes (log ufc/g) NA <1

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

La CRA fue mayor en el yogur P que en el L. De todos modos, los valores son similares a los
reportados para yogures altos en proteinas (Gyawali e Ibrahim, 2018)

Los recuentos de BAL totales no mostraron diferencias significativas entre L y P, y su nivel
fue mayor a 9 log ufc/g. El recuento de mohos y levaduras fue menor a 1 log ufc/g, y el recuento
de coliformes (realizado solamente en P dado que este producto se destind al consumo en el

estudio sensorial) también fue menor a 1 log ufc/g.

2.2. Acidos organicos y carbohidratos de las leches base y de los yogures

Los niveles de 4cidos organicos y carbohidratos en LB y yogures (21 d) se muestran en la
Tabla 5.3.

En ambas LB se detectaron los 4cidos citrico, ordtico e hipirico, en niveles similares entre
ellas. Como se menciond previamente, estos dcidos se encuentran naturalmente en la leche
bovina. En cuanto a los carbohidratos, el inico hallado fue lactosa en niveles mayores a 8 g/100
g. Es importante destacar que a pesar del elevado aporte que hacen los ingredientes (SMP y
WPC35) al nivel de lactosa en las LB, se decidié utilizarlos por las ventajas de ser accesibles y

econémicos, lo cual result6 crucial para esta experiencia.
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Tabla 5.3. Niveles de 4cidos orgdnicos y carbohidratos de las leches base y de los yogures (21

d).
Leche base
Compuestos L P
Acido citrico (mg/100 g) 351,87+18,17 331,16+11,12
Acido orético (mg/100 g) 11,51+0,36 10,98+0,44
Acido lactico (mg/100 g) ND ND
Acido hipirico (mg/100 g) 3,97+0,28 3,52+0,27
GOS (g/100 g) ND ND
Lactosa (g/100 g) 8,78+0,48 8,61+0,23
Glucosa (g/100 g) ND ND
Galactosa (g/100 g) ND ND
Yogur
Compuesto L P
Acido citrico (mg/100 g) 324,33+38,31 353,80+34,27
Acido orético (mg/100 g) 10,02+0,61 10,74+0,23
Acido lactico (mg/100 g) 1189,26+96,29° 1694,94+74,51*
Acido hipirico (mg/100 g) 1,50+0,06* 0,98+0,32°
GOS (g/100 g) 0,97+0,16 1,08+0,08
Lactosa (g/100 g) 1,50+0,17 1,71+0,15
Glucosa (g/100 g) 2,78+0,08 2,66+0,24
Galactosa (g/100 g) 2,80+0,19 2,86+0,20

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracién.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).
ND: no detectado.

En los yogures se detectaron los 4cidos citricos, orético hipurico y lactico. Para los primeros
tres, no se observaron diferencias significativas entre L y P. En el caso del dcido lactico si se
hallaron diferencias entre los yogures, siendo mayor su concentracion en el yogur P.

Entre los carbohidratos, se encontraron GOS, lactosa, glucosa y galactosa, sin diferencias
significativas entre yogures en ningin caso. Los niveles de GOS fueron ~1 g/100 g; como se
menciond anteriormente, su produccién se debe a la actividad secundaria de transgalactosilacién
que posee la enzima empleada. En relacién a esto, los niveles de lactosa en los yogures fueron de
1,5-1,7 g/100 g, lo que indica una disminucién del 80% respecto a la concentracion inicial en LB.
La glucosa y la galactosa alcanzaron niveles de ~3 g/100 g en los yogures. Este comportamiento
fue también observado en el estudio de Vénica et al. (2013) en fermentaciones de yogur (5 L) con

4,5 ¢/100 g de proteinas formulados con SMP y WPC35.
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2.3. Perfil de compuestos volatiles de los yogures

Se detectaron 19 y 23 compuestos voldtiles en L y P, respectivamente, pertenecientes a los
grupos quimicos de las cetonas (11), acidos (6), aldehidos (5) y ésteres (2). En la Fig. 5.5 se
presenta el porcentaje de los grupos quimicos respecto al drea total de compuestos mientras que
en la Tabla 5.4 se muestran los compuestos individuales para ambos tipos de yogures.

Las cetonas y los 4cidos fueron los grupos mds abundantes, constituyendo alrededor del 90%
de los compuestos identificados. Los valores porcentuales de las cetonas (~48%) y de los acidos

(~42%) fueron similares (p>0.05) en ambos yogures.

[ Aldehidos
Cetonas
60 - B Acidos
I Esteres
50 | I
40 -

30

20 -

Grupos de compuestos (%)

L P

Fig. 5.5. Porcentaje de grupos de compuestos volatiles agrupados segin familias quimicas para

los yogures (21 d)

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 3 réplicas de elaboracion.
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Tabla 5.4. Compuestos voldtiles (valores de areas en unidades arbitrarias x 1000) en los yogures

(21 d) agrupados segtn familias quimicas.

Yogur
L P
Aldehidos
Acetaldehido 177172 99+1°
Hexanal NDP 1412
Heptanal NDP 121407
Nonanal 12+1° 55448
Benzaldehido 3249 3345
Cetonas
2-propanona 1794207 109+7°
2-butanona 87+13 62+7
2-pentanona 37+5% NDP
2,3-pentanodiona 137+14 124+£15
2-hexanona 39+14° 363+43°
2-heptanona 228+7 1665
2-octanona NDP® 52+1%
2-nonanona 4542 361
2-undecanona 14+4 12+1
Diacetilo 299+30 293+15
Acetoina 431£72 443430
Acidos
Acético 79+74 49+8°
Butanoico 21518 24144
Hexanoico 595452 588+17
Octanoico 404£128 331+14°
Decanoico 125+11 107+1
Dodecanoico 201 150
Esteres
Butanoato de etilo ND® 29424
Hexanoato de etilo ND® 33+1°

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estandar de 3 réplicas de elaboracion.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas entre yogures (p<0,05).

El perfil de las cetonas se caracterizé por metilcetonas (de C3 a C11), dicetonas (diacetilo, y
2,3-pentanodiona) y una hidroxicetona (acetoina). Como ya se menciond previamente, diacetilo,
acetofna y 2,3-pentanodiona se consideran como compuestos clave en el aroma del yogur (Liu

et al., 2022; Ott et al., 2000); el area de estos compuestos fue similar en ambos yogures.
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Metilcetonas como 2-propanona, 2-pentanona, 2-hexanona y 2-octanona presentaron
diferencias significativas entre yogures. Los niveles de 2-propanona y 2-pentanona fueron
mayores en el yogur L, mientras que los de 2-hexanona y 2-octanona fueron mayores en el yogur
P. Las metilcetonas son compuestos comiinmente presentes en la fraccion volatil del yogur, y los
mecanismos que les dan origen estdn generalmente asociados al catabolismo de los 4cidos grasos
(Giiler y Park, 2011; Ott et al., 1997).

La fraccién acidica estuvo compuesta por dcidos de cadena lineal, con nimero par de 4tomos
de C (C2-C12). En ambos yogures, el 4dcido hexanoico fue el mds abundante, seguido por
octanoico, butanoico, decanoico y acético. Solo los 4cidos octanoico y acético presentaron
diferencias significativas entre ambos yogures, siendo mayores en L. que en P. Como ya se
menciond, los dcidos contribuyen al aroma de yogur y pueden originarse por procesos lipoliticos
mediados por lipasas, fermentacion de la lactosa y degradacién de aminodcidos (Giiler y Park,
2011; Liu et al., 2022).

Los aldehidos y los ésteres constituyeron los grupos minoritarios del perfil aromético. El yogur
P tuvo mayor porcentaje de aldehidos (9,3%) y de ésteres (1,8%) que el yogur L (6,8 y 0%,
respectivamente). Los aldehidos detectados fueron acetaldehido, hexanal, heptanal, nonanal y
benzaldehido. Se hallaron diferencias significativas entre yogures para todos los aldehidos de
cadena lineal: el acetaldehido fue mayor en L y el hexanal, heptanal y nonanal fueron mayores en
P. Dentro de los aldehidos, el acetaldehido es el compuesto mds caracteristico en el perfil
aromatico de yogur. Por otra parte, los restantes aldehidos de cadena lineal encontrados
principalmente en los yogures P (hexanal, heptanal y nonanal) se forman por procesos oxidativos
de la materia grasa (Zhao et al., 2023). A niveles bajos, el heptanal y el nonanal proporcionan
notas dulces y a hierbas, mientras que el hexanal proporciona un sabor afrutado y fresco, asi como
notas rancias (Li et al., 2024).

Finalmente, se encontraron dos ésteres etilicos en P, y sus niveles fueron bajos en relacién con
el resto de compuestos. Sin embargo, incluso a muy bajas concentraciones, los ésteres etilicos
contribuyen a los aromas afrutados y florales, siendo esenciales para la formacion del sabor en
leches fermentadas como el yogur (Dan et al., 2017). En particular, se ha informado que el
butanoato de etilo es un componente aromadtico clave (Liu et al., 2022). Los ésteres etilicos se
originan a partir de las reacciones enzimadticas o la esterificacién de dcidos grasos libres y etanol.
Es importante sefialar que el etanol no se identificé en los yogures, y esto podria explicar los bajos
niveles de etil ésteres encontrados.

A partir de los resultados puede verse, que varios de los compuestos asociados a la hidrélisis
de la grasa y al proceso de oxidacion, y al catabolismo de los 4cidos grasos presentaron diferencias
entre los yogures (hexanal, heptanal, nonanal, etil ésteres, algunas metilcetonas); en todos los
casos, los valores fueron estadisticamente mayores en los yogures P. Esto podria explicarse por

los ligeramente mayores niveles de grasa en estos productos y posiblemente una mayor
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incorporacién de aire durante el proceso de elaboracion; este hecho podria modificar el potencial
de 6xido-reduccién del medio, favoreciendo procesos oxidativos (Martin et al., 2011). Por el
contrario, el acetaldehido presentd6 mayores niveles en los yogures L. En este caso se puede
hipotetizar que este compuesto, en condiciones oxidativas, puede convertirse rdpidamente en

acido acético, el cual se encuentra presente en altos niveles en los yogures L.

Considerando las diferencias observadas en los compuestos volatiles entre los yogures L y P,
se aplicaron andlisis estadisticos multivariados como PCA y PLS para estudiar las fuentes
primarias de variabilidad, teniendo en cuenta también la concentracion de dcido lactico y lactosa
de los yogures a los 21 d (Fig. 5.6 y 5.7). El primer componente principal (PC1) captur6 el 67%
de la varianza, mientras que el segundo componente principal (PC2) explicé el 18%. Juntos,
explicaron el 85% de la variabilidad total. Por otra parte, el primer componente de PLS (PLS1)
mostré una relacion lineal con PC1, captando la mayor separacién entre los dos grupos de yogur
(Fig. 5.8). Sin embargo, PLS2 difiri6 ligeramente de PC2, reflejando aspectos tunicos de la
variabilidad relacionados con la naturaleza predictiva de PLS (Fig. 5.9). Mientras que PCA se
centra en maximizar la varianza en las variables medidas (‘y’) e identifica las direcciones de
mayor variabilidad independientemente de los grupos de estudio (tipos de yogur -°x’-, L y P),
PLS incorpora las etiquetas de grupo durante la descomposicién, con el objetivo de maximizar la
covarianza entre ‘x’ ¢ ‘y’. De este modo, el PCA se llevé a cabo para descomponer matriz
conformada por las variables medidas en componentes ortogonales (PC) que explican la varianza
total, mientras que el PLS se aplic para explorar la relacién entre los tipos de yogur y las variables

medidas.
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Fig. 5.6. Biplot de los Componentes Principales 1 (PC1) y 2 (PC2) de los compuestos volatiles,

cido lactico y lactosa de los yogures L y P (21 d).

Andlisis realizado para los resultados de 3 réplicas de elaboracion.

1, 2, 3: réplicas de elaboracion de L.
4,5, 6: réplicas de elaboracion de P.
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Fig. 5.7. Biplot de los componentes 1 (PLS C1) y 2 (PLS C2) de los compuestos volatiles, dcido

lactico y lactosa de los yogures L y P (21 d).

Andlisis realizado para los resultados de 3 réplicas de elaboracion.
1, 2, 3: réplicas de elaboracion de L.
4,5, 6: réplicas de elaboracion de P.
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Fig. 5.8. Correlacién de PLS:C1 vs. PCA:PCI.
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Fig. 5.9. Correlacién de PLS:C2 vs. PCA:PC2.

Varias variables contribuyeron positiva o negativamente al primer componente (PC1/PLS1),
pero con magnitudes similares. Se encontraron contribuciones positivas para el acido lctico,
hexanal, heptanal, nonanal, 2-octanona, hexanoato de etilo y butanoato de etilo, asociados a los
yogures P. Se observaron contribuciones negativas para el acetaldehido, la 2-propanona, la 2-
pentanona, la 2-heptanona, el dcido octanoico y el dcido dodecanoico, asociados a los yogures L.
Estas variables son criticas para distinguir entre los dos tipos de yogur.

Globalmente, nuestros resultados revelaron que la proporcién de los principales grupos
quimicos de compuestos (cetonas y acidos) fue similar para L y P, aunque los componentes de
los grupos minoritarios (aldehidos y ésteres) parecen ser los responsables de la diferenciacion
entre los productos L y P. El impacto de las modificaciones detectadas en la fraccidn volétil por

el cambio de escala deberia ser profundizado a partir de andlisis sensoriales.

2.4. Reologia y microestructura de los yogures

Las curvas de flujo (Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte) y de Viscosidad vs. Velocidad
de Corte en los yogures L y P alos 21 d se muestran en la Fig. 5.10. Los parametros obtenidos a

partir del ajuste de los datos a la Ley de Potencia se presentan en la Tabla 5.5.
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Tabla 5.5. Indice de consistencia (k), viscosidad aparente (7,) a 50 s de velocidad de corte, de

los yogures (21 d).

Yogur
Parametros L P
k (Pa.s) 44,89+4,63 57,13+8,24
7. (5051, Pa.s) 1,75+0,35 2,20+0,20

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacién estdndar de 3 réplicas de elaboracién.
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Esfuerzo de corte (Pa)
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Fig. 5.10. Izq.: curvas de flujo (Esfuerzo de Corte vs. Velocidad de Corte). Der.: curvas de

En gris se presentan las curvas de cada réplica y en color (naranja y azul) las curvas promedio para cada
caso.

No se encontraron diferencias significativas en el indice & entre los yogures L y P, ni tampoco

en la viscosidad aparente, evaluada a 50 s! de velocidad de corte. Como ya se menciond, el indice
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k se asocia con la interaccidn intermolecular y las fuerzas atractivas que existen entre las particulas
proteicas que forman la estructura (Costa et al., 2019), y la viscosidad evaluada a la velocidad de
corte mencionada es una representaciéon mds cercana del comportamiento del alimento en la boca,

ya que se asocia con el esfuerzo que se produce durante la masticacion.

Las micrografias obtenidas por CLSM se muestran en la Fig. 5.11.

Fig. 5.11. Micrografias de CLSM de los yogures (21 d). Izq.: L. Der.: P.

Se pueden apreciar algunas diferencias entre las mismas: en el caso del yogur L, la distribucién
del tamafio de las particulas fue més heterogénea que en el P. De hecho, en L predominaron los
agregados proteicos mds grandes rodeados por otros mds pequefios, mientras que en el P los
agregados proteicos fueron mas pequefios y regulares. Como ya se recalcd, estas diferencias
podrian atribuirse a las distintas condiciones de agitaciéon y almacenamiento aplicadas, que
podrian haber provocado una diferente restructuracién de la matriz durante los 21 dias de
almacenamiento. En la Fig. 5.12 se muestran fotografias de la evolucion del yogur P a lo largo de

la agitacion y su aspecto final luego del envasado y 1 dia de almacenamiento.
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Fig. 5.12. a, b y c¢. Progreso de la etapa de agitacion del yogur P. d. Aspecto del yogur envasado
(14d).

Observando los resultados en su conjunto, podemos decir que las condiciones de fabricacién
tuvieron algin impacto en la estructura del yogur: la CRA fue significativamente mayor en P que
en L, y los valores medios de los pardmetros k y #. fueron mayores, aunque no revelaron
diferencias estadisticas. Cada paso en la elaboracién del yogur debe tenerse en cuenta al
considerar su efecto en los pardmetros estudiados (Mokoonlall et al., 2016). Teniendo en cuenta
que la composicién de la leche base, y que las condiciones de tratamiento térmico, tipo de
fermento y temperatura de fermentacién fueron similares en ambos casos, la atencién debe
centrarse en otras etapas que pueden incidir en la disposicidn estructural. De hecho, la principal
diferencia entre ambas escalas de trabajo fue el paso de enfriamiento/agitacién, como se menciond
anteriormente. El yogur batido es una dispersion de agregados proteicos y particulas de 10 a 100
um, causada por la ruptura de la matriz de gel continua formada durante la fermentacion, al aplicar
altas fuerzas de deformacion (Sodini et al., 2004; Van Marle, 1998). Un cizallamiento intenso se
ha correlacionado con una mayor ruptura del gel, particulas mas pequefias y, en consecuencia,
una menor viscosidad y resistencia del gel (Gilbert y Turgeon, 2021). En este trabajo no fue
posible medir las fuerzas de cizallamiento correspondientes a cada tipo de agitacion aplicada, ya
que se realizaron en las condiciones que las instalaciones y los equipos (del laboratorio y la planta

piloto) permitieron en cada caso.
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Esta falta de estandarizaciéon de las condiciones de agitacién, principalmente para la
fabricacion de yogures a escala de laboratorio, fue destacada por Moussier et al. (2019). Dichos
autores aplicaron una ldgica de ingenieria inversa basada en parametros estructurales, para
obtener un producto similar en términos de sus aspectos estructurales, en ambas escalas de trabajo.
Esto significa que elaboraron yogures (~3 g/100 g de proteina, 6-10 g/100 g de grasa) a escala
piloto (100 kg) y utilizaron los resultados de cada etapa de fabricacion para disefiar un protocolo
a escala de laboratorio (1,5 kg). Aligual que en nuestro trabajo, Moussier et al. (2019) encontraron
diferencias en los pardmetros reoldgicos relacionados a la fuerza del gel entre ambas escalas a
pesar de haber realizado un trabajo exhaustivo de modelizacién de cada etapa del proceso. En el
trabajo mencionado también hallaron que los tamafios de los agregados proteicos fueron mads
grandes en el yogur elaborado a escala laboratorio que en el yogur de la escala piloto. En nuestro
trabajo, las particulas més pequefias detectadas en la microestructura del yogur P podrian ser un
indicio de una agitacién mds intensa en este yogur que en el L, y los mayores valores de indice k&
y viscosidad aparente (a 50 s de velocidad de corte) podrian indicar que estos agregados de
proteinas mds pequefios estarian mds fuertemente interconectados que los agregados de mayor

tamafio del yogur L.

2.5. Analisis sensorial

En la Fig. 5.13 se muestran los descriptores y los niveles de intensidad asignados por los

evaluadores para el yogur P.
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Fig. 5.13. Intensidad de los descriptores sensoriales percibidos por el panel entrenado para el
yogur P (21 d).

Los resultados se expresan como el valor medio * desviacion estdndar de los 11 evaluadores.
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Como se puede observar en la Fig. 5.13, el yogur se caracterizé por su color blanco, su brillo,
consistencia, uniformidad de masa, cremosidad un moderado gusto 4acido y dulce y sabor a crema;
todos estos descriptores sensoriales se asocian positivamente a un producto fermentado de este
tipo (Salman et al., 2024; Souza Olegario et al., 2022).

Por otro lado, el andlisis sensorial basado en los consumidores (quienes tenian entre 18 y 62
afios, siendo en su mayoria mujeres -71%-), mostrd un agrado general de 6,80 + 1,49, en torno a
«Me gusta moderadamente» (Fig. 5.14). Esto indica que bajo la perspectiva de los consumidores
el grado de agrado es alto y similar a otros desarrollos que intentan aumentar el contenido proteico

en el yogur (Candido de Souza et al., 2021; He et al., 2024).
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Fig. 5.14. Histograma de frecuencias de la escala hedénica de 9 puntos correspondientes al yogur

P (21 d), segtin la evaluacién realizada por consumidores (149).

Estos resultados son consistentes con los reportados por Candido de Souza et al. (2021),
quienes evaluaron cémo la adicién de SMP influenciaba las caracteristicas sensoriales del yogur
estilo griego (6,5 g/100 g de proteina): un yogur con 10% de SMP fue el més aceptado,
demostrando que es posible obtener yogures altos en proteina con mejores propiedades
nutricionales y alta aceptacién sensorial.

Por tltimo, la intencién de compra alcanzé el 78% (frente a un 22% que no compraria el
producto). Es importante sefialar que la prueba chi-cuadrado indic6 que las diferencias en las
distribuciones de frecuencias por género (mujer y hombre) y edad (entre 18-40 afios y 41-62 afios,
respectivamente) no fueron significativas, indicando la independencia entre el nivel agrado por el

producto, y el sexo y la edad de los participantes.

3. Conclusiones
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Se obtuvieron yogures incrementados en proteinas, reducidos en lactosa, parcialmente
descremados, y con GOS, a escala de laboratorio y piloto. Los niveles de proteina fueron lo
suficientemente altos como para clasificarlos como leches fermentadas concentradas (>5,6 g/100
g de proteina). La reduccién de lactosa fue del 80%. Los yogures mantuvieron la clasificacion de
parcialmente descremados (<1,5 g/100 g de grasa), aunque se tuvieron ligeras diferencias entre
los contenidos de grasa de cada tipo de yogur lo que se debid al uso de distintas materias prima
que dependieron de las posibilidades disponibles en cada instancia del trabajo.

Los principales metabolitos de la fermentacion l4ctica fueron similares en ambos yogures, pero
algunos compuestos voldtiles (aldehidos y ésteres) mostraron diferencias, lo que se podria asociar
al ligeramente mayor nivel graso y un cierto deterioro oxidativo de los 4cidos en el yogur
elaborado a escala piloto. Se observaron diferencias en la capacidad de retencién de agua y en la
microestructura, que se atribuyeron principalmente a la diferente velocidad de enfriamiento del
yogur y también al esfuerzo aplicado en la fase de agitacién. Los pardmetros reolégicos no fueron
estadisticamente distintos, lo que podria atribuirse a la variabilidad entre las réplicas de
elaboracidn, aunque la consistencia y la viscosidad aparente fueron mayores en el yogur P que en
el L. A pesar de ello, en ambos casos se obtuvieron yogures con caracteristicas de aspecto,
fisicoquimicas, microbianas y estructurales satisfactorias. Una prueba sensorial del yogur P reveld
que el panel entrenado encontrd caracteristicas compatibles y comparables con productos de este
tipo. Por otro lado, los consumidores denotaron un nivel de agrado satisfactorio y una alta
intencién de compra.

Dado los buenos resultados obtenidos en el yogur elaborado a escala piloto, este producto se

destiné a un estudio de eficacia en humanos, que se presentara en el siguiente Capitulo.
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Estudio de la funcionalidad del yogur desarrollado en humanos

215



Capitulo 6

Resumen

El objetivo de este capitulo fue comprobar la funcionalidad del yogur incrementado en
proteinas y reducido en lactosa y con GOS que se presentd en el Capitulo 5. Para ello, se disefié
un estudio clinico de eficacia de una rama. En primer lugar, los participantes fueron seleccionados
acorde al cumplimiento de los criterios de inclusidon/exclusion establecidos para este estudio. El
grupo de participantes qued6 compuesto por 43 personas de entre 18 y 65 afios, con sobrepeso
tipo I y II, IMC: 25-29,9 kg/m?, de la ciudad de Santa Fe. El estudio se prolongé por cuatro
semanas, periodo durante el cual los participantes consumieron una porcion de yogur diaria. Se
realizaron analisis bioquimicos de paradmetros sanguineos (recuento de glébulos blancos, de
glébulos rojos y de plaquetas, niveles de hemoglobina, hematocrito, glucemia en ayunas, proteina
C-reactiva, triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL -lipoproteina de alta densidad- e
insulinemia en ayunas) y de composicién de la microbiota intestinal, al inicio y al final de la
administracién del yogur. También se les solicitdé completar una encuesta de sintomas
gastrointestinales al inicio, en un tiempo intermedio y al final de la intervencién.

Se detectaron mejoras en algunos indicadores sanguineos. Si bien los cambios en la
composicién de la microbiota intestinal no fueron significativos, los participantes manifestaron
percibir una notoria mejoria en sus sintomas gastrointestinales a lo largo del estudio,
especialmente en las participantes de sexo femenino.

Este estudio fue el primero de su tipo que se realizé en la ciudad de Santa Fe, permitiendo un
primer acercamiento a la caracterizacién de la composicién de la microbiota intestinal de la

poblacién de la region.
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1. Materiales y métodos

1.1. Elaboracion del yogur a escala piloto

1.1.1.Materiales

Para la elaboracién del yogur se empled leche pasteurizada parcialmente descremada (1,2
g/100 mL de grasa, 3,2 g/100 mL de proteina), SMP (0 g/100 g de grasa, 36 g/100 g de proteina)
y WPC35 (6 g/100 g de grasa, 35 g/100 g de proteina) (Milkaut S.A., Argentina), Stevia REB-A
98 (Saporiti S.A., Argentina) y una enzima [-galactosidasa comercial (YNL-2, GODO, Japén).
El fermento utilizado fue YF-L811 (Chr. Hansen, Dinamarca). Los envases plasticos (capacidad

de 200 g) con tapa de aluminio termo-sellable fueron provistos por Frecicar S.R.L. (Argentina).

1.1.2.Protocolo de elaboracion y analisis

El protocolo de elaboracién de yogur se detalld en el Capitulo 5. Se realizaron cuatro
elaboraciones en semanas consecutivas a escala piloto (una por semana), en la Escuela Técnica
N° 298 Miguel Manfredi (Franck, Santa Fe, Argentina). De esta manera, se hicieron cuatro
réplicas de elaboracion para cubrir la demanda necesaria del producto para el estudio clinico; es
decir, para que los 43 participantes consuman una porcién de 120 g de yogur por dia.

Se realizaron andlisis a la leche base (LB) y al yogur recién elaborado y durante el
almacenamiento refrigerado.

La composicion global (proteina, grasa, sélidos totales -ST-, cenizas, calcio y fésforo) y el
contenido de lactosa se determind en la LB de cada réplica, segin las técnicas descriptas
previamente (TA 3,4, 5, 6,7, 8y 9, respectivamente). También se analiz6 el contenido de sodio
en la LB de dos de las réplicas de elaboracién mediante espectrometria de emision atémica de
llama (solicitado como servicio en el Programa de Investigacién y Andlisis de Residuos y
Contaminantes Quimicos —PRINARC, FIQ-UNL).

Se realizaron controles microbidlogicos en el yogur a los dias 1, 7, 14 y 21 mediante recuentos
diferenciados de S. thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus (TA 12), de mohos y
levaduras (TA 13), y de coliformes totales (TA 14), para corroborar el cumplimiento con la
normativa alimentaria y la seguridad del producto antes de administrarlo a los participantes
(CAA, 2006).

Asimismo, se realizaron los siguientes andlisis fisicoquimicos y estructurales en el yogur a los
dias 1,7, 14 y 21: pH y acidez titulable (TA 1), concentracién de 4cido lactico y de carbohidratos
(TA 9), capacidad de retencién de agua (TA 15) y reometria rotacional con configuracién de
cilindros concéntricos (TA 17.1).

El esquema de andlisis se muestra en la Fig. 6.1.
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Almacenamiento refrigerado
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Fig. 6.1. Esquema de muestreo y controles analiticos realizados durante la elaboracion y
almacenamiento de los yogures

AT: acidez titulable; CRA: capacidad de retencién de agua; St: Streptococcus thermophilus; Lb: L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ; MyL: mohos y levaduras; CC: cilindros concéntricos.

1.2. Estudio clinico

1.2.1.Disefio experimental, desarrollo del protocolo y seleccion de participantes

Se desarrollé un protocolo de investigacion clinica titulado: Estudio del efecto de la
administracion de un yogur enriquecido con proteinas en la composicion de la microbiota
intestinal y pardmetros metabolicos en adultos con sobrepeso. El documento fue presentado ante
el comité de ética de la Facultad de Ciencias Médicas (FCM-UNL) para su evaluacion, siendo
aprobado sin modificaciones (marzo de 2023).

Este protocolo incluye el disefio experimental del estudio y los criterios de inclusién y
exclusiéon para la selecciéon de los participantes, y fue confeccionado conjuntamente con
profesionales médicos de la FCM- UNL. Dicho protocolo se incluye en el Anexo 6.1.

El disefio experimental planteado fue de una rama, abierto, cuasi-experimental. Es decir, solo
se incluyé un tdnico grupo (grupo tratado) y los participantes tenian conocimiento de que
conformaban ese grupo. La duracién fue de 4 semanas consecutivas, durante las cuales se les
solicité a los participantes que consumieran una porcién por dia del yogur en estudio (120 g), en
un Unico episodio alimentario (la porcién completa, por ejemplo, como colacién de media
maiana), durante 5 dias a la semana (de lunes a viernes). También se pidié a los participantes que
hicieran una modificacién en su dieta dos semanas previas al inicio del estudio y durante el

mismo, la cual consisti6 en dejar de consumir otros alimentos fermentados (excepto queso, del
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que se toler6 un consumo ocasional) y de suplementos y/o alimentos probidticos. También se les
requirié que limitaran lo mds posible el consumo de alcohol (1 vaso de bebida alcohdlica por
semana como maximo).

Los participantes fueron convocados mediante diversos medios: canales oficiales de la FIQ-
UNL (redes sociales, boletin informativo, etc.), contactos y redes sociales de los integrantes del
grupo de investigacion. Los mismos fueron pre seleccionados en base a su manifestacion del

cumplimiento de los criterios de inclusién y exclusion que se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Criterios de inclusion y exclusion para la seleccién de los participantes del estudio

clinico.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

v Sujetos de 18 a 65 afios de edad de Tratamientos con farmacos

ambos sexos. antimicrobianos en los dltimos 30 dias

v' Deben presentar IMC de 25-29.9 previos al estudio.

(sobrepeso grado Iy IT). - Dieta vegana o vegetariana.

v { . . . . .
Deben ser omnivoros. - Intolerancias alimentarias (incluida

v" Deben consumir l4cteos regularmente. intolerancia a la lactosa), restricciones o
reacciones adversas a los productos
lacteos.

- Enfermedades crénicas (diabetes
mellitus, hipo/hipertiroidismo,
enfermedades autoinmunes u
oncoldgicas) y otras enfermedades o
condiciones que, por criterio médico, se
considere que puedan afectar la funcién
gastrointestinal e intervenir como
factores potencialmente confundidores
en la evaluacion de los objetivos del
estudio.

- Infecciones agudas o crénicas en curso.

- Historial de anemia (menos de 10 g/dL
de Hb) en los dltimos 6 meses previos al
comienzo del estudio.

- Actividad fisica intensa (mas de 6 horas
por semana).

- Consumo regular de suplementos
nutricionales.

- Embarazo o lactancia en curso.

- Habito enolista de jerarquia: no mas de 10
g de alcohol por dia para mujeres y 20 g
por dia para hombres (equivale
aproximadamente a 1 vaso de cerveza, 1
copa de vino).
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A los participantes pre seleccionados se los cité a concurrir a una entrevista médica. La
anamnesis fue realizada por médicos de la FCM-UNL para verificar que se cumplieran los
criterios de inclusion y de exclusion mencionados. Ademds, se realizaron determinaciones de
circunferencia de cintura, peso, altura y presion sanguinea. De esta manera, se seleccionaron 43
participantes, quienes manifestaron su acuerdo a participar del estudio mediante la firma de un
consentimiento informado (Anexo 6.2).

Los participantes fueron incorporados a un grupo de WhatsApp junto con los integrantes del
grupo de investigacién para poder responder o resolver dudas o inconvenientes que surgieran

durante el transcurso del estudio.

1.2.2. Recoleccion de muestras de los participantes y analisis

v" Muestras de sangre

Se indic6 a los participantes que asistieran a un laboratorio de andlisis bioquimicos local
(Interlab, Santa Fe, Argentina) para la extraccion de sangre a tiempo inicial, una semana antes de
empezar a consumir el yogur, y a tiempo final, al dia posterior de consumo del tltimo yogur.

Los pardmetros determinados, analizados por metodologias estandarizadas, fueron: recuento
de glébulos blancos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, recuento de
plaquetas, glucemia en ayunas, proteina C-reactiva, triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL
(lipoproteina de alta densidad) e insulinemia en ayunas. Los resultados de glucemia e insulinemia
fueron utilizados para calcular el indice HOMA-2IR, como indicador del nivel de resistencia a la
insulina. Este calculo fue realizado con el software libre HOMA?2 Calculator v2.2.4 para uso no

comercial (University of Oxford, 2014).

v Muestras de materia fecal

Se indic6 a los participantes que recolectaran una muestra de materia fecal en sus hogares el
dia previo al inicio del estudio y el dia siguiente del consumo del dltimo yogur. Para esto, se les
proporciond, previamente, un kit de recoleccion y un instructivo detallado de cémo realizarlo.
Las muestras fueron congeladas inmediatamente por los participantes a -20 °C, y transportadas,
congeladas, a las instalaciones del INLAIN dentro de las 24 h de la recoleccion.

El ADN genémico de las muestras de heces fue extraido con el kit QIAamp Fast Stool DNA
Mini kit (Qiagen, Alemania) segtin el protocolo provisto por el fabricante. La concentracién de
ADN se cuantificé empleando un fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technology, Estados Unidos).

Las bibliotecas dirigidas a la regiéon V4 del gen 16S rRNA se prepararon en la plataforma Kiel

Microbiome Platform, utilizando el primer directo 515 F (5'-
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AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGCG
GTAA-3") y el primer reverso 806rcbc0 (5'-

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCCTTGTCTCCAGTCAGTCAGCCGGACTACH
VGGGTWTCTAAT-3"). Las bibliotecas agrupadas se secuenciaron utilizando el sistema
Illumina MiSeq 300 (Illumina Inc., Estados Unidos) en la plataforma CCGA de la Universidad
de Kiel (Alemania), utilizando un indice personalizado (5'-
ATTAGAWACCCBDGTAGTCCGGCTGACTGACT-3") y primers personalizados para la
Lectura 1 (5-TATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") y Lectura 2 (5'-
AGTCAGTCAGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT-3"). Las bibliotecas se secuenciaron
como lecturas de 300 par de bases en Illumina MiSeq, en la Plataforma de Secuenciacién de la
Universidad de Kiel (Alemania). La visualizacidn inicial de la calidad de los datos crudos se llevd
a cabo en FastQC (Andrews, 2010) y su control de calidad se realiz6 en el software Quantitative
Insights into Microbial Ecology (QIIME 2) (Caporaso etal, 2011). Las lecturas se
demultiplexaron, se eliminé el ruido, se fusionaron, se recortaron las lecturas de baja calidad, se
filtraron y se eliminaron las quimeras utilizando el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016) con
una mediana de 11726 lecturas por muestra. Los datos de Variantes de Secuencia de Amplicones
(ASV) fueron generados por un clasificador de aprendizaje automatico Naive-Bayes en QIIME
2, que posteriormente generd una tabla de caracteristicas que identificaba un total de 45653 ASV.
La clasificacién taxonémica se llevé a cabo en QIIME 2 utilizando un clasificador Naive-Bayes

basado en la base de datos Greengenes 2 (McDonald et al., 2024).

v" Encuesta de sintomas gastrointestinales

Se les solicit6 a los participantes que completen una encuesta de percepcion de sintomas
gastrointestinales validada en espafiol durante el consumo del yogur, que se muestra en el Anexo
6.1 (Kulich et al., 2005).

La encuesta, suministrada a los participantes en formato de cuestionario de Google Forms,
consistia en 15 preguntas; cada pregunta tenfa una escala de medida en puntaje de sintomas
gastrointestinales (GSRS). Los participantes completaron la misma antes del primer consumo de
yogur, en el punto medio del estudio (a las 2 semanas) y en el dia posterior al consumo del ltimo
yogur (a las 4 semanas).

Las respuestas de la encuesta fueron promediadas para todos los participantes, y transformadas
en 5 dimensiones de sintomas y sindromes gastrointestinales, denominadas dolor abdominal (AP,
media de las preguntas 1, 4 y 5), sindrome de reflujo (RS, media de las preguntas 2 y 3), sindrome
de indigestion (IS, media de las preguntas 6, 7, 8 y 9), sindrome de diarrea (DS, media de las

preguntas 11, 12 y 14) y sindrome de constipacién (CS, media de las preguntas 10, 13 y 15).
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1.3. Analisis estadistico

Para los pardmetros analizados en LB y yogur, se calcul6 el valor medio y la desviacién
estdndar de 2 6 4 réplicas de elaboracidn, segiin corresponda.

Para los datos de los participantes del estudio clinico, se calcul6 el valor medio de la edad,
IMC, circunferencia de cintura, presion sistdlica y presion diast6lica, segin sexo (mujer/varén) y
se compard entre ambos grupos mediante test t de Student (valor de significancia p<0,05).

Para los datos obtenidos de las muestras humanas, se tuvo en cuenta la no-independencia de
los datos derivados de un mismo participante en los distintos puntos de muestreo. Se asumi6 la
independencia de los datos derivados entre los participantes (Hammouri et al., 2020; Saulnier
etal., 2014). Dado que tanto los pardmetros sanguineos como la encuesta de sintomas
gastrointestinales fueron evaluados en distintos puntos de muestreo (al inicio y al final, y al inicio,
en un punto intermedio y al final, respectivamente) se empled un modelo lineal de medidas
repetidas (MLMR) en ambos casos, para determinar el efecto del tratamiento sobre los parametros
estudiados. También se consider6 el factor sexo (mujer/varén) en el andlisis.

Como los pardmetros sanguineos son medidas continuas pero su distribucion es asimétrica, se
aplicé una transformacién de Box-Cox (transformacién logaritmica), logrando una distribucién
normal que permiti6é operar con los datos transformados. Un test de Shapiro-Wilk fue empleado
para confirmar la normalidad de los residuos. El MLMR se aplicé a los datos transformados. Los
resultados fueron expresados como la relacién valor inicial/valor final y como porcentajes de
variacién, ambos en la escala original.

En cuanto a los sintomas y sindromes gastrointestinales (AP, CS, DS, IS y RS), el MLMR se
aplic6 a los datos sin ninguna transformacion.

Se utiliz6 el software Rstudio (R Core Team, 2014). En todos los casos, se tomé como valor
de significancia p<0,05.

Para el andlisis de datos del gen 16S rARN, las comparaciones se realizaron considerando las
fases final e inicial para evaluar las diversidades alfa y beta del microbioma, la composicién de
la comunidad niicleo y la abundancia de taxones especificos. Dos medidas tipicamente reportadas
en estudios de microbioma son la alfa- y beta-diversidad. La alfa-diversidad es un término general
para describir la riqueza, uniformidad o diversidad de especies dentro de una muestra, y se puede
representar con el indice de Shannon (a mayor indice, mayor alfa-diversidad). La beta-diversidad
compara la similitud de dos o mas comunidades (Cassol et al., 2025). Los andlisis de alfa- y beta-
diversidad se realizaron en Rstudio v.4.3.1 (R Core Team, 2014) empleando los paquetes
“phyloseq” y “vegan” (McMurdie y Holmes, 2013; Oksanen et al., 2019). Para estimar la alfa-
diversidad, las muestras se sometieron al proceso de rarefaccion, estandarizandolas a 5000 ASVs.
Esto significa que se iguald el nimero de lecturas (reads) en cada muestra a 5000 para evitar

sesgos que puedan surgir por el tamafio desigual de las muestras. El microbioma niicleo de cada
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grupo se defini6 como aquellos taxones que estaban presentes en al menos el 50% de los
individuos de ese grupo. Para calcular las diferencias en la abundancia de los taxones entre grupos,
se utiliz6 el software MaAsLin2 (Mallick et al., 2021), que permite realizar anélisis de diferencias
de abundancia en datos de microbioma. Para comparar la abundancia relativa de taxones
especificos entre diferentes grupos, se usé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U. Esta
prueba es util cuando no se puede asumir que los datos siguen una distribucién normal. El andlisis

se realiz6 utilizando el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).

2. Resultados

2.1. Analisis en leches base y yogures

2.1.1.Composicion global y contenido de lactosa en LB

La composicion global y el contenido de lactosa, determinada en LB, se muestra en la Tabla

6.2.

Tabla 6.2. Composicién global (proteina, grasa, ST, cenizas, calcio, fésforo, sodio) y contenido

de lactosa de la leche base.

Parametros LB
Proteina (g/100 g) 6,31+£0,09
Grasa (g/100 g) 1,45+0,21
Sélidos totales (g/100 g) 17,84+0,17
Cenizas (g/100 g) 1,43+0,02
Calcio (mg/100 g) 188,65+5,78
Fésforo (mg/100 g) 127,8243,27
Sodio (mg/100 g) 155,32+1,26
Lactosa (g/100 g) 8,83+0,35

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 4 réplicas de elaboracion.
"El resultado se expresa como el valor medio + desviacion estandar de 2 réplicas de elaboracion.

El contenido de proteina fue mayor a 5,6 g/100 g y el nivel de grasa fue menor a 1,5 g/100 g,
por lo que este yogur corresponde a la categoria de producto fermentado concentrado y
parcialmente descremado segtn lo establecido en las normativas (FAO/WHO, 2011; CAA, 2006,
respectivamente). Los niveles de calcio y de fésforo fueron ligeramente mayores a los reportados
para yogures con contenido tradicional de proteina (de la Fuente et al., 2003; Hashemi Gahruie
et al., 2015), y similar a lo informado por Jgrgensen et al. (2019) para yogures altos en proteina.

Se ha propuesto que el calcio dietario estd relacionado con el control del peso corporal y la salud
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metabdlica por diferentes mecanismos. Un incremento en el consumo de calcio tiene un impacto
en la concentracién intracelular del mismo (su transporte estd mediado por la concentracién de
vitamina D en el organismo) y su regulacién en el medio intracelular de los adipocitos podria
reducir la lipogénesis y estimular la lipdlisis y la oxidacién lipidica (Zemel, 2005). También se
ha propuesto que ocurre la formacién de las sales cdlcicas de los dcidos grasos a nivel intestinal,
lo que reduce parcialmente la absorcidn neta de energia ya que los 4cidos grasos no pueden ser
absorbidos en esta forma quimica (Zemel, 2009).

La relacién calcio:fésforo en el yogur fue de 1,5:1. A pesar de que no hay muchos reportes
acerca de la relacion entre el fésforo consumido en la dieta y el peso corporal, se ha encontrado
que una relacién inversa (mayor proporcién de fésforo que de calcio en la dieta) se relaciona con
situaciones de sobrepeso y obesidad (Pereira et al., 2013). Es decir, el consumo de un yogur que
tenga mayor proporcion de calcio que de fésforo colaboraria en mantener esta relacién en valores
beneficiosos para controlar el peso.

La concentracién de lactosa en LB fue de ~9 g/100 g. Como ya se mencioné en los Capitulos
anteriores, el uso de ingredientes como SMP y WPC35 para alcanzar los niveles proteicos
propuestos trae aparejado un incremento sustancial en la concentracion de lactosa en la leche de
partida. En el apartado siguiente se observard que este nivel fue disminuido gracias a la

incorporacion de B-galactosidasa en la elaboracién de yogur.

2.1.2.Recuentos microbiolégicos en el yogur

La composicién microbioldgica del yogur, evaluada mediante recuentos diferenciales a lo

largo del almacenamiento, se muestra en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3. Recuentos microbiolégicos en los yogures elaborados a escala piloto, a los dias 1, 7,

14 y 21 d de almacenamiento refrigerado.

Dia
Recuentos
(log ufc/g) 1d 7d 14d 21d
S. thermophilus 9,41+0,08 9,36%0,05 9,34+0,11 9,41+0,14
L. delbrueckii 3,990,16 3,93+0,06 3,88+0,07 3,87+0,08
subsp. bulgaricus
Mohos y levaduras <1 <1 <1 <1
Coliformes <1 <1 <1 <1

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 4 réplicas de elaboracion.

Los recuentos de coliformes y de mohos y levaduras estuvieron por debajo del limite de

deteccion (<1 log ufc/g), indicando que los yogures eran seguros para su consumo a lo largo de
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todo el periodo de almacenamiento (CAA, 2007). Los niveles de S. thermophilus y L. delbrueckii

subsp. bulgaricus fueron ~9,4 y ~4,0 log ufc/g, respectivamente, en todos los puntos de muestreo.

2.1.3.pH, acidez titulable, acido lactico y carbohidratos del yogur

El pH se mantuvo entre 4,3 y 4,4 durante el almacenamiento por 21 d, y la AT entre 130 y 133
°D (Fig. 6.2). Los valores de AT se mantuvieron por debajo de 150 °D durante todo el

almacenamiento, cumpliendo con el requisito legal para yogur (CAA, 2006).
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Fig. 6.2. Evolucién de pH y AT a lo largo del almacenamiento de los yogures obtenidos a escala

piloto.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 4 réplicas de elaboracion.

En la Fig. 6.3 se muestran las concentraciones de 4cido lactico y de carbohidratos en LB y

yogur a lo largo del almacenamiento.
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Fig. 6.3. Concentraciones de 4cido lactico, lactosa, glucosa, galactosa y galactooligosacaridos
(GOS) en LB y yogur (mg/100 g y g/100 g, respectivamente), a 1, 7, 14 y 21 d de almacenamiento
refrigerado.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de 4 réplicas de elaboracion.

El 4cido lactico alcanzé valores entre 1570 y 1686 mg/100 g a lo largo del almacenamiento.
Estos niveles son similares a los hallados en los Capitulos anteriores. La concentracién de lactosa
en el yogur rondé6 1,7-1,8 g/100 g en todos los puntos estudiados. Este valor es menor al observado
en yogures sin B-galactosidasa (por ejemplo, los yogures del Capitulo 1), aunque solo algo
menores que los del Capitulo 2 y del Capitulo 3. Como ya se mencioné previamente, el uso de
ingredientes con alto contenido de lactosa para incrementar la concentracidon proteica de las
formulaciones provoca un aumento significativo de la lactosa en la leche base, de la que se
hidroliza 30-40% durante la fermentacion. En los Capitulos 2 y 3 se emplearon como ingredientes
principales MPC y leche concentrada por UF (respectivamente), con alto contenido de proteinas
y bajo de lactosa. Como también se menciond, estos ingredientes son mas costosos y menos
asequibles que otros como SMP y WPC35. En el Capitulo anterior (Capitulo 5) se destacé la

importancia de emplear ingredientes mds econdmicos para el escalado, necesidad que se reforzé
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en esta instancia del estudio donde se requirieron cantidades elevadas de los ingredientes para las
elaboraciones a escala piloto para cubrir la demanda que se necesitaba de yogur para el estudio
clinico. Es por esto que la estrategia de emplear P-galactosidasa resulté una alternativa
tecnoldgica conveniente para disminuir el contenido de lactosa en yogur, lo que, como se verd en
las préximas secciones, podria ser una explicacién para la buena tolerancia que tuvieron los
participantes del estudio por el producto. Ademds, como ya ha sido corroborado en estudios
anteriores (Vénica et al., 2014) y en el Capitulo 4, la enzima empleada presenta la capacidad de
producir GOS, favoreciendo la salud intestinal. Los GOS alcanzaron niveles de 1,1-1,2 g/100 g
en yogur. Considerando la porcién de yogur administrada a los participantes (~130 g/dia), éstos
consumieron aproximadamente 1,5 g de GOS diariamente, durante 4 semanas. Si bien la dosis de
GOS que ha demostrado efectos benéficos a la salud intestinal es mayor (2,5 g/dia), la presencia
de GOS en este yogur contribuye al aporte recomendado de fibra dietaria, que al no ser digerida
ni absorbida presenta un efecto prebiético (Gibson et al., 2007). Ademds, se le han atribuido otros
beneficios como la prevencién del cdncer, mejoramiento del metabolismo lipidico, estimulacién
de la absorcién de minerales y propiedades inmunomoduladoras (de la Fuente et al., 2003;
Hashemi Gahruie et al., 2015).

Como consecuencia de la hidrélisis enzimatica, las concentraciones de glucosa y de galactosa
fueron mayores, ~2,7 y ~3 g/100 g, respectivamente, que las encontradas en los yogures de los
Capitulos 1, 2 y 3. La glucosa posee mayor poder endulzante que la lactosa y la galactosa, y su
presencia en el yogur brinda un ligero sabor dulce sin necesidad de agregar sacarosa ni exceso de
edulcorantes no nutritivos. Ademas, el agregado de Stevia colabord en el sabor ligeramente dulce
que tuvo el yogur, y condujo a que el producto sea bien aceptado por los participantes, ya que en

nuestro pais se acostumbra a consumir yogures endulzados.

2.1.4.Capacidad de retencion de agua y comportamiento reoldgico del yogur

Los valores hallados de CRA, indice de consistencia (k) y viscosidad aparente (a 50 s de

velocidad de corte) del yogur durante el almacenamiento, se muestran en la Fig. 6.4.

227



Capitulo 6

70 — T T T T 4,0
| 70 - l

60 -| l 3,5
| 60 l l J <
(]
50 - J J J 50 8
] 50 -] 2
—~ 40+ —_ o
S e 25 o
= & 40+ + % b
& 30+ > + + s
| 30 - r20 §
20 - 5
. o
10_ 20— —1,5 !”

0- 10 ; . . . 1,0

1d 7d 14d 21d 1d 7d 14d 21d

Fig. 6.4. Niveles de CRA (%) (izq.), indice k (Pa.s) y viscosidad aparente (Pa.s) (der.) en el yogur
a lo largo del almacenamiento.

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de 4 réplicas de elaboracién

La CRA se mantuvo en ~60 % desde el dia 1 al 21, similar a lo hallado en los yogures con
agregado de concentrados proteinas de suero presentados en esta Tesis.
El indice k oscil6 entre 56 y 64 Pa.s, y la viscosidad aparente entre 2,2 y 2,3 Pa.s; no se

observaron diferencias significativas por el tiempo de almacenamiento para cada pardmetro.

2.2. Parametros analizados en los participantes

El estudio se llevé a cabo con un grupo de 43 participantes, cuyas caracteristicas (agrupados
por sexo) se muestran en la Tabla 6.4.
Ninguno de los participantes abandond el estudio y no se reportaron efectos adversos

indeseables como hinchazon, dolor o molestias abdominales, eructos o diarrea.
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Tabla 6.4. Caracteristicas de los participantes del estudio clinico de consumo de yogur

incrementado en proteinas.

Caracteristicas Mujer Varon Diferencia
Nimero de participantes 27 16 NA
Edad (afios) 37+£13 45+12 *
IMC (kg/m?) 2843 28+2 NS
Circunferencia de cintura (cm) 90,6+10,9 91,4+8.9 NS
Presioén sistélica (mmHg) 113+£11 113+7 NS
Presion diastélica (mmHg) 7248 7945 *

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estandar de los 43 participantes.
IMC: indice de masa corporal.

* indica diferencia significativa entre sexos (p<0,05).

NA: no aplicable; NS: no significativo.

Los pardmetros sanguineos evaluados en los participantes al inicio y final del estudio se
presentan en la Tabla 6.5; también se indica el porcentaje de variacion y la significancia.

Se encontré un aumento significativo en el recuento de glébulos rojos, la hemoglobina, el
hematocrito y el colesterol HDL, mientras que se registré un descenso en el recuento de glébulos
blancos. No se encontraron diferencias significativas para la proteina C-reactiva, insulina,

colesterol total, glucemia, plaquetas, triglicéridos y HOMAZ2 IR.
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Tabla 6.5. Parametros sanguineos evaluados en los participantes al inicio y final del estudio

clinico de consumo del yogur.

Parametros Valor inicial Valor final Final/Inicial % d.e’ Valor p
variacion
Globulos ) \706361380316  4864318+387637 1,08 8,0+0,4 *
rojos/mm
Colesterol .
HDL (/L) 0,55+0,14 0,57+0,14 1,05 5,0£0,8
Hematocrito
%) 40,752,97 43,8743 ,45 1,08 8,0£0,5 *
Hemoglobina
13,85+1,17 14,011,07 1,02 1,240,3 *
(g/dL)
Glébulos 6585+1736 6221£1801 0,94 6,113 *
blancos/mm
Proteina C-
reactiva 3,00+4,91 3,37+5,28 1,00 NA NS
(mg/L)
Insulina
(ULimL) 9,14+6,29 9,6346,07 1,00 NA NS
Colesterol
total (o/L) 1,8620,34 1,90+0,36 1,00 NA NS
Glucemia 0,93+0,10 0,9620,10 1,00 NA NS
(g/Il) b —_—1 b —_—1 2
Plaquetas/mm’ 247182447528  268545+61611 1,00 NA NS
Trigliceridos 1,030,57 0,96+0,47 1,00 NA NS
(g/L)
HOMA2 IR 1,030,71 1,10£0,70 1,00 NA NS

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacidn estdndar de los 43 participantes.
* indica diferencia significativa (p<0,05).
NS: no significativo; NA: no aplicable

Las diferencias en el recuento de glébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, colesterol HDL y
recuento de glébulos blancos antes y después de la administracién del yogur separado por sexo

se muestran en la Fig. 6.5.
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Fig. 6.5. Diagrama box-plot de las diferencias de medianas en los pardametros sanguineos (Final-
Inicial) evaluados en los participantes del estudio clinico de consumo del yogur, discriminado por

S€XO0.

Las medianas observadas en los primeros cuatro pardmetros son positivas para ambos sexos
(pardmetros que aumentaron), mientras que la mediana correspondiente a la diferencia en el
recuento de glébulos blancos es negativa en ambos casos (parametro que disminuyd), reflejando
el mismo comportamiento que se observo para el grupo completo (Tabla 6.5). Para los gldbulos
rojos, hemoglobina y hematocrito, los varones mostraron medianas mayores que las mujeres. Por
el contrario, las mujeres tuvieron mayor mediana para el colesterol HDL y los glébulos blancos
respecto a los varones. El andlisis estadistico confirmd estas diferencias significativas segtin el
sexo, sin interaccién significativa entre los factores tiempo (inicial y final) y sexo. Una
observacion mds detallada del cambio en estos pardmetros sanguineos que tuvo cada individuo y
su mediana se muestra en la Fig. 6.6. Se observa que, a pesar de las diferencias detectadas en
cuanto al sexo, la direccion de cambio es consistente entre ambos sexos y coincide con la del

grupo completo.
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Fig. 6.6. Variacién en los parametros sanguineos evaluados en cada participante, entre los
resultados bioquimicos del punto inicial (‘primer’) y final (‘segundo’) y valor de mediana (linea

azul) en el estudio clinico de consumo del yogur.

Se calcul6 la percepcién de sintomas y sindromes gastrointestinales a partir de la encuesta de
GSRS. Los valores se presentan en la Tabla 6.6, como el cambio o la diferencia entre los distintos

puntos de andlisis.
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Tabla 6.6. Percepcion de sintomas y sindromes gastrointestinales registrados a partir de la
encuesta GSRS realizada por los participantes durante el estudio clinico de consumo del yogur,

expresado como la diferencia entre los distintos puntos de muestreo.

Diferencias
Sintomas/Sindromes Intermedio - Inicial Final - Intermedio Final - Inicial
AP -0,197+0,130 -0.156+0,130 -0.356+0,130
RS — — —
IS -0.290+0,130 — -0.495+0,130
DS — — —
CS -0.439+0,160 — -0.450+£0,160

Los resultados se expresan como el valor medio + desviacion estdndar de los 43 participantes.

Se muestran solo las diferencias que presentaron diferencia significativa (p<0,05).

AP: dolor abdominal; RS: sindrome de reflujo; IS: sindrome de indigestién; DS: sindrome de diarrea; CS:
sindrome de constipacion.

Se hallaron diferencias significativas para AP, CS e IS, entre los puntos intermedio e inicial y
entre los puntos final e inicial, y en todos los casos se encontré una reduccién en los mismos. Para
AP, también se encontraron diferencias entre los puntos final e intermedio, pero esto no se observé
para IS y CS. Es decir, los cambios mds significativos se encontraron en las primeras dos semanas
de la intervencion.

En la Fig. 6.7 se muestran las medidas de sintomas y sindromes gastrointestinales para los tres
puntos de muestreo discriminado por sexo. La diferencia por sexo fue significativa solamente
para AP e IS, sin encontrarse interaccién significativa entre los factores sexo y tiempo de

muestreo.

AP AP

Ccs \ RS cs RS

DS IS DS IS

Fig. 6.7. Gréficos de radar de sintomas y sindromes gastrointestinales en mujeres (izq.) y varones
(der.). La linea negra representa el punto inicial, la linea roja el punto intermedio y la linea azul
el punto final.

AP: dolor abdominal; RS: sindrome de reflujo; IS: sindrome de indigestion; DS: sindrome de diarrea; CS:
sindrome de constipacion.
Los resultados en cuartiles se expresan como el valor medio de los 43 participantes.
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En general, no se observaron cambios mayores en la composicién de la microbiota analizada
en la materia fecal de los individuos, antes y después de la intervencién. La alfa-diversidad mostré
una disminucion significativa luego de la intervencion (Fig. 6.8). Este efecto podria deberse a una
disminucién abrupta de la diversidad a nivel individual para algunos participantes (como se puede
observar en la Fig. 6.8), mds que a un efecto a nivel grupal. Otra posible explicacién es una
dominancia transitoria de las especies bacterianas del yogur, como se ha reportado previamente
(Le Roy et al., 2022). Cuando se analiza la abundancia de algunas familias bacterianas especificas
(Ruminococcaceae, Lachnospiraceae y Acidaminococcaceae) (Fig. 6.9), incluyendo algunos
géneros productores de butirato (Faecalibacterium, Ruminococcus, Roseburia, entre otros) y
otros géneros especificos como Eubacterium, Bifidobacterium, Akkermansia y Anaerostipes (Fig.

6.10), se observa que la diferencia en su abundancia al inicio y al final del estudio no fue

significativa.
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Fig. 6.8. Comparaciones de la alfa-diversidad antes y después del consumo del yogur, utilizando
el indice de Shannon. Las lineas discontinuas conectan los valores del punto inicial y final para

cada participante.
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Fig. 6.9. Diferencias en la abundancia de las familias Ruminococcaceae, Lachnospiraceae y

Acidaminococcaceae antes y después del consumo del yogur.
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Fig. 6.10. Diferencias en la abundancia de géneros especificos antes y después del consumo del
yogur (se eliminaron Butyricimonas y Lactobacillus debido a los pocos puntos de datos y se

incluyeron Ruminoccocus 'y Eubacterium).
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También se hizo foco en la abundancia relativa de Proteobacteria, un filo naturalmente
presente en la microbiota intestinal humana, pero en una menor proporcién en comparacion con
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria. Altos niveles de Protobacteria en el intestino podrian
reflejar una estructura inestable de la microbiota, como ocurre normalmente en casos de
desérdenes metabdlicos e inflamacién intestinal (Shin et al., 2015). En este sentido, numerosos
estudios respaldan el concepto de que un aumento de proteobacterias en el intestino puede reflejar
una disbiosis o0 una estructura inestable de la comunidad microbiana intestinal (Grabherr et al.,
2019). En este estudio no se observaron diferencias significativas a nivel grupal en la abundancia
de especies dentro del filo Proteobacteria entre los dos puntos de muestreo. A pesar de esto, se
pudo detectar una tendencia a disminuir luego de la administracién del yogur, y para algunos

participantes, se observo una reduccién en la abundancia de algunas familias de Proteobacteria
(Fig. 6.11).
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Fig. 6.11. Composicion de las familias de Proteobacteria en muestras de materia fecal de algunos

partipantes (16 de 43) recolectadas antes y después del consumo del yogur.

Las modificaciones observadas en la mejora de sintomas/sindromes gastrointestinales y de
algunos pardmetros sanguineos (aumento del recuento de glébulos rojos, hematocrito,
hemoglobina, colesterol HDL, y disminucién del recuento de glébulos blancos), podrian
atribuirse a los ligeros cambios observados en la composicion de la microbiota y a la produccién
de metabolitos microbianos en el intestino. Posiblemente, la ausencia de efectos indeseados
durante este estudio y la mejora efectiva de los sintomas gastrointestinales podrian deberse a la
remocién de gran parte de la lactosa en el yogur y a la presencia de GOS prebidticos (Sharp et al.,

2021). Se ha reportado que los GOS promueven el crecimiento de bacterias beneficiosas, en
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particular productoras de butirato (Wilson y Whelan, 2017). La mejoria de los sintomas
gastrointestinales tras la ingesta de yogur se ha registrado en estudios previos (Hadjimbei et al.,
2022; Watanabe et al., 2018). Un reciente estudio de revisién presenta los posibles mecanismos
subyacentes a este beneficio para la salud (Mukherjee et al., 2024). Algunos indicios del efecto
del consumo de un yogur incrementado en proteinas (5 g/100 g) sobre los niveles de citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6, IFN-g y TNF-a) fueron observados en ratones con obesidad inducida por
la dieta, donde se detect6é una reduccion de dichas citoquinas (en machos en mayor medida que
en hembras). Este efecto antiinflamatorio fue acompafiado por un aumento de los niveles de IL-
10, cuya principal accion bioldgica es controlar la respuesta inflamatoria (Siroli et al., 2021). En
conjunto, los resultados del estudio de Siroli et al. (2021) indicarian una disminucién en
marcadores de inflamacién en ratones con obesidad inducida luego del consumo de yogur.

La asociacién entre la ingesta de yogur y sus beneficios para la salud, especificamente el efecto
en el control del peso corporal, se ha estudiado en numerosos trabajos (Eales et al., 2016; El
Khoury et al., 2014; Hadjimbei et al., 2022; Jacques y Wang, 2014; Khorraminezhad y
Rudkowska, 2021; Panahi y Tremblay, 2016; Thomas et al., 2011; Wang et al., 2021; Watanabe
etal.,, 2018; Zemel et al., 2005), pero los resultados no son concluyentes en cuanto a los
mecanismos que subyacen a estos efectos. Diferencias en la calidad de la dieta entre
paises/regiones y otros factores confundidores como la actividad fisica, el estilo de vida, la
composicién del yogur administrado, el nivel de consumo del yogur, necesitan ser considerados
para establecer una comparacion véalida entre estudios (Jacques y Wang, 2014).

Aunque los mecanismos detrds de estos hallazgos son poco claros, la evidencia sugiere que
cambios en la microbiota, y, en consecuencia, en la produccién de metabolitos intestinales podrian
influenciar en el peso corporal. En primer lugar, el yogur tiene un rol en el control del apetito, ya
que puede reemplazar a alimentos menos saludables. Su contenido de nutrientes especificos como
las proteinas y el calcio, las caracteristicas estructurales y texturales de su matriz y el hecho de
contener microorganismos vivos también respaldarian este efecto. Las principales hipotesis
propuestas para explicar el efecto de la saciedad provocada por el yogur justamente coinciden en
la ralentizacion del vaciado géstrico por las proteinas contenidas en el yogur y la forma en que
éstas se encuentran (medio dcido, conformando una estructura semisélida, con mayor consistencia
y viscosidad que la leche de partida), y la induccién de hormonas y péptidos relacionados con la
saciedad (Yanni et al., 2021). Sin embargo, la mayoria de los trabajos mencionados estudian el
efecto de yogur con contenido regular de proteinas (3,3-4 g/100 g), por lo que se necesita mayor
evidencia sobre el efecto de yogures incrementados en proteinas, sobre todo en cuanto al efecto
de su consumo a largo plazo (Khorraminezhad y Rudkowska, 2021; Wang et al., 2021).

Es importante considerar que el presente estudio conté con algunas limitaciones. En primer
lugar, fue un estudio de una sola rama, por lo que no se conté con un grupo control, limitando la

comparacién de resultados. La decisiéon de adoptar un disefio de este tipo se debid a la gran
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dificultad que se presentd a la hora de reclutar participantes por los numerosos criterios de
inclusidn/exclusion. A esto se suma la falta de costumbre de nuestra sociedad de participar en
estudios de este tipo. También se podrian haber incluido mas puntos de muestreo de sangre y
materia fecal, durante y en un periodo post administracién de yogur, o plantear una mayor
duracién de la administracion de yogur para obtener una mejor perspectiva de la estabilidad de
los pardmetros medidos y los cambios inducidos por la intervencién. Sin embargo, esto no fue
posible por el presupuesto limitado con el que se contaba. Una actividad pendiente que no se pudo
realizar al momento del estudio, es analizar la concentracién de dcidos grasos de cadena corta
(butirato, acetato y propionato) en las muestras de materia fecal para evaluar, de manera indirecta,
el impacto de la intervencién en los productores de butirato.

A pesar de las limitaciones, también es importante resaltar las fortalezas de este estudio. Fue
el primer estudio en humanos realizado en el INLAIN, y el primero de su tipo en la regién.
Ademds, nos permiti6 estudiar el efecto de un producto desarrollado en el instituto en el marco
de esta tesis. Por otra parte, el estudio de la composicién de la microbiota de individuos con
sobrepeso contribuye en la expansion de los datos reportados a la fecha para nuestra regién. Como
ya se menciond, los estudios de administracién de yogures incrementados en proteinas son
escasos, constituyendo una contribucién de interés que permite vincular el desarrollo tecnoldgico

y sus implicancias en la salud de una poblacién.

3. Conclusiones

La administraciéon de un yogur incrementado en proteinas, parcialmente descremado y
reducido en lactosa, y con GOS, desarrollado en esta tesis, durante 4 semanas a un grupo de
individuos con sobrepeso de la ciudad de Santa Fe (Argentina), mostré modificaciones en ciertos
parametros sanguineos (aumento del recuento de glébulos rojos, hematocrito, hemoglobina y
colesterol HDL, y disminucién del recuento de glébulos blancos), y se detectaron diferencias
menores en la composicién de la microbiota intestinal. El dato mas relevante de este estudio fue
la mejora de los sintomas y sindromes gastrointestinales percibida por los participantes. Este
aspecto fue destacado por ellos como una mejora en su sensacion de bienestar.

El yogur es un alimento rico en nutrientes y facil de digerir que contiene microorganismos
vivos, y que es elegido por muchas personas. Es facil de introducir en la mayoria de las dietas y
su consumo puede limitar la ingesta de alimentos menos saludables, contribuyendo

potencialmente a mejorar la salud publica.
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En los tdltimos afos se ha registrado una tendencia marcada hacia el consumo de yogures con
funcionalidad incrementada, tales como altos en proteina, reducidos en lactosa y con agregado de
fibras (algunas reconocidas como prebidticas), entre otros. A lo largo de esta tesis se logrd
desarrollar una serie de formulaciones de yogur incrementado en proteinas (>5,6 g/100 g),
parcialmente descremados (<1,5 g/100 g), reducidos en lactosa (lactosa residual <30% del
contenido original), y con GOS, utilizando, para incrementar el contenido proteico, diversos
ingredientes lacteos (leche en polvo descremada, concentrados de proteinas de suero al 35% y al
80%, proteinas de suero microparticuladas, aislado de proteinas de suero de leche, concentrado
de proteinas de leche al 70%) y tecnologias de membrana para la concentracion de la leche (UF).
Esta Tesis abordé desde la optimizacion tecnoldgica, nutricional y estructural de los productos
incrementados en proteina a escala laboratorio (desde 6,3 hasta 7,8 g/100 g de proteina), hasta el
escalado, aspectos de calidad sensorial, y el estudio de la funcionalidad de uno de los productos
formulados, mediante un estudio clinico en humanos. De esta manera, se alcanz6 un enfoque
integral de la problematica.

Inicialmente, en el Capitulo 1, el uso de concentrado de proteinas de suero (WPC35) y
proteinas de suero microparticuladas (MWP) en la formulacién de la leche base, y un fermento
comercial cldsico para yogur (compuesto por Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
delbruekii subsp. bulgaricus), permitié obtener yogures parcialmente descremados (<1,5 g/100 g
de grasa) con aspectos fisicoquimicos y microbioldgicos aceptables (recuento de BAL totales de
108 ufc/g) y un contenido proteico de 7,0-7,8 g/100 g, 5,1-6,6 g/100 g de lactosa y 161,5-168,2
mg/100 g de calcio. Se observé que las diferencias en la micro y macroestructura, asi como en los
perfiles de fermentacién, formacion del gel y perfil de compuestos voldtiles, estuvieron
influenciadas por las distintas caracteristicas de las proteinas de suero utilizadas, mas que por la
concentracién de cada una o la relacién CN:WP (2:1y 1,5:1).

En el Capitulo 2, la inclusién de concentrado de proteinas de leche (MPC70) y concentrados
de proteinas de suero al 35 y al 80% (WPC35 y WPCS80, respectivamente) y proteina de suero
microparticulada (MWP) en la formulacién de la leche base (obteniendo dos relaciones CN:WP
-2:1y 1,5:1- que se compararon con un control de 4:1), utilizando el mismo fermento que en el
Capitulo 1, permiti6 alcanzar niveles de proteina atin mas elevados (7,3-7,7 g/100 g) y reducir
significativamente el contenido de lactosa (2,5-4,5 g/100 g), como también obtener mayores
niveles de calcio (173,6-209,5 mg/100 g) respecto a lo alcanzado en el Capitulo 1. Se confirmé
que la eleccién de los ingredientes impacta fuertemente en la viscosidad, formacién y estructura
del gel, y en los niveles presentes de algunos compuestos volatiles (como acetaldehido, diacetilo,
acetoina y la mayoria de los 4cidos). Microbiol6gicamente, los productos cumplieron con los
requerimientos de la normativa: el recuento de Streptococcus thermophilus fue >10° ufc/g y el de
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus >10° ufc/g. También se estudié el comportamiento

reolégico en condiciones orales simuladas, lo que podria relacionarse con la capacidad saciante
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del producto, encontrdndose diferencias segin el ingrediente empleado y no por la relacién
CN:WP en las condiciones estudiadas. El yogur que contenia WPC80 result6 el de mayor
capacidad saciante potencial. Si bien se obtuvieron yogures con menor contenido de lactosa
respecto a las primeras experiencias, el alto costo y la disponibilidad limitada de estos ingredientes
en Argentina motivoé la exploracion de alternativas mds accesibles.

En el Capitulo 3, se evalué el empleo de retentado de leche obtenido por UF, tecnologia que
dispone la industria lactea argentina, junto con aislado de proteinas de suero de leche (mWPI) en
la formulacién de la leche base, y el uso de distintos fermentos (dos de ellos con Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, y uno de ellos conteniendo ademads
cepas potencialmente probidticas de las familias Bifidobaterium, Lactobacillus acidophilus y
Lacticaseibacillus paracasei). Se obtuvieron yogures con 7,3 g/100 g de proteina, 3,3 g/100 g de
lactosa y 217,6 mg/100 g de calcio, que tuvieron una matriz mds densa, mayor viscosidad
evaluada en condiciones orales y menor permeabilidad, lo cual se relacioné con una mayor
capacidad saciante potencial, en comparacién a un yogur con contenido tradicional de proteina
(3,2 g/100 g) y los mismos fermentos mencionados. Asimismo, se evidencié que el efecto
combinado del fermento y el nivel proteico afect6 la formacién del gel durante la fermentacion.
Ademds, la aplicacién o no de agitacion (simulando las tecnologias de yogur batido y firme,
respectivamente) impactaron directamente en la estructura final del yogur, y en la potencial
capacidad saciante.

En el Capitulo 4, se mejor6 el perfil nutricional del yogur mediante la adicién de un
ingrediente de fibra de zanahoria y el uso de una B-galactosidasa, para disminuir el contenido de
lactosa residual en el yogur, dado que en la formulacién de la leche base se emplearon ingredientes
con alto contenido de lactosa (SMP y WPC35). Los yogures tuvieron 6,3 g/100 g de proteina y
1,5 g/100 g de lactosa (80% de reduccion respecto a la leche base). También ocurri6 la formacion
simultdnea de GOS (1 g/100 g). El efecto combinado de la presencia de fibra y enzima impactd
en alguna medida el perfil de compuestos voldtiles. En general, se hallaron diferencias
cuantitativas en el acetaldehido, nonanal, diacetilo y otras cetonas, dcidos butanoico, heptanoico
y nonanoico. A pesar de que los grupos quimicos de compuestos voldtiles no se diferenciaron
estadisticamente entre los yogures, el yogur con agregado de fibra presentd predominancia de
cetonas a diferencia del resto de los productos, donde el grupo de los dcidos mostré mayores
niveles. El agregado de la fibra produjo una mejora de la capacidad de retencién de agua, firmeza
y viscosidad aparente. Estos atributos potencian el valor funcional del producto, especialmente
en el contexto de la salud gastrointestinal y la sensacion de saciedad.

Posteriormente, y teniendo en cuenta que el objetivo final era obtener un producto en cantidad
suficiente para ser destinado al estudio en humanos, es que se realizé una etapa de validacion de
los resultados a escala piloto. En la seleccion del prototipo de yogur para dicho estudio se tuvo en

cuenta la disponibilidad y costo de las materias primas e ingredientes (destacdndose la relacion
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costo-calidad como un factor importante en la eleccién) y la disponibilidad de las instalaciones y
equipamiento (Capitulo 5). A pesar de algunas diferencias halladas en el perfil de compuestos
volatiles (en acetaldehido, hexanal, nonanal, 2-propanona, 2-pentanona, 2-hexanona, 2-octanona,
acido acético y ésteres etilicos) y de algunos pardmetros estructurales (CRA y microestructura),
en el yogur a escala piloto respecto a los resultados a escala laboratorio, se obtuvo un yogur
aceptable desde el punto de vista sensorial y que cumplia los requisitos microbioldgicos y
fisicoquimicos establecidos en la legislacién. De hecho, en el andlisis sensorial con panel
entrenado, los atributos brillo, consistencia, uniformidad y cremosidad fueron valorados con un
puntaje elevado; ademds, el andlisis sensorial con consumidores mostrd una alta intencién de
compray un nivel de agrado en torno a “Me gusta moderadamente’. Los resultados en su conjunto
demostraron la viabilidad de utilizar esta formulacién de yogur y el protocolo de elaboracién a
escala piloto para producirlo en cantidad suficiente para el estudio clinico en humanos.

Finalmente, en el Capitulo 6, se evalué la funcionalidad del yogur con 6,3 g/100 g de proteina,
1,4 ¢/100 g de grasa, 1,6 g/100 g de lactosa y 1,1 g/100 g de GOS, en personas con sobrepeso de
la Ciudad de Santa Fe. Se demostré que el consumo a lo largo de cuatro semanas consecutivas
tuvo efectos beneficiosos sobre algunos pardmetros bioquimicos, con una mejora significativa de
sintomas y sindromes gastrointestinales (principalmente en mujeres), y modificaciones en la
composicién de la microbiota intestinal (asociadas a las familias bacterianas de productores de
butirato) en algunos individuos. Estos hallazgos podrian haberse correlacionado con el anélisis de
dcidos de cadena corta en la materia fecal de los participantes. Sin embargo, los mismos no
pudieron llevarse a cabo. Es de destacar que los resultados contribuyen a enriquecer la
informacién disponible sobre la composicién de la microbiota intestinal de esta poblacidn, para
la cual no hay datos reportados. Estas observaciones refuerzan el potencial del yogur como
alimento funcional, accesible y con impacto positivo en la salud publica.

En sintesis, esta Tesis aporta valiosa informacién y resultados inéditos, y demuestra la
factibilidad del desarrollo de un alimento innovador para el mercado argentino, con alto valor
nutricional y funcional, con caracteristicas microbioldgicas y fisicoquimicas que cumplen con los
aspectos normativos (acidez titulable <150 °D, altos recuentos de bacterias lacticas viables y
ausencia de coliformes, mohos y levaduras) y con una calidad sensorial aceptable para un
producto de este tipo, adaptado a las necesidades y demandas actuales del consumidor. Los
hallazgos abren nuevas posibilidades para la produccién local de yogur incrementado en proteina,
con menor contenido de lactosa, formulados con ingredientes mds disponibles y econdémicos, y
con aplicaciones potenciales en un contexto poblacional con tendencia al aumento de condiciones

de salud como el sobrepeso y la obesidad.
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Introduccion

Los alimentos fermentados se definen como alimentos obtenidos mediante el crecimiento
microbiano deseado y las conversiones enzimdticas de los componentes alimentarios (Marco et
al., 2021). Dentro de los alimentos fermentados, el yogur es uno de los mds consumidos
(Brodziak et al., 2020). En Argentina, la comercializacién de yogur represent6 el 15% del total
en 2021 (OCLA, 2021). El yogur se obtiene por la fermentacion controlada de la leche con dos
bacterias especificas que se desarrollan de forma simbidtica: Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. La incorporacién de yogur en la dieta provee
numerosos nutrientes, entre ellos, proteinas de alto valor biolégico y minerales como calcio y
fosforo, ademds del aporte de microorganismos viables que puede tener efectos benéficos en la
composicién y funcién de la microbiota y en la fisiologia del consumidor (Marco et al., 2017;
Melini et al., 2019).

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos (bacterias, levaduras, mohos,
arqueas, virus y protozoarios) que colonizan las superficies externas (piel, ojos) e internas (tracto
gastrointestinal, vagina, drbol respiratorio). En particular la microbiota intestinal es la mds
relevante en términos de diversidad y abundancia de especies microbianas, y por las funciones
que ejerce sobre el organismo. Constituye una primera barrera fisica de defensa contra antigenos
y patégenos alimentarios, pero ademds se encuentra en intimo contacto con el sistema
inmunolégico intestinal, donde residen mds del 70% de las células con funcién inmunolégica de
nuestro cuerpo.

En los tltimos afios ha cobrado relevancia el aumento del contenido proteico en yogur (ej.
yogur estilo Griego) y su utilizacién como matriz para vehiculizar compuestos bioactivos y
microorganismos con efectos benéficos para la salud (Corbo et al., 2014). Particularmente, las
proteinas lacteas han demostrado la capacidad de inducir saciedad al consumidor, lo cual en
combinacién con una reduccién del contenido graso y de carbohidratos, resulta apropiado en la
formulacién de productos con baja densidad energética y alto poder saciante (Tremblay et al.,
2015). Ademats, las proteinas lacteas tienen la capacidad de aumentar la cantidad y variedad de
aminoécidos plasmaéticos y de desencadenar la sintesis de proteinas musculares (Jorgensen et al.,
2019). Por su parte, se ha reportado que aproximadamente el 70% de la poblacién mundial
presenta dificultades para digerir y absorber la lactosa (aziicar de la leche), por lo que el consumo
de yogur reducido en este azicar resultaria beneficioso para contrarrestar los inconvenientes que
presentan los intolerantes a la lactosa (distensién abdominal, problemas gastrointestinales, etc.)
(Vénica et al., 2016). Debe tenerse en cuenta que los productos lacteos como el yogur son una
fuente importante de calcio y fésforo, contribuyendo mayoritariamente a la ingesta diaria

recomendada. Existe evidencia de una asociacién inversa entre la ingesta de calcio con la
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obesidad, el colesterol total y la presiéon sanguinea (Barba y Russo, 2006; van Mierlo et al., 2006;
Torres et al., 2011).

Segiin la Organizacién Mundial de la Salud, el sobrepeso y la obesidad se definen como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. La causa
fundamental de ambas condiciones es un desequilibrio energético entre las calorias consumidas
y las gastadas, desencadenado por un aumento en la ingesta de alimentos de alto contenido
caldrico ricos en grasa y un descenso en la actividad fisica vinculado a los patrones laborales
actuales, el acceso a los medios de transporte y la urbanizacion. Las multiples consecuencias de
estas condiciones representan un importante factor de riesgo de enfermedades no transmisibles
como enfermedades cardiovasculares, diabetes, trastornos del sistema locomotor y algunos tipos
de cancer (OMS, 2021). En Argentina, segtin datos de la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo
realizada en 2013, el porcentaje de poblacién que presentaba sobrepeso y obesidad alcanzaba el
57,9%, mostrando un aumento del 8,8% desde el 2005 hasta el 2013 (Braga, 2018).

En este contexto, el desarrollo de un yogur incrementado en proteinas lacteas,con el
consecuente aporte de calcio, reducido en contenido graso y en carbohidratos (deslactosado, sin
azlcares agregados) y endulzado con edulcorante natural, stevia, podria ampliar la oferta de
alimentos funcionales que contribuyan a la reduccién del sobrepeso y la obesidad y enfermedades
asociadas. La verificacion de sus propiedades benéficas a través de datos obtenidos mediante un
estudio clinico en humanos resulta de suma relevancia dada la evidencia experimental que
permite establecer relaciones entre los componentes de un alimento funcional y la salud

(AbuMweis et al., 2010).
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Cdédigo del protocolo

Titulo del protocolo

Estudio del efecto de la administracion de un yogur enriquecido con|
proteinas en la composicion de la microbiota intestinal y parametros
metabdlicos en adultos con sobrepeso

Objetivos del estudio

Primario: estudiar el impacto del consumo del producto sobre la
composicion de la microbiota intestinal en humanos.

Secundarios:

estudiar el efecto del consumo del producto sobre pardmetros
sanguineos relacionados a desérdenes metabdlicos en cuadros de|
sobrepeso.

determinar el impacto del producto en el disconfort abdominal
seglin una encuesta validada en espafiol (escalade evaluacién de
sintomas gastrointestinales, GSRS, por sus

siglas en inglés).

Disefio del estudio

Este estudio es una investigacién prospectiva, aleatorizada, de una|
rama, longitudinal, de 30 dias de duracién, con evaluador ciego de Ia|
eficacia. Las mediciones se realizardn al inicio y al finaldel estudio.
Los 45 sujetos en total serdn voluntarios seleccionados en funcién
de los criterios indicados a continuacion:

El alimento en estudio (yogur enriquecido en proteinas, reducido en
grasas y en lactosa, natural, endulzado con el edulcorante natural
stevia), serd elaborado en la planta piloto de la Escuela Técnica N°
298 Don Miguel Manfredi (Franck, Santa Fe), la cual cuenta con la
habilitacién sanitaria de la ASSAL. Serd trasladado al INLAIN en
un transporte refrigerado habilitado para el traslado de alimentos y
se mantendra en condiciones de refrigeracién hasta su consumo.

El alimento en estudio (120-150g) se consumird una vez por dia (de
lunes a viernes) y se suministrard en el INLAIN.

En el dia O y 30 se analizardn los parametros sanguineos y la
composicion de la microbiota intestinal,semanalmente se evaluarin
los sintomas digestivos (la primera vezacompafiado de un médico
del equipo y las 4 veces restantes mediante un formulario on line
de Google forms enviado por whatsapp).

Criterios de elegibilidad

Sujetos de 18 a 65 afios de edad de ambos sexos.

Deben presentar IMC de 25-29,9 (sobrepeso grado [ 'y II).
Deben ser omnivoros.

Deben consumir lacteos regularmente.

Criterios de exclusion

Tratamientos con farmacos antimicrobianos en los tltimos 30 dias|
previos al estudio.

Dieta vegana o vegetariana.

Intolerancias alimentarias (incluida intolerancia a la lactosa),
restricciones o reacciones adversas a los productos lacteos.
Enfermedades crénicas (diabetes mellitus, hipo/hipertiroidismo,
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enfermedades autoinmunes u oncolégicas) y otras enfermedades o
condiciones que por criterio médico, se considere que puedan afectar
la funcién gastrointestinal e intervenir como factores|
potencialmente confundidores en la evaluacién de los objetivos del
estudio.

Infecciones agudas o crénicas en curso.

Historial de anemia (menos de 10 de Hb) en los ultimos 6 meses|
previos al comienzo del estudio.

Actividad fisica intensa (m4s de 6 horas por semana).

Consumo de suplementos nutricionales regularmente.

Embarazo o lactancia en curso.

H4bito enolista de jerarquia: no mds de 10 g de alcohol por diaparal
mujeres y 20 g por dia para hombres (mds o menos el equivalente
a 1 vaso de cerveza, 1 copa de vino).

Criterios de evaluacion

Consideraciones bioéticas: el protocolo y el documento de
consentimiento informado seran evaluados por el comité de bioética
de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNL y por el comité de
ética del CCT-CONICET Santa Fe. Se invitard a participar a sujetos
que, a priori, retinan los criterios de inclusién. Se les informara en
qué consiste el estudio y en caso de aceptar participar, se procederd]
a la obtencién del consentimiento informado. Luego, del
consentimiento, se continuardn los exdmenes clinicos para
asegurarse de descartar que ninguno de los criterios de exclusion
esté presente y la persona sea realmente elegible.

[Evaluaciones preliminares

Se concretard una consulta inicial con las personas interesadas en
participar, a cargo de los profesionales de salud del equipo. Se
realizard una entrevista nutricional, anamnesis clinica general y
examen fisico con determinacién de medidas antropométricas
(circunferencia de cintura, peso y talla) orientados a la deteccién de|
posibles causales de exclusion.

Seleccion de participantes: una vez seleccionados, los
participantes serdn convocados y se les explicard como se llevard
adelante el estudio, explicando detalladamente de qué manera deben|
proceder. Esta tarea serd llevada a cabo por el equipo de
investigacion.

Evaluaciones durante el estudio
Durante las visitas para el suministro del yogur, sele preguntard a
los participantes sobre aparicion de algiin efecto indeseable
(nduseas, vomitos, diarrea, constipacién, disconfort o distencién
abdominal)para su registro y eventualmente, control clinico en el
caso de requerirlo y exclusion del estudio si fuera necesario. Se
preguntardsobre la aparicion de cualquier cambio o evento que haya|
notado osentido desde la anterior visita (eventos adversos o no), y

sobre efectos favorables segiin su percepcion.
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Evaluaciones primarias sobre muestras sanguineas y de materia
fecal
Al inicio y finalizacion del estudio, a partir de una muestra de sangre|
venosa entera (10 mL):
Hemograma

Glucemia en ayunas
Insulinemia en ayunas
Colesterol total

Colesterol HDL

Triglicéridos en ayunas
Proteina C reactiva cuantitativa
Con estos datos se procederd a calcular el LDLc y con la
insulinemia, el HOMA-IR, de acuerdo a las férmulas
correspondientes. Estos andlisis se realizardn en un laboratorio de
andlisis clinicos habilitado de la ciudad de Santa Fe. Los andlisis
serdn indicados por el profesional de salud del equipo en una visita|
donde se analizaran los criterios de inclusién/exclusion. Ni la visita
médica ni los analisis tendran costo para los participantes.

Al inicio y finalizacién del estudio se solicitard una muestra de|
materia fecal (que se conservard a -70°C hasta el momento del
andlisis) para el estudio de la composicién de la microbiota intestinal
por secuenciacion masiva del gen 16s rADN. Estos anilisis se
realizaran en la Unidad de Gendmica del INTA de Castelar (Buenos
Aires); las muestras de ADN serdn trasladadas bajo refrigeracion.
El andlisis no tendra costo para los participantes.

Evaluacion de la aparicion de sintomas digestivos de disconfort
abdominal: semanalmente los participantes deberan responder el
cuestionario GSRS sobre sintomas digestivos provisto por el
evaluador ciego de eficacia (la primera vez acompafado de un
médico del equipo y las 4 veces restantes mediante un formulario on
line de Google forms enviado por whatsapp).

Tamafio de muestra

Dado que se trata de un primer trabajo de caracter exploratorio, el
tamafio de la muestra (madximos de 45 personas) se estimé de
acuerdo a trabajos previos y a las posibilidades operativas y
econémicas del grupo de investigacion.

En trabajos previos, la cantidad de personas que participaron por
grupo fueron:

24 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32994487/)

30 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29453751/)

14 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28558854/)

11 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27133564/)

15 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18077045/)

11 (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.eov/17927751/)
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Tratamiento del estudio [Yogur enriquecido en proteinas, reducido en grasas y en lactosa,
natural, endulzado con stevia, elaborado en el marco de un Proyecto
de Unidades Ejecutoras- CONICET (N°22920160100023, Res. N°
D4119/2016); 120-150 g/dia, de lunes a viernes, durante 4 semanas.

INUmero de sujetos 45 sujetos seleccionados de manera no probabilistica, por
conveniencia, de ambos sexos, de entre 18 y 65 afios.

Duracién de la|Hasta un maximo de 8 semanas: 2 semanas de seleccion seguidas de
participaciéon un periodo de tratamiento de 4 semanas y un seguimiento
de los pacientes ((telefénico, virtual) posterior de 2 semanas.
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Composicion detallada del producto en estudio:

Proteinas 6,8 %
Grasa 1-1,5%
Hidratos de Carbono 3-4,5%
Lactosa 1-1,5%
Glucosa + Galactosa 2-3%

La elaboracién del yogur consistird de los siguientes pasos:

e Preparacion de la leche base: adicion, a la leche fluida parcialmente descremada
estandarizada (1,5% de materia grasa), de los ingredientes l4cteos en polvo: leche
enpolvo descremada, concentrados de proteinas de suero (WPC 40), y pectina (en
polvo), Tratamiento térmico (85 °C durante 20 min),

e Enfriamiento hasta 42 °C,

e Agregado de la enzima B-galactosidasa e inoculacién con el fermento de yogur

(dosisrecomendada por el fabricante, para alcanzar 109 UFC/mL de leche),

e Mantenimiento de la mezcla a 42 + 0,5°C, hasta alcanzar un pH 4,75 (5§ h,
aproximadamente),

e Enfriamiento bajo suave agitacién, hasta alcanzar una temperatura de 25 °C, y
adiciondel edulcorante natural,

e Envasado en potes (100-120 g) y sellado hermético con tapa de aluminio

termosellable, Almacenamiento refrigerado (< 10°C).

Consideraciones de bioseguridad: las muestras de yogur serdn envasadas inmediatamente
después de su elaboracién, en el lugar de elaboracién (Escuela Técnica N° 298 Don Miguel
Manfredi, Franck, Santa Fe) en envases para yogur grado alimentario,selladas herméticamente
con tapa de aluminio y mantenidas en cdmara fria (6°C) hasta su traslado a la ciudad de Santa
Fe. La Escuela posee la habilitacion de la ASSAL (Agencia Santafesina de Seguridad
Alimentaria) como planta elaboradora de alimentos. Las muestras serdn trasladadas al INLAIN
mediante un transporte habilitado para el transporte de productos licteos (refrigerado). Las
mismas se almacenardn (6°C) en dependencias del INLAIN en una heladera vertical (tipo visor)

destinada exclusivamente para este estudio.

Metodologia de visita médica: la visita médica de screening se realizard en una sala-
consultorio asignada por la Facultadde Ciencias Médicas de la UNL. La misma estard equipada

con balanza, cinta métrica y tensiometro. Se determinardn las medidas antropométricas: peso
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corporal (kg) y talla (cm) utilizando balanza de pesas corredizas con altimetro para adultos
(capacidad de 5 a 150 kg). Con los datos obtenidos se calculard el IMC (peso en kg/talla en cm?)
y se clasificaran los participantes en dos grupos: normal (18.5< IMC <25) y sobrepeso (=25 y
<30). La circunferencia de cintura se determinard empleando una cinta métrica plastica flexible e

inextensible (1 mm de precision).

Muestras de sangre: se tomaran en un laboratorio de andlisis clinicos certificados con
estandares de calidad de la ciudad de Santa Fe a determinar (opciones Analytica, Alkemy), segin
los procedimientos validados en el laboratorio. Cabe destacar que las muestras se tomardn en
sitios acondicionados para la extraccidn, en ayunas, a través de venopuncidn, colocdndose en
tubos estériles (con heparina sédica 0 EDTA 10% seguin corresponda). Se separard parte de la
muestra para hemograma y una segunda alicuotaserd destinada a las determinaciones
séricas/plasmdticas. Para ello, las muestras serdn centrifugadas a 2500-3000 rpm durante 5 a 10
minutos, permitiendo la extraccion del suero/plasma de la muestra. Se conservardn en freezer de
-20 °C hasta su procesamiento en el mismo laboratorio, no siendo el mismo mads alla de un periodo

de 24 horas desde su obtencion.

Muestra de materia fecal: se le solicitara al participante que realice en su domicilio una toma
de muestra de materia fecal el dia antes de comenzar a consumir el yogur y el dia después de la
dltima toma. Se les proveerd un vaso colector estéril, conteniendo buffer de transporte y la
indicacion de cantidad a tomar. Se solicitara su transporte al INLAIN en el mismo dia de la toma.
Las muestras se conservardn en el INLAIN en un freezer a -70°C. El ADN total bacteriano se
extraera utilizando el kit de extraccién QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania),
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El ADN purificado serd enviado a la Unidad de
Gendmicadel INTA de Castelar para la secuenciacién masiva del gen 16s ADN. El tratamiento
bioinformatico de los datos (curvas de rarefaccion, identificacion de especies, tratamiento

estadistico de datos) se realizara en colaboracion con el Dr. Ariel Amadio del INTA Rafaela.

Bioética: el presente proyecto se realizara cumpliendo las pautas establecidas en las
disposiciones de ANMAT correspondiente a la Guia de buenas pricticas en investigacion clinica
en seres humanos (1490/2007), asi como las Guias de Buenas Practicas Clinicas ICH GCP 6
vigentes en su segunda adenda. A nivel provincial, se enmarcard bajo lo previsto en la Ley 13.937
del Poder Legislativo de Santa Fe, para investigaciones en salud que involucren seres humanos
como sujetos de las mismas.

Se enmarca asi bajo las declaraciones y/o principios éticos para la investigacién con seres
humanos establecidos en el Cédigo de Niiremberg, el Informe Belmont, y la Declaracién de

Helsinki de la Asociaciéon Médica Mundial.
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Se solicitard aval del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLy
del Comité de ética y seguridad del CCT-CONICET Santa Fe. Posteriormente, se procedera a
registrar el estudio en el Comité de Bioética de la Provincia de Santa Fe.

Cabe destacar que todo sujeto que sea potencial de participar en el estudio se le informara
respecto a los objetivos, intervenciones, requerimientos asi como los riesgos de participar en el
mismo. Posteriormente, se procedera a una lectura conjunta del mismo con el profesional de salud
y en caso de que la persona acepte participar, se realizard la firmadel documento. Luego, se le
entregard una copia escrita del consentimiento informado. Sélo participaran del estudio aquellas
personas que manifiesten su voluntad de participar libremente en el estudio y accedan al mismo
mediante firma correspondiente del consentimiento informado. Todos los procedimientos
especificos del estudio se realizardn posteriormente a la firma del consentimiento informado. Con
anterioridad al mismo, tnicamente podrd consultarse a las personas por datos generales que

permitan una primera aproximacion para estimar los criterios de inclusién/exclusion.

Consideraciones de manejo de datos personales: las bases de datos se disefiardn y
completardn asegurando la codificacion de cada paciente de manera que salvaguardar la
confidencialidad de sus datos personales, asi como del resto de la informacién clinica y
epidemioldgica. S6lo tendrdn acceso a la informacién de la codificacion los profesionales de la
salud a cargo del seguimiento de los pacientes y las personas miembro del equipo de
investigacién especificamente autorizadas para contribuir con la carga de datos, con la
capacitacion requerida. Estos mismos recaudos serdn tomados para el manejo de las muestras

bioldgicas correspondientes a cada paciente.

Analisis estadistico: La base datos se configurard en planilla de cdlculo de Microsoft Excel,
generando graficos y andlisis estadisticos requeridos con GraphPad 5.03(GraphPad Software,
EE. UU.). La distribucién de las variables cuantitativas se evaluard mediante histograma de
distribucién de frecuencias y las pruebas de Schapiro Wilks o Kolmogorov Smirnov, segin el
tamafio muestral. Las variables continuas distribuidas de forma paramétrica se expresardan como
media y desvio estdndar (£ DE). Para comparacién de medias provenientes de muestras
independientes, se empleard la prueba T de Student para muestras no apareadas o ANOVA de
una via segun el caso, seguido de prueba post hoc para identificar la diferencia intragrupos. Para
las variables con distribucidn no paramétrica, los valores se expresaron como mediana e intervalo
intercuartil (p25-p75). Para realizar comparaciones entre grupos, se empleardn las pruebas U de
Mann Whitneyo Kruskall Wallis segiin correspondiere al nimero de categorias. En el caso de
emplear Kruskall Wallis, se utilizard el post test de Dunn para comparaciones multiples entre
grupos seleccionados. Se determinard el coeficiente de correlacién de Pearson o Spearman y R2

ajustado para estimar la asociacién entre dos variables cuantitativas. Se utilizardn porcentajes y
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recuentos absolutos para la cuantificacién de frecuencia en categorias y pruebas 2 o exacta de
Fisher para analizar la relacion entre dos variables categdricas (pruebas de independencia),
incorporandose coeficientes de contingencia cuando se trate de mds de dos categorias en alguna

de las variables. Se considerard un nivel a de 0.05 para todas las pruebas estadisticas a dos colas.

Financiamiento: todos los gastos derivados de este protocolo serdn cubiertos por el Proyecto
de Unidades Ejecutoras (PUE) de CONICET. Titulo: “Desarrollo de una bebida lactea fermentada
multifuncional para contribuir a las estrategias contra la globesidad”, N° °: 22920160100023,
Res. D4119/2016.
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CUESTIONARIO PARA LA EVALUACION DE SINTOMAS
GASTROINTESTINALES (GSRS)

Este cuestionario se refiere a cémo se ha encontrado Ud. durante la #ltima semana

Ninguna Molestias Molestias Molestias Molestias Molestias Molestias
molestia insignificantes ligeras moderadas bastante fuertes muy

en fuertes fuertes
absoluto

1-¢Ha tenido dolor
o malestar 0 1 2 3 4 5 6
en la parte alta del
abdomen oen la
boca del
estdmago?

2-;Hatenido ardor
de estdmago? 0 1 2 3 4 5 6
(sensacion
desagradable de
quemazon en el
pecho)

3-;Ha tenido
reflujo dcido? 0 1 2 3 4 5 6
(subida
de pequeiias
cantidades de 4cido
desde el estémago
a la garganta)

4-;Ha tenido
sensacion de 0 1 2 3 4 5 6
hambre?
(Necesidad de
comer entre
comidas)

5-¢Ha tenido
nduseas? 0 1 2 3 4 5 6
(sensacion previa a
las arcadas y a los
vOmitos)

6-;Le han estado
molestando los 0 1 2 3 4 5 6
ruidos en el
estémago?
(vibracioneso
sonidos en su
estémago)

7-¢Ha sentido el

estémago 0 1 2 3 4 5 6

hinchado?(gases en
el estbmago)

8-;Ha tenido
ERUCTOS? 0 1 2 3 4 5 6
(Expulsiénde aire
por la boca, que se
asocia a
menudo con una
sensacion de
alivio)

9-;Ha tenido
FLATULENCIAS? 0 1 2 3 4 5 6
(Necesidad de
soltar gases, que se
asocia con una
sensacion de
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alivio)

10-;Ha estado
CONSTIPADO?
(ir de cuerpo con
menor frecuencia

que lo habitual)

11-;Ha tenido
DIARREA?
(Aumento
excesivo en la
frecuencia de las
hecesliquidas)

12-;Ha tenido
deposiciones
blandas?
(Molestias que
haya podido sentir
acausa de las
deposiciones
blandas)

13-;Ha tenido
deposiciones
duras?
(Molestias que
haya podido sentir
acausa de las
deposiciones
duras)

14-;Ha tenido una
necesidad urgente
de ir de cuerpo?
(necesidad
repentinade ir al
bafio, con
sensacién de “no
poder aguantar
mas”

15-Al evacuar {Ha
tenido lasensacion
de no haber
terminado
completamente
de ir de cuerpo?
(esto a pesar de
haberse esforzado)
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Anexo 6.2

ESTUDIO DE INVESTIGACION

TITULO: Estudio del efecto de la administracion de un yogur enriquecido con
proteinas en la composicion de la microbiota intestinal y pardmetros metabélicos en

adultos con sobrepeso.

INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE

Introduccion

La microbiota intestinal, antes denominada flora intestinal, es el conjunto de
microorganismos que se hospedan en nuestro intestino, y desde donde llevan a cabo
numerosas funciones importantes para nuestra salud, como la digestiéon de la fibra de los
alimentos, la produccién de vitaminas y neurotrasmisores, la estimulacién del sistema
inmune, la prevencion de infecciones intestinales y la regulacién de numerosas funciones
metabdlicas, entre otras.

El yogur es un alimento fermentado milenario, producido actualmente mediante la
fermentacion de la leche con dos bacterias especificas, denominadas Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus. Estudios previos llevados adelante en otros lugares
del mundo sugieren que el consumo sostenido de yogur podria tener un impacto positivo en la
composicion de la microbiota intestinal (aumento de la diversidad microbiana, aumento de
especies bacterianas intestinales benéficas, disminucién de microorganismos potencialmente
patdégenos) y en parametros sanguineos indicadores del metabolismo (glucemia, insulinemia,
colesterol, triglicéridos, proteina C reactiva). Sin embargo, los estudios de los efectos del
consumo de yogursobre la microbiota intestinal y los pardmetros sanguineos de personas con
sobrepeso son atin escasos. Por otro lado, la composicién de la microbiota intestinal varia
segun laregion geografica que se considere, debido a los diferentes patrones alimentarios que
se siguen en las diferentes partes del mundo, por lo que se carece de datos de como es la
composicién de la microbiota intestinal en personas con sobrepeso en Argentina, y cudl es el
efecto del consumo de yogur en esta poblacion.

En este contexto, se lo invita a Ud. a participar de manera totalmente voluntaria en el
estudio de investigacién denominado Estudio del efecto de la administracion de un yogur
enriquecido con proteinas en la composicion de la microbiota intestinal y pardmetros
metabolicos en adultos con sobrepeso.

Este trabajo tiene tres objetivos:
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Estudiar el efecto del consumo de yogur en la composicién de la microbiota intestinal de

personas con sobrepeso.

Estudiar el efecto del consumo de yogur en pardmetros sanguineos relacionados al

metabolismo de personas con sobrepeso.

Estudiar el efecto del consumo de yogur en sintomas digestivos de personas con

sobrepeso.

.De qué se trata el estudio?

El estudio tiene por objetivo determinar el efecto del consumo, durante 4 semanas, de un yogur
enriquecido en proteinas lacteas en la composicién de la microbiota intestinal (flora
intestinal), en pardmetros sanguineos (glucemia, insulinemia, colesterol, triglicéridos,
proteina C reactiva) y en sintomas digestivos de personas con sobrepeso que residen en la ciudad
de Santa Fe. Por tanto, seria muy valioso poder contar con su participacién en nuestro estudio
para el avance de la ciencia en este tema. La participacién es totalmente voluntaria y
desinteresada, esto quiere decir que Ud. no tiene ninguna obligacion de participar, solo debe
hacerlo si asi lo desea, y no recibird ningin tipo de compensacién econémica por hacerlo.

El yogur que se utilizara en este estudio serd elaborado en la planta piloto de la Escuela
Técnica N° 298 Don Miguel Manfredi de Franck (Santa Fe) y consistird en un yogur natural
(sin agregado de colorantes ni saborizantes), parcialmente descremado, endulzado con stevia
(edulcorante natural) y enriquecido con proteinas lacteas (50% mads de proteinas que un yogur
estandar, para favorecer la saciedad) y reducido en lactosa (azicar naturalmente presente en
la leche). La planta cuenta con la habilitacién sanitaria para la produccién de alimentos de la
ASSAL (Agencia Santafesina de Seguridad Alimentaria).

El protocolo de este estudio fue analizado y aprobado por el comité de ética de la Facultad

de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional del Litoral.

(En qué consistira mi participacion en el estudio?

Su participacién consistird, en una primera instancia, en una entrevista personal de 45
minutos (maximo) con un profesional de salud en la ciudad de Santa Fe (médico parte del
equipo de investigadores), en una sala en la Facultad de Ciencias Médicas (UNL) de la Ciudad
Universitaria deSanta Fe, donde se registrard su peso y altura, entre otros datos. Esta entrevista
serd privada, y se le pedird que conteste con sinceridad preguntas relacionadas al tema de
estudio.

Si es seleccionado para participar, y al aceptar participar, se le solicitard que consuma una

porcién de 120-150 g de yogur por dia, de lunes a viernes, como colacién a media mafiana,
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durante 4 semanas consecutivas. Se le requerirdn dos muestras de sangre y dos muestras de
materia fecal, una antes de comenzar a consumir el yogur y otra luego del dltimo consumo,
es decir, con diferencia de 4 semanas entre muestras. También se le solicitard que complete
un cuestionario de sintomas gastrointestinales al finalizar cada semana. En todas las
instancias, y siempre que lo considere necesario, serd asesorado por los integrantes del grupo
de investigacion.

La toma de muestras para efectuar el andlisis de sangre para evaluar los pardmetros
mencionados anteriormente se realizard en un laboratorio de analisis clinico habilitado,
dentro de la ciudad de Santa Fe. Estos estudios no tendrdn ningun costo para Ud. (totalmente
gratuito).

A todos los participantes se les solicitard el compromiso de no consumir ningin otro alimento
fermentado (yogur, queso, kéfir, kombucha, kimchi, embutidos, pan de masa madre) o
suplementos probidticos o prebidticos, durante 4 semanas consecutivas. Se le invitard a que
concurra al Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, CONICET-UNL), ubicado en la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral (Santiago del Estero
2829, Santa Fe) una vez por semana, en dias y horarios que serdn acordados oportunamente, durante
4 semanas consecutivas, para retirar las porciones de yogur que consumird a lo largo de la
semana (5 porciones de 120-150 g de yogur envasado y refrigerado). Se le solicitard también
una pequeia porciéon de materia fecal, tomada por Ud. en su domicilio en un recipiente
colector estéril que se le entregara con las instrucciones para realizarlo, tantoal inicio como al
final del estudio. Las muestras de materia fecaldeberdn ser entregadas en el INLAIN lo maés
pronto posible luego de la recoleccién. En dichas muestras se analizard la composicién de la

microbiota intestinal.

. Qué sucedera luego con la informacion recolectada?

Toda la informacidn recolectada serd absolutamente confidencial, esto quiere decir que solo
el médico que realizé la entrevista podra acceder a ella y que no se utilizard informacién
personal que pueda identificarlo (ya que los registros se hacen de forma anénima). La
informacién se guardara en lugar seguro y luego sera destruida al cabo de 3 afios de finalizado
el estudio. En pos de la difusidon de los resultados de esta investigacion, es posible que al
terminar el estudio los resultados se presenten en Congresos y que sean publicados en revistas
cientificas. Sin embargo, estas comunicaciones no incluyen en ningin caso datos personales de
los participantes, sino que son datos anénimos. Todos los datos personales de las personas que
participan serdn guardados en forma confidencial y su nombre no serd revelado nunca.
Inclusive en las bases de datos la informacién se carga y procesa en forma codificada, sin

identificacion de nombre y apellido.
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. Qué sucede si no quiero participar en el estudio?
La participacién en esta investigacion es totalmente VOLUNTARIA. Si decide participar,
tiene libertad para retirar su consentimiento y dejar de participar en cualquier momento, sin dar

explicacion alguna y sin perjuicio alguno.

A quién puedo recurrir en caso de dudas?
Podr4 contarse con el profesional médico que le realizé la entrevista para su inclusién en
este estudio (los datos de contacto les seran facilitados en esa instancia) o al investigador

responsable (Dr. Gabriel Vinderola, Email: gvinde@fig.unl.edu.ar, teléfono de linea y

whatsapp: 3426311943. Inclusoantes de dar su consentimiento, puede contactarse para

evacuar dudas que le permitan tomar una decisién respecto a su participacion.

Si deseo participar, ;tendra algin costo para mi colaborar en este estudio?

No, su participacion es gratuita. Ud. no deberd pagar nada por participar en el estudio. Solo
se le solicitara que tenga a bien hacerse cargo de los gastos de traslado a los diferentes lugares
necesarios para su participacion en el estudio, todos dentro de la ciudad de Santa Fe, a saber:
consultorio del médico donde se hara la entrevista, laboratorio de anélisis de sangre, INLAIN,

para el retiro de muestras.

. Qué beneficio puedo obtener por participar del estudio?

Es posible que no se obtenga ningin beneficio directo inmediato percibible de la
participaciénen este estudio, ya que la misma es necesaria en primera instancia para
recolectar informacién. Detodos modos, podrd tener acceso a los resultados de sus andlisis
de sangre. Los resultados de la composicién de la microbiota se analizan y se informan como
grupo (a tiempo cero y luego de 4 semanas), y no a manera individual, por las caracteristicas
del andlisis a realizar, y Ud. contard con dicha informacién. La participacién en este tipo de
estudios tiene una gran componente altruista (procura de un bien comin de forma
desinteresada), y se espera que sea una experiencia enriquecedora para el participante y
reconfortante por el hecho de contribuir al avance dela ciencia. Ademds, su participacién en
el estudio podria resultar beneficiosa para la comunidad, al ayudar a entender mejor el efecto
del consumo de yogur en la microbiota intestinal, en los parametrosintestinales y sintomas
digestivos de personas con sobrepeso, ademads de la satisfaccion de saberseparticipe de un

estudio pionero en la region.
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¢ Cuales son los riesgos de participar en el estudio?

Los efectos adversos de la extraccién de sangre venosa por venopuncion, si se realiza
correctamente y bajo todas las normas de bioseguridad, son pricticamente inexistentes, siendo el
mds comun la posterior presencia de un hematoma (moretén) en el sitio de puncién que se
resuelve habitualmente s6lo. El consumo de un yogur puede ocasionar eventualmente algtin
grado de disconfort abdominal (hinchazén, diarrea, distencién abdominal, gases). Ante la
aparicion de cualquier sintoma de disconfort que usted relacione a su participacién en el
estudio, puede contactarse inmediatamente con el médico responsable de este estudio. Si por
algin motivo Ud. (o su médico de cabecera) decide que prefiere interrumpirlo, Ud. podra
comunicarse para informar su decisién sobre el cese de su participaciéon en el mismo en

cualquier momento

Muchas gracias por considerar participar!!!

CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO e y DN .o manifiesto que he sido
informado de

lo expresado mds arriba y doy mi consentimiento de participar voluntariamente en la
investigacion titulada Estudio del efecto de la administracion de un yogur enriquecido
con proteinas en la composicion de la microbiota intestinal y parametros metabélicos
en adultos con sobrepesoa través de permitir la asignacion al grupo de estudio, asi como
la utilizacion de las muestras extraidas (sangre y materia fecal) con fines exclusivamente

cientificos.

Sé que mis datos personales serdn resguardados y que se puede dejar de participar en

cualguier momento del estudio.

Declaracién de consentimiento del paciente:

1) El médico del estudio o un miembro designado del personal del estudio cuya firma
aparece mds abajo me han informado de palabra y por escrito de los objetivos, los
procedimientos delestudio, los posibles beneficios y los posibles riesgos relacionados
con mi participacién en este estudio de investigacion.

2) He tenido la oportunidad suficiente para considerar si quiero participar en este
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estudio de investigacion.

Me han respondido satisfactoriamente las preguntas que tenia sobre mi
participaciéon en este estudio. Voy a recibir una copia de mi consentimiento
informado firmado.

He comprendido que los resultados del estudio al cual accedo a realizarme permiten
una mejor comprension del efecto del consumo de yogur sobre la composicién de la
microbiota intestinal, los pardmetros sanguineos y los sintomas digestivos de
personas con sobrepeso.

He comprendido que un c6digo numérico exclusivo identificara mi resultado, y mi
nombre nose utilizard en ninguna informacién o actividad de difusién. Cuando
termine el estudio, es posible que los resultados del estudio se utilicen con fines de
formacién académica (presentacidén a congresos o revistas cientificas).

Los estudios que se realizardn son completamente gratuitos y no debo abonar
ninguin costo relacionado al mismo, a excepcién de costear los gastos derivados a
los desplazamientos dentro de la ciudad de Santa Fe con objeto de la toma/entrega

de muestras (sangre, materiafecal) y para acceder al producto yogur.

Entiendo que al participar del estudio se me van a realizar: una entrevista personal,
dos extracciones de sangre por venopuncién, dos entregas de muestra de material
fecal, y responder en cinco oportunidades un cuestionario sobre sintomas digestivos
(la primera vezacompafado de un médico del equipo y las 4 veces restantes
mediante un formulario on linede Google forms enviado por whatsapp), y el
consumo (o no) de un yogur por dia, de lunes aviernes, durante 4 semanas
consecutivas. Los efectos adversos de dicha extraccion de sangre venosa, si se realiza
correctamente y bajo todas las normas de bioseguridad, son practicamente
inexistentes, siendo el mas comun la posterior presencia de un hematoma (moretén)
en el sitio de puncion que se resuelve habitualmente sélo.

Comprendo que los profesionales de salud se contactardn conmigo notificando el
resultado del analisis de sangre.

En ningtdin momento mis datos personales serdn comunicados a terceros. La persona
en conocimiento del resultado de mi prueba sera solo el profesional médico que me
ha atendido.Mis datos personales se tratardn de manera confidencial durante todo
este estudio de investigacion en forma de datos anonimizados (codificados) para los

fines de la investigacion.

10) Accedo a permitir a los expertos responsables asignados por el investigador

principal del estudio, a las autoridades y al comité ético que examinen mis datos
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(codificados) con fines decomprobacién y de control.
11) He comprendido que todos los procedimientos para garantizar mi confidencialidad
cumplen lalegislacién, la normativa y los reglamentos internacionales y nacionales.
12) Con mi firma confirmo que mi participacién en este estudio de investigacion es
totalmente voluntaria. Puedo retirar mi consentimiento para participar en este

estudio de investigacion encualquier momento, sin expresar la razén de tal decision.

Firma y aclaracién Firma del Investigador

DNI:

Datos de contacto del investigador responsable:

Dr. Gabriel Vinderola
Instituto de Lactologia Industrial (CONICET-UNL)
Facultad de Ingenieria Quimica
Universidad Nacional del Litoral

Santiago del Estero 2829, Santa Fe
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