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Resumen y Abstract IX

Resumen

El tratamiento de lactosuero por medio de las tecnologias de filtracién y concentracion
selectiva de componentes ha mostrado ser eficiente y adecuada para el aprovechamiento
y valorizacion de los componentes de este efluente. Los concentrados de proteinas de
lactosuero (WPC) son ingredientes usados por diversos sectores. A nivel de la industria
lactea a partir de los WPC se han desarrollado ingredientes como los microparticulados
de proteinas de lactosuero (MWP), los cuales han sido usados para productos como
postres, helados, yogures y quesos. En los quesos ha ayudado a mejorar las
caracteristicas sensoriales de los productos reducidos en grasa y a aumentar el
rendimiento quesero.

En la primera fase del trabajo (capitulo 1) el objetivo fue concentrar por ultrafiltracion (UF)
las proteinas de lactosuero dulce evaluando condiciones de proceso. Se usG una
membrana de polietersulfona con tamafio molecular de corte de 10 kDa. El efecto del factor
volumétrico de concentracion entre 5y 18 y la presién transmembrana entre 2,5y 5 bar
fueron evaluados sobre el flujo de permeado, coeficiente de retencién y rendimiento de
retencién de la proteina en una metodologia de superficie de respuesta. Se aplic6 ANOVA
de una sola via para el efecto de la filtracién sobre contenido de proteina, sélidos totales,
acidez, pH, lactosa, a-lactoalbumina y R-lactoglobulina. Se encontraron diferencias
significativas en contenido de soélidos totales, proteina total e individual, lactosa, pH y
acidez. El concentrado de proteina de lactosuero fue 18,2% de los sdélidos totales, de los
cuales la proteina representa el 45%.

En la segunda fase (capitulo 2) se evalud la diafiltracion como una metodologia viable para
desmineralizar la leche y su impacto en pardmetros fisicoquimicos de un queso y un
yogurt. Entonces se plante6 estudiar el proceso de desmineralizacion de un concentrado
de proteinas de leche (MPC) por medio de varios ciclos de DF y evaluar el efecto de este
tratamiento sobre las caracteristicas composicionales y texturales de productos
coagulados enzimaticamente y por acidez. EI(MPC) obtenido por ultrafiltracién fue
diafiltrado en dos ciclos, luego el MPC fue usado para elaborar un queso fresco, un yogurt

batido y uno cuchareable. La aplicacion de un ciclo de DF removié el 22,2% de las cenizas
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y 8,12% del calcio, pero no hubo diferencias significativas (P>0,05) con respecto a la
aplicacion de dos ciclos de DF. El queso elaborado utilizando el MPC con uno y dos ciclos
de DF fue menos duro y presentd menor resistencia a la masticacion que el elaborado con
MPC sin DF, y el yogurt cuchareable presentd menor elasticidad debido al menor
contenido de sdlidos totales y calcio, los cuales fueron afectados por la DF. La
desmineralizacién parcial aument6 el tiempo de coagulacion y favorecié la formacion de
geles mas débiles. La DF alcanzé el maximo de desmineralizacion de la leche en un solo
ciclo.

Finalmente, en la tercera fase (capitulo 3) se desarrollaron y optimizaron las condiciones
de obtencién de un MWP adecuado para su inclusion en la elaboracién de queso blanco.
Para la optimizacién del MWP se evaluaron como factores la temperatura y el tiempo del
tratamiento térmico y como variables respuesta el potencial Zeta, tamafio de particula,
color, coeficiente de retencién de proteina y rendimiento quesero por medio de un disefio
de superficie de respuesta con 14 experimentos, de los cuales se obtuvieron unas
condiciones 6ptimas de procesamiento que fueron 93°C por un tiempo de 17 min en
retencién. Con respecto a la inclusién del MWP en el queso blanco, se probaron dos
niveles de inclusion 3% y 5%; y se evalud su impacto sobre caracteristicas de rendimiento
quesero, retencién de la proteina y el perfil de textura con respecto a un queso control que
no fue adicionado con MWP. Se encontré que el 3% de inclusiéon es mas adecuado porque
conservo caracteristicas texturales semejantes a un queso blanco tradicional.

De forma general los resultados obtenidos en esta investigacion constituyen un avance
significativo en el conocimiento sobre la valorizacion de los componentes del lactosuero
dulce, obtenido de la elaboracién de quesos frescos como cuajada, queso blanco y quesito
antioquefio, que en el contexto colombiano aun no hay estrategias claras para la
valorizacién de este coproducto. Particularmente, se obtuvo una caracterizacion del
lactosuero dulce, que luego fue concentrado por ultrafiltracién hasta obtener un WPC 45.
Este WPC fue tratado térmica y fisicamente para desarrollar un MWP que se incluyé
posteriormente en la elaboracion de queso blanco. Como resultado general se obtuvo un
queso blanco con adicion de MWP, con aumento de rendimiento quesero y con mayor
retencién de proteina. Sin embargo, sensorialmente los quesos fueron impactados en
caracteristicas de textura debido a la retencion de humedad generada por las proteinas

del lactosuero.
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Use of sweet whey for the development of a whey protein concentrate
obtained by membrane separation technology and its inclusion in the
production of fresh cheese

Abstract

The filtration and concentration technologies to the whey treatment have been shown to be
efficient to use and valuation of the components of this effluent. whey proteins concentrates
(WPC) are ingredients used by various sectors. The dairy industry has developed
interesting ingredients from WPC like whey proteins microparticulated (MWP), which have
been used in deserts, ice cream yogurt and cheeses fabrication. In the cheeses, the MWP
has helped to improve sensory characteristics in low-fat products and increasing cheese

yield.

In the first stage (chapter 1) the objective of this study was to concentrate sweet whey
proteins by ultrafiltration and to evaluate the process conditions. A polyethersulfone
membrane with molecular weight cut-off of 10 kDa was used. The effect of volumetric
concentration factor between 5 and 18, transmembrane pressure between 2.5 and 5 bar
were evaluated on the permeate flow, protein retention coefficient, and retention yield using
a response surface methodology. One-way ANOVA was applied for filtration effect on
protein content, total solids, acidity, pH, lactose, a-lactalbumin and [-lactoglobulin.
Significant differences were found in total solids content, total and individual protein,
lactose, pH and acidity. Whey protein concentrate had 18.2% of total solids out of which
protein represents 45%.

In the second stage (chapter 2) it was considered studying the MPC demineralization
process with DF and evaluates the effect of this treatment on the compositional and textural
characteristics of enzymatically and acid-coagulated products. The MPC of ultrafiltration
was diafiltered by two cycles, later this MPC was used to make a fresh cheese, a set yogurt
and stirred yogurt. The application of a single DF cycle removed 22.2% of the ashes and
8.12% of the MPC calcium, but no statistically significant differences were present (P>

0.05) between the applications of two DF cycles. The cheeses with MPC undergone to one
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cycle and two cycles of DF were less hard and presented less resistance to chewing, and
the set yogurt showed lower springiness values due a total solids and calcium content, that
was affected by DF. These phenomena increased the coagulation time and the formation
of weaker gels. The DF achieved the maximum milk demineralization in a single cycle.

In the final stage (chapter 3) the conditions for obtaining a suitable MWP for its inclusion in
white cheese production were developed and optimized. For the optimization of MWP were
evaluated the temperature and the heat treatment time as factors and the zeta potential,
particle size, color, protein retention coefficient, and cheese yield as response variables by
means of a response surface design with 14 experiments, from which optimal processing
conditions were obtained which were 93°C for a retention time of 17 minutes. Regarding
the inclusion of the MWP in white cheese, two levels of inclusion 3% and 5% were tested,
and their impact on cheese yield, protein retention and texture profile was evaluated with
respect to a control cheese without MWP addition. 3% cheese was the most adequate
treatment because the textural characteristics are more similar to traditional white cheese.
In general, the results presented in this research constitute a significant advancement of
knowledge about sweet whey valorization obtained from fresh cheeses like the cuajada,
white cheese and quesito antioquefio, which in the Colombian context there aren’t still
strategies to whey solids valorization. sweet whey was characterized, and then it was
concentrated by ultrafiltration technology until obtaining a WPC 45. This WPC was
thermally and physicochemical treated to develop a MWP that was added in white cheese
making. White cheese with MWP had a better yield with higher whey protein retention.
Nevertheless, cheese textural characteristics were affected by the moisture retention

generated by the whey proteins.

Palabras claves: cheese whey; WPC,; ultrafiltration; concentration; microparticulated,

fresh cheese.
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2 Introduccién

Introduccion

Segun la Norma General del Codex para el Queso (Codex Standard, 2013), este
representa uno de los principales productos de la agricultura alrededor del mundo. El
lactosuero es resultado de la precipitacion y remocion de la caseina por diversas
metodologias (Gonzales, 1996), representa entre el 85 al 90% del volumen de la leche
coagulada y contiene alrededor del 55% de sus nutrientes (Sanchez, et al., 2009). El
lactosuero contiene 93% de agua y 7% de sélidos totales, de estos, la lactosa representa
entre 70-72%, las proteinas séricas entre 8-10% y minerales del 12 hasta el 15% (Fuquay,
2011), presentando sobresalientes caracteristicas nutricionales y funcionales (Domingues,
Lima, & Teixeira, 1999).

Por otro lado, este coproducto se considera actualmente como una de las mayores fuentes
de contaminacion organica provocada por la industria lactea (Prazeres, Carvalho, & Rivas,
2012). Por cada kilogramo de queso se obtienen, en promedio, 9 litros de lactosuero, por
este motivo, la industria lactea se cataloga como una de las principales generadoras de
aguas residuales, en términos de carga organica y volumen del efluente (Kushwaha,
Srivastava, & Mall, 2010). La produccién mundial de lactosuero se estima entre 180 a 190
millones de ton/afio, de las cuales se procesa el 50%, por lo tanto 90 millones de ton/afio
son vertidas, principalmente en fuentes acuiferas, alrededor del mundo (Baldasso, Barros,
& Tessaro, 2011; Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012). En Colombia se producen 57000 ton
de queso/afio, equivalentes a 513.000 ton de suero, de los cuales segun datos de Arango
(2005) se vierten sin tratamiento el 80%, equivalente a 410.400 ton. Como subproducto de
la industria lactea, genera problemas al momento de realizar su tratamiento y disposicion
debido a la alta demanda bioquimica de oxigeno (DBO) que varia entre 30000 a 50000
mg/kg como consecuencia de su contenido de materia organica, con presencia de lactosa
y proteinas séricas, con pocas porciones de caseinas y grasa. El vertimiento del lactosuero
en el ambiente genera problemas como exceso en el consumo de oxigeno en cuerpos de
agua, impermeabilizacion, eutrofizacién, toxicidad, entre otros (Prazeres, Carvalho, &
Rivas, 2012).

Por la presion del mercado y normatividad ambiental el desarrollo de tecnologias limpias y
amigables con el ambiente ha tomado gran relevancia para las organizaciones, y es asi

como la industria lactea esta forzada a darle un tratamiento efectivo y eficiente a sus
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efluentes antes de ser dispuestos. El reto estd en encontrar una metodologia que sea
viable y sustentable en términos econdémicos y ambientales, para la re-utilizacion de agua,
depésito de subproductos, manejo de residuos y recuperacion de componentes Utiles para
la industria (Kushwaha, Srivastava, & Mall, 2010)

En el tratamiento del lactosuero se han aplicado précticas tradicionales como son la
fertilizacion de suelos por riego directo, la alimentacion de bovinos y porcinos, y el secado
por aspersion (Cowan y Ritchie et al., 2007). Estés practicas no permiten una valorizacion
significativa de sus componentes. Actualmente, se han desarrollado alternativas
tecnologicas, viables a nivel industrial, que permiten realizar el fraccionamiento de los
componentes principales del lactosuero, sin tratamientos térmicos severos, y que generan
productos de alto valor econémico por sus cualidades nutricionales y funcionales (Fuquay,
2011).

Adicional a las metodologias tradicionales, existen opciones para el manejo de efluentes
de queseria; como la aplicacién de tecnologias de valorizacion recuperando componentes
alto valor, como las proteinas y la lactosa. Otra alternativa son los tratamientos bioldgicos
gue pueden secundar la opcién anterior, por ejemplo hidrolisis de lactosa y proteinas
generando monosacaridos (glucosa y galactosa), péptidos y aminoéacidos,
respectivamente, o las fermentaciones controladas. Adicionalmente, se pueden utilizar los
tratamientos fisico-quimicos como coagulacién-floculacién, ozonizacién, entre otros
(Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012).

Derivado de las tecnologias de fraccionamiento de los componentes del lactosuero se ha
logrado la incorporacion al queso de concentrados de proteinas, principalmente séricas,
permitiendo aumentar el rendimiento quesero y tener un aprovechamiento de la leche mas
integral. Se puede llevar a cabo en su forma nativa o desnaturalizada. Para ser
incorporadas sin desnaturalizacion deben retenerse durante el proceso, y para este fin,

una de las alternativas son los sistemas de separacion por membranas (Hinrichs, 2001)

La tecnologia de separacion por membranas semipermeables es una de las tecnologias
escaladas a nivel industrial. Wang et al., (2020) trabajaron en el aislamiento de lactoferrina
e inmunoglobulinas del lactosuero por medio de la filtracibn combinada con la
electrodialisis. Renhe y Correding (2018) exploraron la estabilidad térmica de los
concentrados de proteinas de leche con base al contenido de proteina obtenida por

microfiltracién y ultrafiltracion. Baldasso, Barros, & Tessaro, (2011) usaron lactosuero de
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gueso Mozzarella para obtener un concentrado de proteinas de alta pureza por medio de
UF y diafiltracion (DF) probando diferentes ciclos y volimenes de agua adicionada en esta
Ultima tecnologia; lactosuero ; Rektor et al. (2004) probaron la MF, UF, NF y Ol en el
fraccionamiento del lactosuero de queso Mozzarella, donde evaluaron la eficiencia en
retencion de proteina, lactosa y microorganismos bajo estas tecnologias; Butylina et al.,
(2006) obtuvieron lactosuero por coagulacion enzimatica, el cual fue prefiltrado antes de
ser tratado con UF y NF, evaluando la perdida de péptidos al realizar la concentracion a
diferentes valores de pH.; Galanakis et al., (2014) debido a la ausencia de investigaciones
sobre la recuperacion de proteinas y azUcares del lactosuero obtenido de la elaboracién
de queso Helloumi propusieron realizar su tratamiento por UF variando condiciones de
trabajo del equipo de filtracion; Tarapata et al., (2022)evaluaron la eficiencia de la filtracion
con lactosuero dulce y acido. Otros autores han usado procesos como la microfiltracion
(MF) (Pereira, Diaz, & Cobos, 2002; Rektor & Vatai, 2004; de Souza, Bergamasco, da
Costa, Feng, Bernardo, & Gimenes, 2010), ultrafiltracion (UF) (Di Giacomo, Del Re, &
Spera, 1996; Domingues, Lima, & Teixeira, 1999; Rektor & Vatai, 2004; Suéarez, Lobo,
Alvarez, Riera, & Alvarez, 2006; Cuartas-Uribe, et al., 2006; Yorgun, Balcioglu, & Saygin,
2008; De Souza,et al., 2010), nanofiltracion (NF) ( Alkhatim,et al., 1998; Cuartas-Uribe, et
al., 2006; Suérez, et al., 2006; Minhalma, Magueijo, et al., 2007; Yorgun, Balcioglu, &
Saygin, 2008) y osmosis inversa (Ol) (Di Giacomo, Del Re, & Spera, 1996; Del Re, Di
Giacomo, Aloisio, & Terreri, 1998; Yorgun, Balcioglu, & Saygin, 2008), para retener y
concentrar las proteinas del lactosuero en rangos que oscilan entre 28-85, 56-81, 87-100
y 94-96%.

Estas proteinas tienen alto valor nutricional, por el contenido de aminoacidos esenciales,
principalmente azufrados (De Wit, 2001), ademés de propiedades funcionales cuando son
usadas como ingredientes en alimentos, principalmente alta solubilidad, absorciéon de

agua, gelatinizacion y capacidad emulsificante (Sgarbieri, 2006).

Por estos motivos el estudio y desarrollo de ingredientes Utiles a partir de un coproducto
como el lactosuero, del cual hay una importante disponibilidad a nivel mundial y nacional,

puede aportar alternativas viables para su valorizacion.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la aplicacion de un concentrado de proteinas séricas, obtenido a partir de
lactosuero dulce utilizando un sistema de ultrafiltracion, como fuente de proteina en la
elaboracion de un queso fresco

Objetivos especificos

Optimizar el sistema de filtraciébn por membranas para obtener un concentrado
proteico a partir del lactosuero dulce de leche en funcion de las variables de
desempefio del sistema de separacién y las propiedades de calidad del producto
final.

Evaluar diferentes niveles de inclusion del concentrado proteico en la elaboracién
de un queso fresco y establecer su comportamiento fisico-quimico, de rendimiento
y textural.

Evaluacién de un concentrado de proteinas de leche parcialmente desmineralizado
en las caracteristicas texturales y composicionales de un yogurt y un queso tipo
burgos






1. Generalidades

1.1. INDUSTRIA LACTEA

1.1.1. Efluentes en la industria lactea.
La industria lactea se divide en diferentes sectores, que estan asociados con la produccion

de aguas residuales contaminantes. Estos efluentes tienen diferentes caracteristicas, de
acuerdo con el producto obtenido (yogurt, qgueso, mantequilla, leche, helado, proteinas,
entre otros). Ademas, el manejo, el clima, condiciones de operacion y los sistemas de
limpieza en el sitio o CIP perfilan las caracteristicas de los efluentes (Pattnaik, et al., 2007).
También, varian en términos de volumen, pH y sélidos suspendidos (Rivas, Prazeres, &
Carvalho, 2011). En general, estos contienen grasa, proteina (caseinas y proteinas
séricas), lactosa, acido lactico, minerales, detergentes y desinfectantes (Vourch, et al.,
2005).

La elaboracion de mantequilla, queso y helado son las actividades que generan mayor
volumen de efluentes en la industria lactea. Las queserias son responsables de tres tipos
de efluentes, principalmente; lactosuero de queso (CW) resultante de la produccién de
este, lactosuero de queso diluido (SCW) resultante del Cottage Cheese 0 quesos donde
se realicen procesos de lavado de la cuajada y aguas residuales de lactosuero (CWW);
gue se definen como aguas de lavado que contienen diferentes fracciones de los anteriores
(Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012).

Los efluentes de la queseria tienen impacto ambiental significativo, por sus caracteristicas
fisico-quimicas, dentro de las cuales se pueden resaltar los minerales (0.46-10%), solidos
suspendidos totales (0.1-22 g/L), pH (3.3-9.0), contenido de fosforo (0.006-0.5 g/L),
nitrégeno total por Kjeldahl (TKN) (0.01-1.7 g/L), carga organica (0.6-102 g/L), esta Ultima
debido principalmente a la lactosa (0.18-60 g/L), proteina (1.4-33.5 g/L) y grasa (0.08-10.58
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g/L), tomando en cuenta que el 99% de los componentes son biodegradables (Erglder, et
al., 2001).

En la ilustracionl se observan las alternativas actuales y tradicionales para el manejo del
CW, siendo este el mayor problema de vertimiento de esta industria lactea por su impacto
ambiental considerable, debido a que presenta una demanda bioquimica de oxigeno
(BOD) a partir de 40.000 mg/kg, constituyendo una carga ecologica altamente
contaminante si es dispuesto como material residual (Rivas, Prazeres, & Carvalho, 2011).

llustracion 1 Alternativas de manejo del lactosuero de queso

Produccién de queso

Valorizacion: I f
. ., . &———| Lactosuero queso =>
Alimentacion animal 2 Aguas
Industria de alimentos 8 de
Produccion de
|=> lavado
Cottaage Cheese

T T
Procesos de Lactosuerode |—=)
concentracion, gueso diluido
secado, hidrolisis, P D
entre otros

Relso

Lactosuerode
leche + Aguas de
lavado

agricola Biodegradacion

aerébicay
][ anaeroébica
V.

Pre- .4 Oxidacion

tratamiento

basico de -'| Humedales

precipitacion

Tomado de (Carvalho, Prazeres, & Rivas, 2013)

Debido a la significativa carga organica, no debe ser descargado al ambiente sin
tratamiento previo, por este motivo se hace necesario recuperar componentes como la
proteinay la lactosa, para valorizar el lactosuero (Yorgun, Balcioglu, & Saygin, 2008). Estos
procesos son importantes para mitigar el impacto ambiental y también, desde el punto de
vista del requerimiento y tratamiento de agua para esta industria (Kushwaha, Srivastava,
& Mall, 2010).
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1.2. LACTOSUERO DE QUESO

El uso de la leche como alimento para humanos es una practica que data antes de la
domesticacion de los animales en la prehistoria, debido a su calidad nutricional natural. El
suero, subproducto resultante de la elaboracion de quesos, no ha recibido mucha atencién
y se ha considerado de poco valor. Sin embargo, HipOcrates describié sus propiedades
saludables en la antigua Grecia. Durante la edad media, era considerado no solo una
medicina, sino también un afrodisiaco (Kosikowski, 1982). Recientemente, se ha
incrementado el interés por sus componentes y la capacidad de concentrarlos
selectivamente, por la calidad nutricional y caracter bioactivo de sus componentes en la

salud humana (Madureira, et al., 2007)

1.2.1. Caracterizacion de lactosuero de queso e implicaciones

ambientales
El lactosuero se puede considerar como un liquido verde-amarillo, resultado de la
precipitacién y remocién de la caseina de la leche en la elaboraciéon de queso (Gonzales,
1996). El color amarillo es causado por la presencia de riboflavina (vitamina B2) (De Wit,
2001). El agua es el principal componente, encontrandose entre el 93-94%, seguido por la
lactosa entre 4.5-6.0%, las proteinas entre el 0.6-1.1%, los minerales 0.8-1.0%, el &cido
lactico entre 0.05-0.9% vy la grasa entre 0.06-0.5% (Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012)

La precipitacion de la caseina se realiza principalmente en la elaboracion de quesos, pero
también en industrias productoras de caseina o derivados de esta, por la aplicaciéon de
enzimas coagulantes. Cuando el pH del lactosuero se encuentra entre 6.5-6.0 se cataloga
como lactosuero dulce. El segundo tipo es el &cido, resultado de procesos de fermentacion
o adicién de acidos organicos 0 minerales para coagular la caseina, elaborando quesos
frescos acidos como el Cottage, Quark, Crema, entre otros (Fuquay, 2011), los cuales
representan un 2.5% del consumo per capita en Colombia (Sepulveda, 2007). La
tecnologia de este tipo de productos se observa en la ilustracion 3. En la Tabla 1 se
comparan composicionalmente, el lactosuero acido y el dulce, notandose variabilidad en
la acidez, contenido de minerales y las proteinas presentes. Estas diferencias tienen un

profundo efecto tecnolégico en su tratamiento (Fuquay, 2011).
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Tabla 1. Composicion del lactosuero &cido y dulce

COMPONENTE
(g/litro) LACTOSUERODULCE | LACTOSUEROACIDO
Solidos totales 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactosa 46,0-52,0 44,0-46,0
Proteina 6,0-10,0 6,0-8,0
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfato 1,0-3,0 2,0-4,5
Acido Léactico 2 6,4
Cloro 1,1 1,1

Tomado de (Fuquay, 2011)

La produccion de quesos a nivel mundial se estima en 20x10° ton/afio, que equivale a una

produccion entre 180x10° a 190x10° ton/afio de suero, de la cual se procesa el 50%,

equivalente a 90x10%(Baldasso, Barros, & Tessaro, 2011) y la cantidad restante es vertida

al ambiente sin tratamiento previo. Por cada 1-2 kg de queso producido, se obtienen 8-9
kg de lactosuero (Rektor & Vatai, 2004; Atra, et al., 2005).

llustracion 2 Esquema de obtencién del lactosuero dulce y acido

Leche entera

Accioén
Renina

Queso

Queso

Lactosuero Acido

Lactosuero Dulce

Tomado de (Madureira,

et al.,, 2007)
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1.2.2. Proteinas del lactosuero de queso

1.2.2.1. B-Lactoglobulina

La B -Lactoglobulina es cuantitativamente dominante dentro de las proteinas séricas, (58%
p/p). Cuando es aislada exhibe baja solubilidad y baja fuerza idnica. Sintetizada en la
glandula mamaria de los rumiantes, presenta variantes genéticas, siento la B-LG A la mas
comun, compuesta por 162 aminoacidos y un peso molecular de 18277 kDa (Fox &
McSweeney, 1992). Tiene la funcion de transferir inmunidad pasiva al recién nacido y
regular el metabolismo del fosforo en la glandula mamaria (Marshall, 2004). Ademas, por
su composicién de aminoacidos ayuda al crecimiento muscular y fuente de cisteina (De
Wit, 2001).

1.2.2.2. a-Lactoalbumina
La a-Lactoglobulina es clasificada como la segunda proteina sérica en importancia,
representando el 20% (p/p) del total en el lactosuero, sintetizada en la glandula mamaria.
Actllia como cofactor en la sintesis de lactosa (De Wit, 1998). Contiene 123 aminoacidos y
un peso molecular de 14175 kDa. Se reporta actividad anti carcinogénica, inhibiendo la
divisién celular ademas como agente inductor de apoptosis. También se les asocia con el
tratamiento de estrés cronico inducido por deterioro cognitivo (Madureira, et al., 2007).

1.2.2.3. Albumina de lactosuerobovino (BSA)
No es sintetizada en la glandula mamaria, pero por difusibn pasiva pasa a la leche,
contiene 582 aminoacidos y un peso molecular de 66267 kDa. Puede enlazar acidos
grasos libres y otros lipidos, como componentes de sabor. Puede inhibir el crecimiento de
tumores, probado con células cancerigenas in vitro, regulando factores de crecimiento (Fox
& McSweeney, 1992).

1.2.2.4. Inmunoglobulinas
Grupo complejo, producidas desde los B-linfocitos, presentes en el lactosuero y fluidos
fisiolégicos de los mamiferos, unas se comportan como receptores y otras como
anticuerpos y son liberadas en la sangre o en el sistema linfatico. Son transferidas via
calostro al recién nacido, generando inmunidad pasiva. Estudios clinicos indican reduccién

del colesterol y la presion sanguinea al consumir leche inmune (Marshall, 2004).
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1.2.2.5. Lactoferrina

Glicoproteina quelante de hierro, peso molecular de 80000 kDa, tiene dos carbohidratos
en su estructura. Es secretada por neutréfilos maduros y glandulas de las células
epiteliales, y se puede encontrar en la leche, saliva y en secreciones lagrimales, nasales e
intestinales ( Lonnerdal & lyer, 1995). La leche bovina contiene entre 0.02 a 0.35 mg/l,
dependiendo de la etapa de lactacién, mientras que la humana contiene 4.0 mgl/l.

La actividad antimicrobiana se le atribuye a la capacidad de enlazar hierro o enlaces
directos con los fosfolipidos de la membrana bacteriana, teniendo efecto sobre amplio
espectro de microorganismos (Farnaud & Evans, 2003). Ademas, combinada con ciertos
antibioticos, genera accién de sinergia, por ejemplo, con la penicilina G, en el tratamiento
contra Staphylococcus aureus (Diarra, et al.,, 2003). También reporta accion en
Streptococcus mutans, causante de caries dental (Kaeriyama,et al., 2007), en el caso del
Helicobacter pylori genera accidn bactericida a pH de 6, en concentracién de 0.5 mg/ml (Di
Mario, et al., 2003), tiene efecto contra Carnobacterium viridans (Al-Nabulsi & Holley,
2005). En la Tabla 2 se observan los microorganismos gram-positivos y gram-negativos
sobre los cuales se tiene reporte de actividad bactericida.

Se ha encontrado evidencia en ratones, del valor terapéutico en el tratamiento de distintos
tipos de cancer, como el de colon ( Ma, et al., 2013). Esta actividad se explica por su
capacidad de ligar hierro, porque este en forma libre actia como promotor mutagénico, por
dafio oxidativo en la estructura de los acidos nucleicos, entonces reduce el riesgo de

carcinomas inducidos por oxidacion ( Galaris, Skiada, & Barbouti, 2008).

1.2.2.6. Lactoperoxidasa
Presente en gran variedad de secreciones animales, como saliva, leche y lagrimas.
Perteneciente a la familia de las peroxidasas mamiferas, y es una de las enzimas mas
abundantes en la leche, casi el 1% (p/p) de las proteinas séricas (Campbell, et al., 2012).
Importante defensa en los mamiferos contra microorganismos invasores nocivos, es mas
activa a pH acido, el io6n tiocianato es necesario para la expresion de esta actividad. Son
importantes inhibiendo la caries dental, controlando el crecimiento microbiano en la leche

y eliminacion de patégenos (Marshall, 2004)

Tabla 2. Bacterias contra las cuales se ha reportado efecto de la Lactoferrina (LF)
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Objetivo

Mecanismo de accién

Gram-positivos Bacillus stearothermophilus

Bacillus subtilis
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans

Streptococcus parasanguinis

Actinobacillus

S. epidemidis

S. epidermidis

Chlamydophila psittaci
Haemophillus influenzae

E. coli (EPEC)

E. coli (EAEC)

E. coli (DAEC)

Gram-negativos

Helicobacter felis
Helicobacter pylori
Legionella pneumophila
Pseudomona aeruginosa
Shigella flexneri
Vibrio cholerae
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma bovis
Porphyromonas gingivalis
Salmonella enteritidis

Secuestrante de hierro
Interaccién con pared celular
Interaccién con pared celular

Secuestrante de hierro
Interaccién con pared celular

Alterador del crecimiento bacteriano
Actividad proteolitica
Interaccién con pared celular
Previene formacién biofilm
Interfiere adhesion celular
Altera virulencia
Actividad proteolitica
Interfiere adhesion celular

Inhibe proliferacién agregativa
Prevencion interaccion célula-
hospedero

Mecanismo independiente de hierro
previene proliferacion intracelular
Previene formacion biofilm
Interfiere mecanismo de secrecién
Mecanismo independiente de hierro
Aumenta inmunidad celular
Previene formacién biofilm
Previene formacion biofilm
Interfiere polisacéridos celulares

Tomado de ( Garcia-Montoya, et al., 2012)

1.2.3.Calidad nutricional

lactosuero de leche

y funcional

de las proteinas del

En general, estas tienen alto valor nutricional, debido al contenido de amino&cidos
esenciales, especialmente azufrados (De Wit, 2001; Custodio, et al., 2005; Madureira, et
al., 2007). Las proteinas del suero, representan entre el 20 al 25% del total de proteinas
de la leche, son globulares con presencia de amino4cidos acidos/basicos e
hidréfobos/hidrofilos balanceados a través de su secuencia. En la tabla 3 se encuentra la
concentracion de cada proteina sérica en el lactosuero y su peso molecular. Las principales
son, la B-lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbumina (a-LA), albumina de lactosuero bovino

(BSA), lactoferrina bovina (BLF) y lactoperoxidasa. Adicionalmente, existen fracciones
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pequefias como el glicomacropeptido (GMP), liberado de la k-caseina en el primer paso

del tratamiento enzimatico en la elaboracién de queso (Madureira, et al., 2007).

Ademads, se les atribuyen caracteristicas nutracéuticas y funcionales, dentro de las cuales
estan; la a-LA etiquetada como nutracéutica y un aditivo para formulas infantiles por su
alta concentracion de triptéfano (Beulens, et al., 2004), B-LG usada como estabilizante en
emulsiones por sus propiedades activas de superficie (Dunlap & Cote, 2005), la BSA tiene
propiedades gelificantes (Matsudomi et al., 1991), y es interesante para aplicacién en
alimentos y terapéuticos, las inmunoglobulinas son incluidas en formulas infantiles y
también en el tratamiento de animales neonatos (Zydney, 1998), y ademas en suplementos
especiales, reduciendo el riesgo de padecer diarrea causada por infecciones y otras
enfermedades (Bayford, C., 2010), la lactoferrina bovina, que se encuentra en bajas
concentraciones, tiene actividad biolégica importante, entre ellas antimicrobiana, inmuno-
estimuladora y antiinflamatoria (Arnold, et al., 2002) también se ha evidenciado que inhibe
el crecimiento de tumores y su metastasis, en ratones (Yu-tang, et al., 2013). Ademas, si
se digieren parcialmente son una fuente de péptidos bioactivos (Mclintosh, et al., 1998;
Ryhanen, Pihlanto-Leppala, & Pahkala, 2001; Madureira, et al., 2010).

Tabla 3. Proteinas séricas y su concentracion en el suero

Concentracién Numero de
Proteina (g/h Peso Molecular kDa residuos (AA)

B-Lactoalbumina 1,3 18227 162

a-Lactoalbumina 1,2 14175 123
Albumina de

lactosuerobovino 0,4 66267 582

Inmunoglobulinas (A, My 25000 (ligera) + 50000
(03] 0,7 (pesada)

Lactoferrina 0,1 80000 700

Lactoperoxidasa 0,03 70000 612

Glicomacropeptido 1,2 67000 64

Tomado de (Madureira, et al., 2007)

La capacidad emulsificante se debe a su caracter anfifilico ( Lee, et al., 2003). Si se realizan
hidrolisis enzimatico controladas se producen péptidos mas pequefios, que poseen menos
estructura secundaria y terciaria, exponiendo su nucleo hidréfobo, condicion que aumenta
la tasa de difusion del aceite en agua, comparado con las proteinas intactas ( O’'Regan &
Mulvihill, 2010).
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Se han probado y establecido tecnologias para integrar las proteinas séricas en el queso
y asi mejorar la eficiencia de uso de la leche. En la ilustracién 4 se observa el esquema
por medio del cual se retienen y reutilizan, usando el proceso de ultrafiltracion (UF)
(Hinrichs, 2001). Esta aplicacion es disefiada para la incorporacion en quesos frescos,
donde el lactosuero resultante es concentrado, tratado térmica y fisicamente

(homogenizacion), para ser mezclado con la leche al inicio de la liberacién del producto.

llustracion 3. Posibilidades para la incorporacion de proteinas de lactosuero al queso

Reciclado
de
proteinas

Leche para queso

> Caseina + proteinas séricas

UF Jl

Retencion de las
proteinas de suero

Para recuperar las
proteinas séricas

0

Queso fortificado con
proteinas de suero

Adicion de las
proteinas séricas

Tomado de (Hinrichs, 2001)

1.2.4. Aplicaciones del lactosuero de leche

Debido al volumen de lactosuero producido por cada kilogramo de queso elaborado, se
han desarrollado tecnologias y estrategias para su empleo. La alimentacion de ganado
bovino y porcino son alternativas usadas significativamente, pero actualmente, debido a la
calidad de sus nutrientes, se estan aplicando procesos de concentracion y purificacion para
valorizarlos (Fuquay, 2011).

La técnica mas usada para la conversion del lactosuero a un producto con valor industrial

es el secado. Proceso basico compuesto por una o varias etapas de evaporacion, seguido
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de secado por atomizacion. El equipo es similar al usado en plantas de pulverizado de
leche, teniendo cuidado con el fenébmeno de cristalizacién de la lactosa y la temperatura
gue mitigue la afectacion de la calidad de las proteinas. Este producto varia en
composicion y propiedades tecnoldgicas, dependiendo de los pretratamientos y manejo de
la leche o del lactosuero (Fuquay, 2011). Algunos de los productos tipicos se listan en la
tabla 4.

El secado por atomizacién ha dejado se ser la tecnologia ideal, porque el lactosuero entero
pulverizado tiene bajo valor en mercado, comparado con sus componentes concentrados
selectivamente. Otras tecnologias de secado se basan en sistemas de alta concentracion
(cerca de 76%) combinado con remocién adicional de humedad por evaporadores y
secado en lechos fluidizados (Fuquay, 2011). Sin embargo, estos procesos gue requieren
evaporacion y secado, implican alto consumo de energia, también alteran las
caracteristicas de los componentes nativos, principalmente las proteinas, que son
termolabiles, perdiéndose parte de su calidad nutricional y funcionalidad (Baldasso, Barros,
& Tessaro, 2011).

Tabla 4. Composicién tipica de los sueros en polvo tipicos (%, p/p)

Tipo de producto Proteina total Lactosa Minerales
Lactosuero en polvo regular 12,5 73,5 8,5
Lactosuero en polvo
desmineralizado (70%) 13,7 75,7 3,5
Lactosuero en polvo
desmineralizado (90%) 15 83 1
Permeado de UF seco 1 90 9
Concentrado proteinas de suero 35 50 7,2
Proteinas de lactosuero
concentradas 65-80 4,0-21,0 3,0-5,0
Aislado de proteinas de suero 88,0-92,0 menor 1 2,0-3,0

Tomado de Funquay, 2011

Los procesos industriales de recuperacion del lactosuero y sus componentes, adicionales
al secado, pueden cumplir una o varias de las siguientes etapas; fraccionamiento de
componentes por tecnologia de membranas, para obtener ingredientes con diferentes
tamafios moleculares; remocion de la lactosa, aprovechando la baja solubilidad de esta,

llevdndola a procesos de cristalizacién; desmineralizacion, basado en remocion de
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minerales y algunos acidos organicos a través de nanofiltracion, diafiltracion, intercambio

ionico o electrodidlisis (De Wit, 2001).

Dentro de las tecnologias de fraccionamiento la ultrafiltracién (UF) es una metodologia
atractiva y alternativa, que no incluye tratamiento térmico severo y en consecuencia sin
cambio de fases, haciendo el proceso de concentracion mas econdmico. Se basa en la
tecnologia de separacion por membranas, usado para retener macromoléculas, y
particularmente en la industria lactea, se emplea para la recuperacién y fraccionamiento
de componentes de la leche (Baldasso, Barros, & Tessaro, 2011). De esta manera, se
puede variar la tasa de concentracion de los componentes, debido a la retencion de
proteinas y permeado el agua, lactosa, minerales y demas componentes de tamafio menor
( Brans, 2006).

La diafiltracién (DF) es usada para la produccion de concentrados con alto contenido de
proteina de lactosuero (WPC). La purificacion ayuda a la eliminacion de problemas
asociados al alto contenido de productos retenidos no proteicos (Ebersold & Zydney,
2004). En la ilustracion5 se observa un esquema de filtracion por membranas usado a nivel

experimental por (Baldasso, Barros, & Tessaro, 2011).

llustracion 4. Esquema de un sistema de concentracion por membranas

|
Retenido @ lo
(5)
)
(1) e e ~
R ) “) il
<}
Permeado

()

Tomado de (Baldasso, Barros, & Tessaro, 2011).

(1) Tanque de alimentacion, (2) Bomba neumatica, (3) Pre-filtro, (4) y (6) mandémetros, (5)
Modulo de membranas

La produccion de lactosuero en polvo se ha incrementado, por su uso como suplemento

nutricional y un reemplazante para la leche en polvo descremada en la formulacion de
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alimentos. La introduccién de las técnicas de fraccionamiento y aislamiento incremento las
aplicaciones en la industria de alimentos, como se ve en la ilustracion 6, donde se hace
una organizacion arbitraria de ellas, segun (De Wit, 2001).

llustracién 5. Procedimientos de recuperacion y utilizacion del lactosuero en alimentos

Lactosuero como

ingrediente en
Qnentos
Delactozacion
Fraccionamient
Farmacéutic
Formulas Nutraceuticos
infantiles T

J - Y Proteinas
Aislados bioactivas,

Productos de probiéticos

panaderia A 4 v
Alimentos Nutricional,
¢ dietéticos tabletas Productos
Pan, Galletas,
biscochos
v Adelgazar Yogurt, helado, leche
Productos carnicos , ancianos v
&/ y clinico Desmineralizacid
Jamones, salchichas
Confiteri

Chocolates, dulces

Tomado de De Wit, J. (2001)
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1.3. FILTRACION POR MEMBRANAS Y APLICACION EN LA
INDUSTRIA LACTEA

La filtracion es definida como la separacion de dos o mas componentes de diferente
tamario que se encuentran en un fluido primario. El rol primario es actuar como una barrera
selectiva, que debe permitir el pasaje de ciertos componentes y retener otros. Las
membranas se pueden clasificar por (a) naturaleza de la membrana (natural y sintética),
(b) estructura (porosas y no porosas o membranas liquidas); (c) aplicacion (separacion de
fase gaseosa, gas-liquido, liquido-liquido, entre otras); y (d) mecanismo de accion:
adsorcién-difusion, intercambio i6nico, osmosis 0 membranas no selectivas (Cheryan,
1998).

Los principales sistemas de separacién por membranas basados en el tamafio de particula
son la osmosis inversa (Ol), ultrafiltracion (UF), microfiltracién (MF), nanofiltracion (NF) y
dialisis. Las presiones aplicadas para cada una de las tecnologias son diferentes, debido
a la energia necesaria para atravesar los poros de la membrana, siendo MF y UF de bajas
presiones y NF y Ol de altas. Debido a la naturaleza y tamafio o peso molecular de corte
de la membrana, esta seleccionara los componentes que pueden permear, como se

muestra en la llustraciéon 7.

llustracidn 6. Caracteristicas de separacion de los sistemas de membranas

MF 4} Particulas suspendidas
UF N/ Macromoléculas
NF N/ Azucares, sales divalentes, acidos disociados
_Ol N/ _Sales monovalentes, &cidos sin disociar
v

Tomado de Cheryan, 1998, Ultrafiltration and Microfoltration Handbook
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Dentro de la industria de alimentos, la lactea tiene la mayor capacidad instalada de dicha
tecnologia. La primera aplicacién comercial exitosa se realizo sobre lactosuero de leche,
con Ol. Asi que la industria lactea se considera pionera en el desarrollo de equipos de
ultrafiltracion por las experiencias en fraccionamiento de proteinas (Rektor & Vatai, 2004).

Desde 1969, las aplicaciones en quesos se han expandido a numerosas areas, como los
guesos frescos, suaves, semi-duros y duros, a partir de leche de vaca, cabra, oveja o bufala
y también produccién de leche en polvo con buenas propiedades para la queseria (Mistry
& Maubois, 2004).

El sistema de membranas ofrece posibilidades para mejorar la sustentabilidad de la
industria lactea, implicando adicionalmente reduccién de costos, por los siguientes
aspectos:

e Concentracién o reduccion de volumen

¢ Recuperacién de productos (proteinas, minerales, lactosa entre otros)

e Recuperacion de agua

e Sanitizacién de salmueras

e Clarificacion de soluciones CIP

e Pre-concentracién
Las definiciones segun ( Mistry & Maubois, 2004) y las aplicaciones segun (GEA Process
Engineering, 2012) de cada uno de los sistemas en la industria lactea se encuentran a

continuacion:

1.3.1. Microfiltraciéon (MF)

Selecciona particulas con un peso molecular mayor de 200000 Da y un tamafio de poro
entre 0.1 a 10 um. De acuerdo al tamafio de poro puede remover células somaticas,
glébulos de grasa, células bacterianas, micelas de caseinas y componentes de lactosuero

agregados, B-caseina y B-lactoglobulina ( Mistry & Maubois, 2004).

En la industria lactea se aplica en reduccién de la carga bacteriana, extendiendo la vida
util de la leche, proceso alternativo al tratamiento térmico, conservando las caracteristicas
guimicas iniciales. También remueve esporas, células muertas e impurezas, liberandola
de células autolizables y posterior liberacion enzimatica. Higienizacién y estandarizacion

de leche destinada a la elaboracion de quesos, ajustando la concentracion de la proteina
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y la grasa, reteniendo de bacterias que generan defectos en el producto y de ciertos
inhibidores (Nitratos). Retencion de grasa lactea, ayudando a optimizar la obtencién de
concentrados proteicos. También es importante en la recuperacion y sanitizacion de

salmueras, critica en el finalizado de los quesos, retirando bacterias y residuos extrafios.

1.3.2. Ultrafiltracién
Este proceso selecciona macromoléculas que tiene peso entre 1000 — 200000 Da, desde
solventes y solutos disueltos, el tamafo del poro de la membrana se encuentra desde 1 a
100 nm. El flujo de alimentacién se realiza a menos de 1000 kPa, considerandose una
tecnologia de baja presion, comparado con NF y Ol, el permeado obtenido, también
conocido como ultrafiltrado contiene agua, lactosa, minerales solubles, nitrégeno no
proteico y vitaminas solubles en agua, por otra parte, en el retenido se puede encontrar

proteinas, grasa y sales coloidales (Mistry & Maubois, 2004).

En la industria lactea se aplica en concentracion proteica para la elaboracion de quesos,
obteniendo leches pre-concentradas, optimizando uso de equipos y la estandarizacién del
producto obtenido; también para la obtencién de MPC’s; se llevan a cabo procesos de
estandarizacion y enriquecimiento de leche para yogurt, kéfir, entre otros. También
permiten la concentracion de las proteinas del lactosuero a partir de diferentes fuentes
como el lactosuero dulce y 4cido derivado de procesos como la obtencién de caseinas,
guesos o a partir de permeados de microfiltracion de leche. Este proceso es normalmente
combinado con la diafiltracién que permite mayores niveles de pureza. Incluso a partir de
este proceso, acompafiado tratamientos de desmineralizacion, permitiendo asi la
obtencion de aislados de proteinas de lactosuero (WPI) (Prazeres et al., 2012; Giroux et
al., 2015).

Para lograr concentrados de proteinas del lactosuero (WPC) de alta pureza; se realizan
procesos de desmineralizacion y algunos procesos de precipitacion térmica, logrando una
lactosa de alta pureza; También se pueden obtener quesos frescos por medio de la
concentracion de la leche entera hasta lograr de 34 a 40% de solidos totales, este
concentrado es pasteurizado y adicionado con cultivos iniciadores. Con esta tecnologia el

rendimiento puede aumentar en 20% comparado con métodos tradicionales.

Para llevar a cabo este tipo de procesos de concentracion selectiva, existen variables e

indicadores que permiten controlar el proceso. Las mas relevantes pueden ser el flujo de
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permeado (Jp) que es definido como los litros de permeado que se pueden producir por
unidad de &rea en unidad de tiempo bajo unas condiciones de temperatura y presion
transmembranaria, y permite evaluar la dinamica de taponamiento de los poros de la
membrana. También la evaluacion de coeficientes de retencién del soluto de interés, los
cuales han sido aplicados por autores como Barba et al. (2001), Butylina et al. (2009) y
Bipasha, Das, et al. (2015). D’Souza y Wiley (2013) identificaron parametros de proceso
relevantes como la temperatura, diferencias de presion transmembranaria, concentracion
del flujo de alimentacion, pH del producto tenian efectos significativos sobre el flujo de

permeado y la retencién total de sélidos.

1.3.3. Nanofiltracion (NF)

Se encuentra entre la Ol y la UF, separando componentes de bajo peso molecular, entre
200 a 1000 Da y tamario de poro entre 1 hasta 10 um. La presion de trabajo esta entre 1
a 5 MPa. Al hablar de filtracion de leche se podrian permear moléculas ionizadas
pequefias, asi como sales minerales disueltas. Mientras que la lactosa, proteinas y grasa
son retenidas, sirviendo en el proceso de desalado del suero, reciclado de aguas de

lavado, entre otras (Mistry & Maubois, 2004).

En la industria lactea se aplica en procesos de concentracién y desmineralizado parcial de
suero, especialmente el cloruro de sodio y potasio y se aplica a la obtencién de lactosa. El
nivel de desmineralizacién puede estar por encima del 30%, haciendo mas eficientes los
procesos posteriores de retiro de minerales. Asimismo, se utiliza en la obtencién de
derivados de leche de alta calidad, libres de lactosa, resultando en productos
deslactosados con un sabor y olor similar a la leche fresca; recuperacion de detergentes,
purificando las soluciones de lavado en el sitio (CIP), reduciendo la demanda bioquimica
de oxigeno y la perdida de agentes de lavado. Existen combinaciones de estas
metodologias para el aprovechamiento integro del lactosuero de leche y todos sus

componentes, en la ilustracion 9 se muestra el proceso para este fraccionamiento.

1.3.4. Osmosis inversa (Ol)

También conocida como hiperfiltracion, es un proceso para separar el agua de otros

solutos, trabaja a presiones entre 5 a 10 veces mayor que la UF. Separa solutos con un
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peso molecular de aproximadamente 150 Da o menos y el tamafio del poro va desde 0.1
hasta 1.0 nm. Entonces la grasa, proteinas, lactosa, y los minerales sin disociar son
retenidos y concentrados, pasando a través de ella agua y algunos minerales ionizados
(Mistry & Maubois, 2004).

En la industria lactea se aplica como pretratamiento para posterior evaporacién por su
eficiencia, retirando agua de la leche o el suero. Esta tecnologia aumenta el contenido de
solidos totales lacteos y es Util en la recuperacién de aguas residuales, pulido de agua
proveniente de evaporaciones, y procesos de limpieza; reduce la demanda bioquimica de

oxigeno de las aguas vertidas, y por consiguiente la tasa de emision.

llustracion 7. Alternativas para el uso integro del suero

Suero

Microorganismos — F
Grasa

Concentrado g
proteico

Concentrado | ¢= Ol
de lactosuero
descremado

Proteina Agua

Agua
Lactosa Sales

N

Concentrado Agua
de lactosa Sales

Tomado de (Rektor & Vatai, 2004)
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1.4. QUESO

Data de siglos antes de Cristo, probablemente en la zona calida de la cuenca del mar
Mediterraneo. Se desarrollaron diferentes tipos de queso paralelamente en varios paises.
Fueron estandarizados en Egipto y Grecia, pero obteniendo su estatus de alto nivel en la
antigua Roma. Desde el 100 al 50 A.C. Emperadores, senadores y los humildes
ciudadanos se deleitaban con el sabor de un buen queso. Debido a las campafas de
expansién romana, las técnicas de queseria eran adoptadas por los pueblos a los cuales
conquistaban. La tribu helvética en el area Alpina, perteneciente a la actual Suiza inicio la
produccion de queso Emmenthal en el 58 AC, probablemente por influencia Romana
durante la invasion previa (Kosikowski, 1982).

El queso natural viene de una concentracion selectiva de componentes insolubles de la
leche. El calentamiento, acido, sal y bacterias juegan un rol efectivo, solos o en
combinacién, transformando este concentrado en un producto fresco aceptable y de

cualidades predecibles (Kosikowski, 1982).

Segun la norma general recomendada del Codex Standard (2013) el queso es el producto
blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no, que puede estar recubierto, en el que
la proporcién entre las proteinas de lactosuero y la caseina no sea superior a la de la leche,

obtenido mediante;

1. Coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, leche desnhatada/descremada,
leche parcialmente desnatada/descremada, nata (crema), nata (crema) de lactosuero
de mantequilla/manteca, o de cualquier combinacion de estos materiales, por accion
del cuajo u otros coagulantes idéneos, y por escurrimiento parcial del lactosuero que
se desprende como consecuencia de dicha coagulacién, respetando el principio de que
la elaboracion del queso resulta en una concentracion de proteina lactea

(especialmente la porcién de caseina)

2. técnicas de elaboracion que, por medio de la coagulacion de la proteina de la leche y/o
de productos obtenidos de la leche, dan un producto final que posee las mismas
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales que el producto definido en el apartado

anterior.

La produccién de leche mundial se estima en 804,5 millones de ton, de este valor el 25%

se emplea en la elaboracién de quesos, variando esa cantidad entre paises ( Law &
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Tamime, 2010: FAO, 2015). Las diferentes variedades de queso se basan principalmente
en condiciones regionales y tecnologia de produccién. El principal objetivo es convertir la
leche en un producto con mayor vida util para preservar los nutrientes. En general, la
metodologia para mantener y extender la vida Gtil de un producto sin tratamiento térmico,
ni empaque adecuado es la reduccién de la actividad de agua (aw). La coagulacién con
renina y la fermentacion es una combinacion efectiva para lograr este proceso; sin

embargo, se pierden las cualidades nutricionales de las proteinas séricas (Hinrichs, 2001).

Por elaboracion tradicional, se pueden recuperar entre 6 y 30 kg de cuajada por cada 100
kg de leche coagulada, segun el tipo de queso, lo demas es representado por el suero. La
estructura basica de este producto es la caseina, que representa el 80% de las proteinas
de la leche, el restante son las proteinas séricas, que no son retenidas en la red de
caseinas. El rendimiento quesero concentra gran interés en la industria, y es influenciado
por: (a) contenido de proteina y grasa en la leche, (ii) retencion o reincorporacion de
proteinas de lactosuero y (iii) incorporacion al queso, de otros constituyentes de la leche
(Hinrichs, 2001).

1.4.1. Aplicacion de la tecnologia de membranas en la

elaboraciéon de quesos

La UF es el proceso mas ampliamente usada en la industria lactea y esta es pionera en el
desarrollo de equipamiento y técnicas de dicha tecnologia (Atra, Vatai, Bekassy-Molnar, &
Balint, 2005). Aunque independiente de la tecnologia usada, las propiedades de los
productos enriquecidos en proteina deben ser entendidas, para determinar su calidad y la
viabilidad econdmica (Mistry & Maubois, 2004). La elaboracion de quesos se puede definir
como el proceso de fraccionamiento donde la proteina y la grasa son concentradas en la
cuajada, mientras que la lactosa, proteinas solubles, minerales y otros componentes
solubles son perdidos en el suero. Cuando se aplica el proceso de UF en la elaboraciéon
de quesos, la leche puede ser pre-concentrada hasta niveles normales en un queso,
adelantando el proceso de desuerado, otra opcion es el pre-queso, que luego sera
convertido en queso por medio de procesos tradicionales de elaboracién (Cheryan, 1999).

Los beneficios de la UF en la elaboracion de quesos segun ( Cheryan & Alvarez, 1995):

< Incremento del rendimiento quesero entre un 10-30% por la inclusion de proteinas de

lactosuero y agua ligada. Esta ultima en los quesos suaves y semisuaves.
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% Se requiere menos cantidad de enzima coagulante,

% Reduccion del volumen de leche a manipular y, en consecuencia, de mano de obra o
mejorando el aprovechamiento de los espacios en planta.

%+ Poca o cero producciones de lactosuero porque la mayoria del agua y la lactosa han
sido removidas. Sin embargo, el permeado de UF, el cual es menos &cido, claro, no
contiene proteina y tiene alto contenido de carbohidratos fermentables (Lactosa) y
nitrégeno no proteico soluble.

« Uniformidad en la calidad del producto obtenido. Los niveles pueden ser
estandarizados y sufrir menos alteraciones por la temporada climatica.

+ Posibilidad de usar procesos continuos y automatizados, que mejora el control de
calidad, especialmente la humedad. Resultando en mejor sanitizaciéon y condiciones
ambientales.

Sin embargo, implica dificultades técnicas;

+» Incremento dramatico de la viscosidad cuando el contenido de proteina excede 12-
14%. Lo que dificulta la mezcla de cultivos, renina, y causa problemas de textura en el
gueso. Puede mitigarse este efecto con el uso de NaCl, citrato o 4cido luego de UF.

+ La capacidad buffer o amortiguadora del retenido aumenta, asi que el proceso de
acidificacion es lento.

+» La recirculacion del retenido genera homogenizacién parcial de la grasa, afectando la

textura de quesos duros.

La tecnologia ha sido aplicada a nivel industrial en la elaboracion de queso crema,
camembert, feta, ricotta, pasta hilada, cheddar, bases de queso, cottage cheese y queso
mantequilla (Hinrichs, 2001). Se ha sugerido que la potencial Zeta de las micelas de
caseina tratadas por UF es menor, por lo cual, la coagulacion se da en menor tiempo
(Rosenberg, 1995)

En la tabla 5 se observan los quesos elaborados por las técnicas de retenido de baja

concentracion (LCR), retenido de concentracion media (MCR) y pre-queso liquido (LPC).



Capitulo 1 27

Tabla 5. Aplicaciones del UF en queseria

Variedades Variedades Variedades Elaboradas
Elaboradas por LCR | Elaboradas por MCR por LPC
Cheddar Brick | Cheddar Gouda |Camembert Mascarpone
Cottage Colby |Feta blue Quarg Feta
Saint
Mozzarella Edam |Havarti Maure Mozzarella
Saint Paulin Quarg Ricotta Saint Paulin
Crema

Tomado de ( Rosenberg, 1995).

Otra metodologia que es adecuada para la transformacion de las proteinas de
lactosuero concentradas (WPC) son los procesos térmicos, acompafiados de altas
presiones de homogenizacién, principales pasos de la microparticulacién (Sturaro,
A. et al., 2015). Las propiedades de los WPC pueden modificarse especificamente
por una desnaturalizacion y agregacion controladas (Nicolai T., y Durand, D., 2013).

Los microparticulado (MWP) se obtienen de la agregacion controlada de las
proteinas de lactosuero hasta un tamafio de particula entre 0,1 a 100 um y que son
usados en la industria de alimentos por su capacidad de mejorar las caracteristicas
sensoriales y texturales de los productos alimenticios (Sturaro, A. et al., 2015). El
desarrollo de unas microparticulas de proteinas de lactosuero fue patentado por
Singer et al. (1988) y este proceso se baso en la agregacién térmica de estas
proteinas en condiciones de pH bajo con una alta cizalla. Como resultado de este
proceso se obtuvieron particulas esféricas con tamafo de particula entre 0,1 a 2,5
um y fue comercializado como sustituto de grasa (Simplesse®) (Ipsen 2017) por
parte de la empresa NutraSweet. Estas particulas esféricas imitan la forma esférica
y el tamafio de las gotas de grasa emulsificadas y crean una sensacién en boca
cremosa por el mecanismo “ball-bearing”. Este producto fue el primer sustituto de
grasa desarrollado a partir de proteinas, que fueron microparticuladas y secadas
por aspersion, que pueden simular el efecto de los globulos de grasa emulsificados
formando una fase dispersa con movimiento independiente (Chavan, et al. 2016).

Autores como Di Cagno, et al. (2014) usaron la inclusion de un MWP en la
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elaboracién de queso Caciotta bajo en grasa con el objetivo de generar una textura
similar al queso con el contenido de grasa tradicional. Los quesos bajos en grasa
adicionados con MWP tuvieron calificaciones sensoriales similares al producto
tradicional, por lo cual se considero una alternativa viable para un producto mas

saludable en la dieta de la poblacion.

Tabla 6. Principales productos derivados del lactosuero

Producto Proteina total Lactosa | Minerale

(%) (%) s (%)

Suero en polvo regular 12,5 73,5 8,5

Lactosuero en polvo 13,7 75,7 3,5

desmineralizado (70%)

Lactosuero en polvo 15 83 1

desmineralizado (90%)

Permeado de UF 1 90 9

WPC (sustituto de leche en polvo 35 50 7,2

descremada)

WPC 65 - 80 4,1-21 3,1-5

WPI 88 - 92 <1 2,1-3

Tomado de Jelen 2011

Los derivados del lactosuero, gracias a las caracteristicas de solubilidad a
diferentes valores de pH, gelificacion y espumado han sido usados en varios
productos de alto contenido de proteina en productos como bebidas acidas, postres
de leche de texturas espumosas, yogures y productos lacteos y no lacteos
similares. Se estima que a nivel mundial se producen 10 millones de toneladas de
sélidos de lactosuero de los cuales el 50% de aprovecha en alimentacién humana
y el restante en alimentacion animal (Sanchez-Obando, J., et al. 2020).

A partir de los WPC se han obtenido productos derivados de las proteinas de
lactosuero (MWP), que pueden han sido incluidos en diferentes derivados lacteos
con objetivos como el aumento de retencion de proteinas de alto valor biolégico y
rendimiento en quesos y mejoradores de textura en productos reducidos en grasa
como yogures, helados, quesos, postres, entre otros. Autores con Sanchez-
Obando, J., et al. (2020) usaron el MWP en la fabricacion de petit-suisse reducido
en grasa, alcanzando reducciones hasta del 40% de la grasa sin afectar la
apreciacion sensorial, haciéndolo ideal para lograr productos bajos en grasas.
Stankey, J., et al. (2017) fabricaron queso cheedar reducido en grasa usando MWP
y evaluaron el efecto en el rendimiento y la calidad del queso, en este caso hubo
aumento del rendimiento quesero pasando del 7,22% en el control hasta 7,45%
con la inclusiéon de 0,5% de MWP, fendmeno explicado por la capacidad de
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retencion de agua de las proteinas del lactosuero y con respecto a las
caracteristicas sensoriales, no se vieron afectadas significativamente aunque el
gueso fue méas blando que el control. En el campo de los helados Hossain, M., et
al. (2021) incluyé MWP comercial y un MWP extruido en la fabricacion de helado
“Light”, comprobando que los helados con microparticuado tuvieron mejor
comportamiento en textura con respecto al control, ya que les otorgd mayor
firmeza. Por otro lado, Hossain M., et al. (2020) también aplic6 MWP en la
fabricacion de yogurt batido reducido en grasa y encontrdé que el MWP aporta en
cremosidad del producto y este efecto se marc6 mucho méas cuando el MWP
presentd tamafios de particula mas cercanos a 0,1 um. Li, H., et al. (2021) elabor6
yogurt bajo en grasa con adicion de proteinas de lactosuero tratadas térmica y
fisicamente (MWP), logrando que los yogures con MWP mejoraron su capacidad
de retencién de agua y cremosidad, por lo tanto, se determina su gran utilidad como
estabilizadores y sustitutos de grasa en derivados lacteos como los helados y los
quesos procesados.
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2. Capitulo 1: Articulo: Concentracion de
Proteinas de Lactosuero Dulce de Queso
Blanco por Ultrafiltracion

Edinson Bejarano Toro; Eduardo Rodriguez Sandoval; José Uriel Sepulveda

Valrencia

Resumen

La industria lactea genera contaminacién por el vertimiento de lactosueros resultantes de
la elaboracion de productos coagulados. La tecnologia de ultrafiltracién se ha estudiado
ampliamente en suero &cido; sin embargo, la investigacion es escasa en suero dulce, el
cual se obtiene de la produccién de queso blanco fresco (queso campesino). El objetivo
de este estudio fue concentrar por ultrafiltracién las proteinas de lacto suero dulce
evaluando condiciones de proceso. Se us6 una membrana de polietersulfona con tamafio
molecular de corte de 10 kDa. El efecto del factor concentracion volumétrico entre 5y 18,
y la presion transmembrana entre 2,5 y 5 bar fueron evaluados sobre el flujo de permeado,
coeficiente de retencién y rendimiento de retencién de la proteina en una metodologia de
superficie de respuesta. En ese mismo rango se realizo la optimizaciéon del proceso. Las
proteinas y grasas se concentraron aplicando ultrafiltracion; sin embargo, se obtuvo un
sistema menos estable ya que una mayor concentraciéon de proteina puede resultar en
mas colisiones entre moléculas, generando floculacion. El concentrado de proteina de
suero tuvo 18,2% de sdlidos totales, de los cuales la proteina representa el 45%.

Palabras clave: Fabricacion de queso, concentrado de proteinas, tecnologia de membranas,
ultrafiltracién, lactosuero.

Introduccién

La industria lactea, genera lactosuero como resultado de la coagulacion enzimatica o acida
de las proteinas de la leche. Este co-producto genera problemas de contaminacién
ambiental, corroborado por indicadores como la demanda bioquimica de oxigeno (DBO)
gue varia entre 30000 a 50000 mg/kg, la cual se debe principalmente a su contenido de
lactosa y proteinas séricas. El vertimiento de éste en los cuerpos de agua sin tratamientos
previos genera fendémenos como el consumo de oxigeno, impermeabilizacion,

eutrofizacion, toxicidad, entre otros, (Prazeres et al., 2012; Giroux et al., 2015).

En la industria lactea, se estima que por cada kg de queso se obtienen, en promedio, 9 L
de lactosuero, por lo cual se cataloga como una gran generadora de aguas residuales con
alta carga contaminante (Giroux et al., 2015). La produccion mundial de este efluente se

estima entre 180 a 190 millones de ton/afio, de las cuales se procesa o redirige a procesos
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industriales, aproximadamente el 50%, por lo tanto 90 millones de ton/afio son vertidas,
principalmente en fuentes acuiferas, alrededor del mundo (Prazeres et al., 2012; Bansal
and Bhandari, 2016).

Segun Fedegan (2022) el acopio forma de leche en Colombia fue de 3113 millones de litros
en el aflo 2021 y segun Asoleche (2020) el 21% de esta es destinada a la produccion de
gueso campesino y queso doble crema, por lo cual se estima una produccion de lactosuero
alrededor de 580.000 litros al afio. segun estimaciones de Arango (2005) y CSIRO (2014)
la produccion real en Colombia es de 2.1 millones de ton/afio y se esta vertiendo sin
tratamientos adecuados entre el 70 al 80% de este volumen.

Las précticas tradicionales para el uso del lactosuero son la fertilizacion de suelos por riego
directo, la alimentacion animal y el secado por aspersion (Bansal and Bhandari, 2016).
Actualmente, se han desarrollado otras alternativas, para su tratamiento, que permiten el
fraccionamiento de sus componentes, permitiendo obtener concentrados ricos en proteina
y lactosa, que tienen alto valor econdmico en el mercado (Jelen, 2011). la ultrafiltracion
(UF) retiene macromoléculas que tienen un peso molecular entre 1000 — 200000 Da, con
tamanos de poro desde 1 a 100 nm. El flujo de alimentacion se lleva a cabo con menos de
1000 kPa, por lo tanto, se considera una tecnologia de baja presion, comparada con la
nanofiltracion (NF) y la osmosis inversa. EL permeado obtenido, es conocido como
ultrafiltrado y contiene agua, lactosa, minerales solubles, nitrégeno no proteico y vitaminas
solubles en agua. Adicionalmente, las proteinas, la grasay las sales coloidales pueden ser
encontradas en el concentrado (Mistry and Maubois, 2017). Autores como Rastogi, Priya
y Gogate (2022) exploraron la concentracion de proteinas de lactosuero dulce por UF con
la polimerizacion de las proteinas por medio de la enzima transglutaminasa, lo cual ayudé
a reducir procesos de taponamiento de la membrana y aumentd la tasa de retencion de la
proteina del 69% hasta el 85%. Wang, et al. (2022) usaron lactosuero obtenido dela
fabricacion de queso cheddar para ser filtrado por una membrana de polietersulfona (PES)
de 10 kDa de tamafio de corte, y evaluaron su capacidad de retencion con modificaciones
del ambiente i6nico del lactosuero usado, logrando una mayor retencion de proteina por
los cambios conformacionales generados sobre las proteinas. Con lactosuero acido y
dulce obtenidos de la elaboracion de queso tvarog (coagulado por acidez) y gouda,
respectivamente, fue evaluado por Tarapa, et al. (2022) para describir los fendbmenos de
taponamiento de la membrana con la filtracion en estas dos condiciones, teniendo en

cuenta que este parametro es critico para la viabilidad de los procesos de concentracion.
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Se encontré que mas all4d de la condicibn de acidez del lactosuero, el factor mas
determinante es la concentracion de proteina, que al aumentar también genera mayor
taponamiento de los poros. Baldasso, Barros, & Tessaro, (2011) usaron lactosuero de
gueso Mozzarella para obtener un concentrado de proteinas de alta pureza por medio de
UF y diafiltracion (DF) probando diferentes ciclos y volimenes de agua adicionada en esta
Gltima tecnologia. Barba et al., (2001) también demostrd la efectividad de la UF y DF para
obtener un concentrado de proteinas de alta pureza a partir de un lactosuero con pH 4.
Una parte importante de los lactosueros colombianos son obtenidos como resultado de la
elaboracion de cuajadas frescas, sin adicién de bacterias, por coagulacion enzimatica de
la leche. Adicionalmente, con la revisién de la literatura disponible, se encuentran trabajos
como los de Rincon-Garcia, Sepulveda-Valencia y Ciro-Velasquez (2020), Zapata, S., et
al. (2021) y Vargas, D., et al. (2019) enfocados en lactosueros obtenidos de la elaboracién
de quesos colombianos. Sin embargo, la evaluacion del proceso de UF sobre el lactosuero
dulce para la obtencién de un concentrado de proteinas a partir del queso blanco
colombiano no ha sido explorado y, por lo tanto, se propone como objetivo del presente
trabajo, con el objetivo de generar alternativas de valorizacion de este efluente.

Materiales y métodos

Caracteristicas fisicoguimicas y composicionales del lactosuero y el concentrado
de proteinas obtenido

La leche usada para elaborar el queso blanco se obtuvo de una finca lechera con vacas
de raza Holstein, y present6 en promedio 3% de proteina, 3,6% de grasa y 12% de sélidos
totales. Los animales son alimentados con pasto kikuyo (Pennicetum clandestinum). La
leche fue obtenida por medio de un ordefio mecéanico y fue almacenada en refrigeracion
(2-6°C) hasta que fue procesada. El lactosuero dulce fue obtenido de fabricar un queso
fresco coagulado enzimaticamente (queso blanco) que fue proveido por la empresa
Productos Lacteos Aura SA (Rionegro, Antioquia, Colombia). El queso blanco es
tradicional de Colombia, es fresco, obtenido por coagulacion enzimatica de la leche sin
adicion de bacterias. Se fabrico con leche entera, que fue pasteurizada a 75°C por 15 s de
retencion, luego fue enfriada a 35°C para ser coagulada (Chimax, CHR Hansen, Denmark).
La cuajada fue cortada y agitada por 10 min, luego fue desuerado y finalmente salado

(cloruro de sodio) al 1,2% La masa fue moldeada y prensada por 10 min, luego porcionada
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y empacada para ser almacenada en refrigeracion. El lactosuero fue filtrado, clarificado y
descremado a 7200 rpm y termizado a 63°C. El contenido de proteina total se determin6
por Kjeldahl (AOAC 920.123, 1997), la grasa por Babcock (AOAC 989.04, 1997), solidos
totales por secado con aire forzado a 98-100°C por 3 h (AOAC 925.23, 1997), la acidez
por titulacion por NaOH 0,1N (AOAC 947.05, 1997), pH con un potenciometro (AOAC
981.12, 1997), actividad de agua (Aw) con un termohigrometro de punto de rocio a 25°C
(AquaLab 3TE Series, Decagon Devices, Inc., Pullman, Washington, USA) (Grummer and
Schoenfuss, 2011); el potencial Zeta con un Zetasizer (Malvern Panalytical); donde se
determiné la movilidad y distribucién electroforética. Las muestras de lactosuero se
inyectaron en la celda de medida y puesta en el equipo. La temperatura fueron 25°C y se
usaron 200 mV. El analisis tom6 por lo menos 10 min (Gbassi et al., 2012). El contenido
de lactosa se cuantific6 por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) usando un
equipo Agilent serie 1200 (Santa Clara, CA, USA) con una columna Aminex HPX-87H de
intercambio i6nico (300x7,8 mm) (Bio-Rad) (Hercules, CA, USA); con un detector de indice
de refraccion de Agilent Technologies usando como fase mévil H.SO4 a 0,008 N con una
tasa de flujo de 0,6 mL min?! (AOAC 984.22, 1997); la a-lactoalbumina y B-lactoglobulina
se determinaron por HPLC usando un cromatografo Shimadzu (Kyoto, Jap6n) equipado
con un detector de arreglo de diodos (DAD); con una columna Jupiter® (5 ym C18, 300 A,
250x4,6 mm) (Phenomenex ) (Torrance, CA, USA) se us6 como fase movil el acido
trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo (ACN) (Elgar et al. 2000). La tasa de flujo fue de 1 mL
mint. La columna fue equilibrada con 80% del solvente A (0.1% v/v, TFA en agua Milli-Q)
y después, se inyectd la muestra, con un minuto de periodo isocratico, posteriormente, se
uso un gradiente lineal de 100% del solvente B (0.09%, v/v, TFA, 90%, v/v acetonitrilo en
agua Milli-Q) y se realiz6 de la siguiente manera: 1-6 min 20-40% B; 6-16 min 40-45% B,
16-19 min 45 — 50% B; 19-20, 50% B; 20-23 min, 50-70% de B; 23-24 min, 70-100% B. La
columna se equilibr6 de nuevo después de 1 min a 100% de B con dos minutos en

gradiente lineal hasta llegar al 20% de B seguido de 3 minutos de un periodo isocratico.

Aplicacion de la UF en la concentraciéon de las proteinas del lactosuero.

Cada experimento de filtraciéon (UF) se llevé a cabo con 800 L de lactosuero dulce
estandarizado, en una planta piloto (Perinox, Villarobledo, Espafia), la cual estaba
equipada con dos membranas de polietersulfona (PES) en configuracién espiral (Koch
Membrane System inc., Wilmington, Massachusetts, USA), con capacidad de 130 L/h de

flujo de permeado y un tamafio molecular de corte (MWCO) de 10 kDa. Para estudiar el
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efecto del proceso de filtracion sobre la concentracion de las proteinas de suero, se planteé
estudiar el efecto de la presion transmembrana (PTM), entre 2,5 a 5 bar, y el factor de
concentracion volumétrico (VCF), entre 5 y 18, sobre el coeficiente de retencion de la
proteina (Rp) en Eq. (1) (Alkhatim, H., et al., 1998; Vourch, M., et al., 2005; De Souza, et
al., 2010), el flujo de permeado (Jp) en Eg. (2) y el rendimiento (Y) en la recuperacion de
la proteina Eq. (3) (Nath, et al., 2014), estds variables tienen gran importancia en la
eficiencia del proceso de concentracion. Todos los ensayos se realizaron a una
temperatura constante de 48°C, segun lo planteado por Barba, et al., (2001), Butylina, et
al., (2009) y Bipasha Das, et al., (2015).
Rp = (1—%)*100
Eq.1
Siendo Rp: Coeficiente de retencién de la proteina; Cp: Soluto en el permeado; Cr: Soluto
en el retenido
Jp=V/(Axt)
Eq.2
Siendo Jp= Flujo de permeado (L m? ht); V= Volumen de permeado (L); A= area efectiva
de filtracion (m?); t= Tiempo (h)
Y = Vr = Cr
VfxCf
Eq. 3

Siendo Y= Rendimiento; Vr= Volumen del retenido; Cr= Concentracion del soluto en el
retenido; Vf= Volumen de la solucién de alimentacién; Cf= Concentracion de soluto en la

solucién de alimentacién

Caracterizacion fisico-quimica de concentrado de proteinas de suero (WPC). Se
determiné el contenido de lactosa por HPLC, proteina, pH, acidez, sdlidos totales, grasa,
potencial zeta (¢), a-lactoalbumina y B-lactoglobulina segun las metodologias descritas

previamente. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado (Elgar et al., 2000).

Disefio y analisis estadistico.
Se us6 un disefio central compuesto ortogonal para optimizar las variables dependientes
(VCF y PTM) en funcion de las variables respuesta Rp, Jp, Y retencion de la proteina en

el concentrado obtenido por UF. Las variables independientes fueron seleccionadas por
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ensayos previos y las limitaciones del equipo de proceso. Se realiz6é una optimizacion para
cada variable independiente para luego realizar un analisis de optimizacion por multiples
respuestas con el objetivo de maximizar la funcion de deseabilidad para encontrar el
méaximo valor de cada variable independiente. Los datos fueron analizados en el paquete
estadistico Statgraphics Centurion 16.1 (Statpint Technologies, INC).

Resultados y discusion

La PTM tuvo efecto significativo (P<0,05) en Jp como se muestra en la figura 1A porque
Jp a una PTM de 2 bar no excedié 37,5 L m? h?, pero cuando subi6 a 5 bar fue
significativamente mayor, excediendo 41 L m? h', Baldasso et al., (2011) afirman que el Jp
se afecta por fendbmenos de concentracion-polarizacion, los cuales se basan en la
acumulacion de una capa de solutos en la superficie y poros de la membrana, y por
interacciones entre los solutos y la superficie de la membrana, respectivamente. Este
proceso aumenta con la concentracion del lactosuero (Nath et al., 2014). Sin embargo, Jp
esté relacionado con la resistencia intrinseca de la membrana (Rm) y la resistencia debido
a taponamiento de la misma (Rf) (Barba et al., 2000), lo cual incrementa debido a la
concentracion de la proteina y el VCF (Baldasso et al., 2011). Por otro lado, TPM fue
efectiva en aumentar Jp en el rango de trabajo estudiado, este fenémeno fue reportado por
otros autores (ltchenco et al., 2018; Barba et al., 2000). La TPM no tuvo efecto significativo
(P>0,05) sobre Rp (figura 1B), lo que indica que la membrana no dejé escapar las
fracciones de proteina incluso con el aumento de el parAmetro presion. lltchenco et al.
(2018) y Barba et al. (2000) reportaron que la presion y la temperatura no afectan estas
variables cuando se usaron membranas de 10 kDa de tamafio molecular de corte (MWCO)

para la concentracion de proteinas de lactosuero.

La VCF tuvo efecto significativo (P<0,05) sobre Rp; sus valores se encontraron entre 0,6 y
0,73 (figura 1B), siendo similar a los reportes de la literatura (Galanakis et al., 2014).
litchenco et al. (2018) reportaron valores entre 0,68 y 0,84 usando un MWCO entre 1y 100
kDa es membranas de polisulfona y polietersulfona y De Souza et al. (2010) report6 0,84
en condiciones similares de proceso. Con mayores valores de VCF, el contenido de
proteina (% v/v) del permeado aumenta, lo cual esta representado por péptidos,
aminoacidos libres y nitrégeno no proteico (Butylina et al., 2006). Sin embargo, Barba et
al. (2000) determiné que proteinas nativas, como la B-lactoglobulina and a-lactoalbumina
podrian incluso permear, y este fendmeno se incrementan cuando aumenta la

concentracion de la proteina y en consecuencia el desequilibrio osmotico. Los valores de
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Rp indican que el MWCO de la membrana usada fue el principal fendbmeno durante el
proceso de separacion y concentracion (Galanakis et al., 2014) debido al tamafio molecular
de las proteinas del lactosuero, las cuales son mayores de 14 kDa (Jelen, 2011) y el
tamafio de los poros de la membrana que estan alrededor de 10 kDa.

Hubo una retencion eficiente del soluto en el proceso de concentracion de la proteina por
UF usando la membrana con MWCO de 10 kDa. Sin embargo, pequefias fracciones como
péptidos e incluso proteinas nativas como la B-lactoglobulina y a-lactoalbumina (Barba et
al. 2000) pueden permear a través de la membrana. El rendimiento no estuvo afectado por
la PTMy la VCF (P>0,05) y estuvo en un rango entre 0,51 y 0,84 (figura 1C). Estos valores
concuerdan con reportes como el de Nath et al. (2014) que encontr6é rendimientos entre
0,6 y 0,85 para la separacion de proteinas de lactosuero de forma individual y la lactosa
desde el lactosuero obtenido de la elaboracion de caseina, por medio de una cascada de
membranas de UF con diferentes MWCO. Kukucka and Kukucka (2013) reportaron un
rendimiento entre 0,4 y 0,65 para la separacion de proteinas de lactosuero dulce usando
UF en membrana de polisulfona usada para el tratamiento comercial de agua; y Marella et
al. (2011) reporté mayor rendimiento en la elaboracién de un WPC enriguecido en a-
lactoalbumina. El uso de una PTM mayor a 2,06 bar ayuda en la premiacion de algunas
moléculas de alto peso molecular como las proteinas (Nath et al., 2014). La optimizacién
se llevo a cabo maximizando el pardmetro de deseabilidad tomando en cuenta Rp, Jp vy el
contenido de proteina del concentrado (%). Dentro de la optimizacion, se dio mayor peso
al contenido de proteina del concentrado (5 puntos) porque el interés fue obtener un
producto con el mayor contenido posible para ser usado en la elaboracién de quesos,
mientras que para Rp y Jp el impacto fue de 3 puntos cada uno. La deseabilidad resultd
en 0,61, y los valores de optimizacién para la PTM y VCF fueron 2 bar y 18,
respectivamente. Y los valores en estas condiciones para Jp, Rp y el contenido de proteina

del producto fue 42,97 L m2h?, 0,54 y 9,08%, respectivamente.
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Figura 1. Efecto de la PTM y el VCF en (A) Jp: flujo de permeado (L m? h?); (B) Rp:
coeficiente de retencidn de la proteina; (c) Y: rendimiento; y (D) contenido de proteina del

concentrado (%)

Existieron diferencias significativas (P<0,05) entre el lactosuero y el WPC en valores como
lactosa, proteina, acidez, solidos totales grasa, potencial Zeta, B-lactoglobulina y a-
lactoalbumina (tabla 2). Los WPC estan disponibles con diferentes concentraciones de
proteina como el 34% (WPC34), 45, 50 o0 80%, y esta denominacion se realiza con base a
la relacién entre el contenido de proteina y de sélidos totales (Gangurde et al., 2011). EL
contenido de proteina del WPC fue de 8,27% (figura 1D) y el de sélidos totales 18,21%,
por lo tanto, la proteina represento el 45% de los sélidos totales. Entonces, este producto
se puede clasificar como un WPC45 obtenido a partid de lactosuero dulce, el cual es un
ingrediente interesante para la industria de alimentos porque es un contenido importante
de proteina, minerales y lactosa, que puede influenciar la estructura, apariencia, textura,
viscosidad, sensacion en boca, o retencion del sabor en los productos lacteos (Krolczyk et
al.,, 2016). La grasa y la proteina fueron concentradas por la UF, sin embargo, fue un
sistema menos estable, segun los datos de potencial Zeta. Como resultado del proceso de
separacion de las caseinas de la leche, se pueden obtener dos tipos de lactosuero, el acido
(pH<6) y dulce (pH>6) (Panesar et al., 2007; Parra, 2009), lo que clasifica la materia prima
usada como lactosuero dulce.
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Tabla 1. Efecto de laPTM y el VCF, a Rp, Y, Jp y contenido de proteina del concentrado.

Jp (L m-2
PTM (bar) VCF i I‘(l-l) Rp Y Contenido de proteina del concentrado (%)
5 5 44,6 0,72 0,63 2,84
3,5 5 43,9 0,73 0,66 2,96
5 18 41,4 0,6 0,59 8,46
3,5 115 37,1 0,61 0,59 5,39
2 11,5 35,8 0,81 0,54 5,61
5 115 44,8 0,6 0,51 5,23
2 18 36,4 0,62 0,62 8,94
2 5 37,5 0,73 0,84 2,95
3,5 18 41,2 0,45 0,64 9,21
3,5 11,5 35,8 0,63 0,6 5,17

Tabla 2. Caracterizacion del lactosuero de queso blanco y el concentrado de proteinas

Caracteristica Concentrado de proteinas de Lactosuero del Lactosuero

lactosuero (WPC) gueso blanco dulce*

Lactosa (%) 3,940,1a 4,6+0,2b 4,6-5,2

Proteina (%) 8,27+0,5a 0,85+0,03b 0,6-1

pH 6,24+0,3a 6,52+0,3b 6--7

Acidez (%) 0,43+0,02a 0,08+0,01b 0,2

Solidos totales

(%) 18,21+0,4a 6,98+0,4b 6,3-7

Grasa (%) 2,41+0,2a 0,08+0,01b

Potencial Zeta

(mV) (23,44+0,7a) (31,33+0,8b)

B-lactoglobulina

(%) 4,71+0,3a 0,4+0,01b

a-lactalbumina

(%) 1,3840,1a 0,153+0,01b

*tomado de Jelen (2011).
Medias + desviaciones estandar de las medidas. Valores en la misma fila con diferente

letra indica diferencias significativas (P<0,05)

De acuerdo con Jelen (2011), el lactosuero usado en este estudio tuvo un bajo contenido
de calcio y acidez (porcentaje de acido lactico), este fenOmeno se explica en que la
tecnologia de elaboracion del queso genera lactosuero dulce. En otros paises, los quesos
coagulados enziméticamente, incluyen el uso de bacterias (quesos como el cheddar,
gouda y Edam) y acttan con una fermentacion ligera de la leche. Este proceso difiere a lo

gue se realiza en Colombia porque los quesos son el resultado de la coagulacion



Capitulo 1 39

enzimatica de la leche sin adicion de bacterias (cuajadas frescas). Adicionalmente, el calcio
coloidal es solubilizado a bajos valores de pH y condiciones de mayor acidez (Panesar et
al., 2007), por lo tanto, se explica el bajo nivel de calcio en el lactosuero dulce con respecto
a lo reportado en la literatura (Jelen, 2011) (tablal). De acuerdo con Carvalho et al. (2013),
el lactosuero derivado de leche bovina, contiene tipicamente, en base seca, entre 70 a
80% de lactosa, 10-12% de proteinay entre el 8 al 20% de minerales, ademas de presentar
un pH de 6,6 (De Wit, 2001; Muro-Urista et al., 2010). Estos valores son similares a los
resultados de este trabajo, siendo un 66% de lactosa, 12% de proteina y 7,6% de
minerales. La B-lactoglobulina y la a-lactalbumina se encuentran en niveles similares a los
reportados por otros autores de 0,3 y 0,1%, respectivamente (Madureira et al., 2010,
Almécija et al., 2007).

El concentrado presenté diferencias significativas (P<0,05), con respecto al lactosuero sin
concentrar, en el contenido de lactosa, proteina, pH, sélidos totales, grasa, potencial ¢, B-
lactoglobulina y a-lactoalbumina. El lactosuero contiene entre el 10 al 12% de proteina
(b.s.), las cuales presentan un tamafo entre 8,6 a 150 kDa (Carvalho et al., 2013): Por lo
tanto, al usar una membrana de UF con un tamafo molecular de corte de 10kDa, se
pueden retener gran parte de estas, explicando asi el aumento del contenido de proteina
total e individual. Este mismo principio aplica para la materia grasa, que es retenida por
esta membrana. Gracias a la retencion de la proteina, se aumentd su concentracién con
respecto a los demas sélidos del lactosuero, obteniendo asi un WPC 45, logrando el
objetivo de la UF aplicada a este, que segun Arunkumar y Etzel (2015). El potencial Zeta
estuvo mas cercano a cero en el concentrado, lo cual indica que es un sistema menos
estable que el lactosuero sin concentrar, porque al tener mayor concentracion de solutos,
hay mayor posibilidad de colisiones entre moléculas, generando floculacion (Kaewkannetra
et al., 2009). Adicionalmente, la acidez fue mayor en el concentrado debido a la
temperatura de concentracion de 43°C, que permitio6 el posible crecimiento de
microrganismos termofilos que produjeron acido lactico, bajando asi el pH de 6,5 a 6,2
como reporté De Wit (2011) para WPC

Conclusiones
La UF es una tecnologia adecuada para la concentracion del lactosuero dulce obtenido de

la elaboracion de quesos frescos coagulados enzimaticamente sin adicién de bacterias,
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proceso tipico de los quesos colombianos. A partir de este lactosuero es posible obtener
un WPC 45 con el cual se pueden desarrollar ingredientes para la industria de alimentos.
El WPC debe ser usado rdpidamente, porque tiende a generarse una floculacion de las
proteinas de lactosuero. Bajo las condiciones de proceso propuestas, el punto éptimo para
la concentracion de proteinas de lactosuero, determinado por el contenido de estas en el
concentrado, fue de 2 bar de PTM y un VCF de 18
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3. Capitulo 2: Caracteristicas
fisicas y composicionales del
queso y yogurt elaborados a
partir de un concentrado de
proteinas de leche parcialmente
desmineralizado

Edinson Bejarano Toro; Eduardo Rodriguez Sandoval; José Uriel Sepulveda

Valrencia

Resumen

El objetivo fue aplicar dos ciclos de diafiltracion (DF) a un concentrado de
proteinas de leche (MPC) obtenido por ultrafiltracion (UF) para evaluar el efecto
de la DF sobre el contenido de minerales, especificamente el calcio de un MPC y
estudiar el efecto de la desmineralizacién parcial de los MPC en las caracteristicas
composicionales y texturales de un queso fresco, un yogurt firme y uno batido. La
aplicacion de un ciclo de DF removio el 22.2% de las cenizas y el 8.12% del calcio
del MPC, pero no se presentaron diferencias (P>0.05) con respecto a la aplicacion
de dos ciclos de DF, por lo tanto, para desmineralizar un MPC es suficiente un
solo ciclo de DF. Los quesos elaborados con MPC sometidos a un ciclo y dos
ciclos de DF fueron menos duros y presentaron menor resistencia a la masticacion
debido a la falta de calcio soluble, mineral basico en el fenédmeno de coagulacion
enzimatica, y al aumento de caseinas en solucion, fenbmenos que generan
aumento en el tiempo de coagulacién y geles débiles. La ausencia de calcio y
cenizas en los yogures no tuvo efectos sobre sus caracteristicas texturales debido
a que la coagulacién de las caseinas se da por agregacion de estas cuando estan
en su punto isoeléctrico. En conclusion, la DF logra un maximo de

desmineralizacion de la leche en un solo ciclo y los geles enzimaticos obtenidos a
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partir de los MPC diafiltrados son menos duros, efecto que no se observa en las

coagulaciones acidas como la que se presenta en los yogures.

Introduccién

La tecnologia de membranas como una técnica de filtracion y concentracion
selectiva aplicada a la industria lactea ha generado beneficios desde el desarrollo
de procesos techoldgicos como la remocién de agua, separaciones sélido-liquido
o liquido-liquido (Pouliot, 2008). El proceso de ultrafiltracion (UF) es clave en la
industria lactea porque facilita la concentracion de las proteinas, removiendo
lactosa, minerales, péptidos, agua y otros solutos de bajo peso molecular
(Kenneth et al., 2017). Como resultado de este proceso, se obtiene concentrados
de proteina de leche (MPC), donde se concentran las proteinas séricas y las
caseinas, manteniendo las proporciones de la leche entera (80:20). Este tipo de
productos generalmente son secados por aspersion y contienen niveles de
proteina desde 42% hasta el 85% sobre la base seca, y generalmente, son usados
como fuentes de proteina para la elaboracién de otros derivados lacteos como
bebidas fermentadas, quesos, helados, entre otros (Patel & Patel, 2014). Los MPC
liquidos también tienen aplicacion en la industria quesera porque al concentrar la
leche se puede mejorar la calidad nutritiva del producto final por mayor retenciéon
de componentes, ademas de mantener una composicion estandar de la materia
prima y aumentar el rendimiento quesero. Por otro lado, al aumentar los sélidos
totales de la leche se pueden aprovechar de manera mas eficiente las
instalaciones industriales y materiales involucrados en la elaboracién de quesos,
como las enzimas coagulantes y cultivos iniciadores (Kumar et al., 2013). El primer
proceso desarrollado y patentado fue la metodologia MMV (llamado asi por sus
inventores Maubois, Mocquot & Vassal), donde se logro la produccién industrial
de un queso con base en una leche concentrada entre 5 a 7 veces por UF,
obteniendo una cuajada de alta calidad (Maubois et al., 1969). De manera general,
por concentracion de la leche con UF se pueden obtener los siguientes tipos de
retenidos: de baja concentracion (VCF: 1.2-2X) conocidos como LCR; de media
concentracion (VCF: 2-6X) también conocido como MCR y los pre-quesos liquidos
(VCF: 6-8X) (Mistry & Maubois, 2004).
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En un MPC obtenido por UF se aumenta la concentracién de los minerales
asociados a las caseinas (Ca, P y Mg), y asi su capacidad buffer, generando
sabores y texturas anormales en los productos que se elaboren con el MPC (Mistry
& Maubois, 2004). En la diafiltracién (DF) los solutos permeables por la membrana
son diluidos en el concentrado por medio de la adicién de agua y reconcentracion
de este en etapas sucesivas. Por esto, la DF es usada para aumentar el contenido
de proteina en los concentrados de UF, retirando la lactosa, minerales solubles e
insolubles (Cheyran, 1998; Brans et al., 2004; Singh, 2007).

La aplicacion de la DF a la leche puede generar modificaciones de las micelas de
caseina por alteracion de los minerales asociados a esta estructura y por lo tanto
en las caracteristicas de los derivados lacteos elaborados a partir de este
concentrado (Sandra & Correding, 2013). Esta tecnologia ha sido usada para
obtener MPC con diversos contenidos de proteina que son secados por aspersion
para su posterior aplicacion en la elaboracion de derivados lacteos como quesos,
yogures y helados (Francolino et al., 2010; Eshpari et al., 2014; Bruzantin et al.,
2016; Lu et al., 2017). Asi mismo, la DF se ha aplicado para la obtenciéon de
concentrados de proteinas de suero en polvo (WPC) a partir de suero de
mantequilla y leche descremada para evaluar sus propiedades funcionales
(Svanborg et al.,, 2015) y estos productos concentrados en polvo han sido
evaluados en diferentes condiciones de procesamiento para mejorar sus
caracteristicas funcionales (Mao et al. 2012; Banach et al., 2013; Cao et al., 2015;
Chenchaiah et al., 2015). A pesar de la literatura existente en este campo, el uso
de los MPC liquidos y desmineralizados en productos coagulados ha sido poco
explorada y por esto, el objetivo de este trabajo fue aplicar un MPC sometido a
varios ciclos de DF en la elaboracion de productos lacteos como queso tipo
Burgos, yogurt firme y batido evaluando sus caracteristicas composicionales y

texturales.

Materiales y métodos

Proceso de obtencion del MPC. Para cada experimento se usaron 320 L de
leche descremada, que fueron caracterizados por medio de espectrometria
infrarroja con transformada de Fourier FTIR (Milkoscan Foss Instruments, Hillerad,
Dinamarca) en su contenido de proteina, cenizas, grasa y lactosa. Para la
concentracion de la leche se us6 una planta piloto de filtracion APV (Silkeborg,

Dinamarca) equipada con dos membranas de ultrafiltracion (UF) (UF-pHt Series
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GR81PP, Alfa Laval, Lund, Suecia) de polietersulfona (PES) en paralelo con peso
molecular de corte de 10 kg mol? y un area efectiva de filtrado de 13.6 m?. El
proceso de UF se realiz6 en modo concentracién a una presién transmembrana
(PTM) de 4 bar, una temperatura de 20°C y un factor de concentracién volumétrico
(FCV) de 4, por lo tanto, se obtuvieron 80 L de MPC y 240 L de permeado. Para
el MPC vy los tratamientos se determiné el contenido de cenizas por el método de
incineracién a 550°C (IDF 27, 1964); el calcio por la técnica ICP masas (ISO
17294-2, 2003) y la proteina por el método Kjeldahl (IDF3 20B, 1993) previo a ser
usados en la elaboracion de los derivados lacteos. Los analisis se realizaron por
triplicado.

Para la aplicacion de la DF al MPC, se determinaron las condiciones de
procesamiento (temperatura y presion transmembrana) por ensayos previos. El
MPC se someti6 a un ciclo (M1DF) y a dos ciclos (M2DF) de DF. En cada uno se
adicionaron 240 L de agua osmotizada (factor de dilucion 4) y se concentré
nuevamente por UF con un FCV igual a 4. Se recuperaron 80 L de cada producto
diafiltrado. Los ciclos de DF fueron sucesivos y la membrana se limpié

guimicamente al final de cada experimento.

Elaboracién del queso tipo burgos, El queso se elabor6 usando la metodologia
MMV (Maubois et al., 1969), donde se estandariz6 el contenido de proteina a 12%
(p/v) en cada uno de los MPC usados, se pasteurizaron a 75°C por 5 min y fueron
enfriados a 35°C. Luego se adicioné 0.02% de CaCl, y se aplicé la enzima
coagulante (Chy-Max. Chr. Hansen, Dinamarca). Al cabo de 30 min, el producto

fue almacenado en una camara frigorifica a 5°C hasta realizar los analisis.

Elaboracién de yogurt firme y batido. Cada uno de los MPC obtenidos fueron
estandarizados a 4% (p/v) de proteina, se calentaron a 75°C, se homogenizaron
a 200 bar y se pasteurizaron a 95°C por 5 min. Luego se enfriaron a 43°C, se
inocularon con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
termophilus y se incubaron a 42.5°C hasta alcanzar un pH de 4.6. Posteriormente,
fueron almacenados a 5°C en una camara frigorifica hasta efectuar los analisis.
Para obtener el yogurt batido, luego del almacenamiento a 5°C por 12 h, se rompié

el coagulo manualmente y se almaceno en refrigeracion hasta realizar los analisis.

Propiedades texturales del yogurt y queso. El andlisis textural del yogurt firme

se realiz6 en el envase donde fue fermentado usando un analizador de textura
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(TA-XTplus, Stable Micro Systems, Godalming, UK) con una sonda de 0.5 mm
(SMSP/0.5). Las caracteristicas que se obtuvieron fueron dureza (g), elasticidad y
cohesividad. Los pardmetros empleados en la prueba fueron: velocidad pre-
ensayo de 1 mm/s, velocidad en el ensayo de 0.5 mm/s, velocidad pos-ensayo de
0.5 mm/s, modo de medicién por distancia de 15 mm, tiempo de ensayo 5 s, con
una celda de carga de 25 kg (Ferragut et al., 2009; Serra et al., 2009). Con
respecto al yogurt batido, se realizé una prueba de back extrusion empleando el
mismo analizador de textura y la misma celda de carga para determinar su firmeza
(g), consistencia (g.s), cohesividad e indice de viscosidad (g.s). La sonda
empleada fue la back extrusion ring con un disco de 35mm, calibrada a una altura
de 80 mm. Para este ensayo se lleno el cilindro con la muestra, se refrigerd por 1
h para su reestructuracion. Las condiciones de prueba fueron velocidad pre-
ensayo de 1 mm/s, velocidad en el ensayo de 1 mm/s, velocidad pos-ensayo de
10 mm/s y modo de medicién por distancia de 30 mm (Serra et al., 2009;
Najgebauer-Lejko et al., 2014). Se utilizaron 6 muestras por cada ensayo textural
para los yogures.

El queso se porcion6 en cubos de 2 cm? para realizar el andlisis de perfil de
textura (TPA) empleando el analizador de textura previamente descrito, equipado
con la sonda de 100 mm (SMSP/100) bajo los siguientes parametros: velocidad
pre-ensayo de 1 mm/s, velocidad en el ensayo de 1 mm/s, velocidad pos-ensayo
de 1 mm/s, modo de medicién por deformacién al 35%, tiempo de esperade 5sy
una celda de carga de 25 kg (Jeon et al., 2012; Gutierrez-Méndez et al., 2013).
Previo a realizar la medida, se calibré la sonda a una altura de 25mm. La maxima
deformacién que soportaban las muestras antes de fracturarse se evaludé en
ensayos previos. Las caracteristicas obtenidas fueron: dureza (N), elasticidad,
cohesividad y masticabilidad. Se realizaron 6 repeticiones de cada ensayo textural

a las muestras de queso.

Analisis composicional de los productos elaborados. El contenido de cenizas
se realiz6 por el método de incineracion a 550°C (IDF 27, 1964), el contenido de
calcio por la técnica ICP masas (ISO 17294-2, 2003), el contenido de proteina por
el método Kjeldahl (IDF 20B, 1993) y el extracto seco total por el método de
desecacion en estufa a 100°C segun la norma (IDF 4A, 1982). El contenido de
grasa para el queso se efectu6 por el método soxhlet, (IDF 5B, 1986) y para el
yogurt por el método Rose-Gottlieb (IDF 1D, 1996).
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Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como medias + SD. Para las variables respuesta
(Caracteristicas fisicas, quimicas y composicionales) de cada uno de los
productos se utiliz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA), considerando
como factor el nimero de diafiltraciones: sin DF (MPC), un ciclo (M1DF) y dos
ciclos (M2DF). Para la comparacién de diferencias entre medias se usé el LSD
Fisher con un nivel de significancia del 5%. Todos los analisis se realizaron usando

Statgraphic Centurion 16.1. (Statpoint Technologies, INC).
Resultados

Proceso de obtencion del MPC. Se partio de una leche descremada compuesta
por 33.3 g/L de proteina, 6.6 g/L de cenizas, 0.7 g/L de grasa, 49.3 g/L de lactosa,
92.9 g/L de sdlidos totales y 125.83 mg/100 mL de calcio. Las muestras con M1DF
y M2DF no presentaron diferencias significativas (P>0.05) en composicion
respecto al contenido proteico, pero si presentaron diferencias (P<0.05) en el
contenido de cenizas y calcio con respecto al MPC (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion del MPC

Tratamientos
Componentes MPC M1DF M2DF
Proteina (g/kg) 122,5+0,92 121,2+1,02 122,9+1,22
cenizas (%) 12,6+1,12 9,8+0,9° 9,6+1,0°
Calcio (mg/100g) 401,8+13,3?2 369,2+7,6° 357,5+12.7°

*Los resultados son la media + desviacion estandar. Valores en la misma fila con letras diferentes

presentan una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05)

Composicion de los productos elaborados. Tanto el queso como el yogurt
elaborados con el MPC, M1DF y M2DF no presentaron diferencias significativas
(P>0.05) en el contenido de proteina. Por otro lado, se presentaron diferencias
significativas (P<0.05) en el contenido de cenizas y calcio entre los productos
elaborados a partir del MPC con respecto a los obtenidos de M1DF y M2DF (Tabla
2).
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Tabla 2. Composicion del queso tipo Burgos, el yogurt batido y el yogurt

cuchareable.

Tratamientos

Caracteristica Queso tipo Burgos Yogurt
MPC M1DF M2DF MPC M1DF M2DF
solidos totales | 173,2+45,72 | 138,9+2,3 | 127,0+7,9¢ | 108,8+10,82 | 58,3+5,1° | 66,9+0,9P

(9/kg)

Proteina (g/kg) 119,445,923 | 121,142,432 | 121,942,228 | 41,742,228 | 43,9+1,42 | 41,2+0,62
b b b b
Cenizas (g/kg) 14,2+0,9% | 10,8+0,5 11,5+0,3 7,9+0,82 4,3+0,4 3,5+0,2
b b b b
Calcio (mg/100g) 389,6+7,62 | 356,2+7,0P | 358,6+3,0° | 158,8+2,4% | 116,8+9,4° | 109,1+3,5

*Los resultados son la media + desviacién estandar. Valores en la misma fila con letras diferentes

presentan una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05)

Propiedades texturales de los productos elaborados. Los quesos elaborados

con los MPC aobtenidos no presentaron diferencias significativas (P>0.05) en la

cohesividad y elasticidad. Pero si fueron mas duros y generaron mayor dificultad

para su masticacién los elaborados con MPC con respecto a M1DF y M2DF (Tabla

3). No se presentaron diferencias significativas en las propiedades texturales de

los yogures batidos y firmes elaborados con MPC, M1DF y M2DF, excepto en el

valor de la elasticidad del yogurt firme con MPC que fue mayor al resto (tabla 4).

Tabla 3. TPA del queso elaborado con MPC, M1DF y M2DF

Tratamientos

Caracteristica

MPC M1DF M2DF
Firmeza (N) 349,7+13,4° 290,0£10,5" 261,5+21,0
Cohesividad 0,87+0,02 0,87+0,02 0,8620,02

Elasticidad (mm) 0,97+0,02 0,97+0,02 0,97+0,02

Masticabilidad (N) 295,1+21,42 234,7+19,4P 209,9+16,8"

*|_os resultados son la media + desviacion estandar. Valores en la misma fila con letras diferentes

presentan una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05)
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Tabla 4. Caracteristicas texturales de los yogures elaborados con MPC,
M1DF y M2DF

Tratamientos
Product
0 Caracteristica MPC M1DF M2DF
Firmeza (N) 0,219+0,0132 | 0,259+0,0252 | 0,239+0,018?
Yoaurt Consistencia (N.s) 5,78+0,5042 6,870,622 6,25+0,562
ba?ido pohesividad** 17,5+1,02 19,1+1,92 17,8+1,52
Indice de
viscosidad(N.s)* 0,29+0,0212 0,356+0,0372 | 0,265+0,0582
Yogurt Firmeza (N) 0,267+0,0252% | 0,314+0,0312 | 0,297+0,0292
firme Cohesividad 0,4+0,02 0,36%0,02 0,36%0,02
Elasticidad (mm) 0,97+0,02 0,93+0,0P 0,94+0,0P

*Los resultados son la media + desviacién estandar. Valores en la misma fila con letras diferentes

presentan una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) **valor absoluto
Discusion

Proceso de obtencion del MPC, M1DF y M2DF. La leche usada para el proceso
de concentracion estd dentro de los parametros exigidos por la legislacion
colombiana y por otros autores para categorizarla como una leche descremada
(Ministerio de la Proteccién social, 2006; Fox et al., 2015). El contenido de cenizas
y calcio de M1DF y M2DF fueron significativamente menores (P<0.05) a los
presentados por el MPC. Resultados de otro estudio concuerdan con los de este
trabajo cuando aplicaron DF a un MPC y removieron parte de las cenizas,
principalmente en su fraccién soluble (Banach et al.,, 2013). Asimismo, se ha
reportado una remocién de minerales solubles aplicando DF, principalmente K, Na
y Cl (Chenchaiah et al., 2015). Con base en esto se podria indicar que en el primer
ciclo de DF se removieron gran parte de la fraccion soluble de minerales y para el
segundo ciclo quedaron principalmente los minerales coloidales (Ca, Mg y P) que
se encuentran asociados a las estructuras de la leche y son solubilizados de forma
lenta (Mistry & Mauboius, 2004; Gaucheron, 2005). Por consiguiente, no es
necesario realizar un segundo ciclo de DF porque no se observé una remocién

significativa de los minerales presentes en las muestras.
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Composicion de los productos elaborados. Entre los quesos y yogures
elaborados no se presentaron diferencias significativas (P>0,05) en el contenido
de proteina, confirmando la correcta estandarizacion de las leches usadas. Por
otro lado, se encontraron diferencias significativas (P<0,05) en el contenido de
sélidos totales, cenizas y calcio entre los productos elaborados con MPC con
respecto a los obtenidos con M1DF y M2DF, confirmando que el proceso de DF
fue efectivo en la remocion de solutos permeables por UF, como lactosa y cenizas,
destacandose dentro de estos el calcio (Tabla 2). La DF usando la membrana de
UF es una tecnologia dirigida a la obtencion de MPC y WPC con alto contenido
de proteina porque al reducir la concentracion de iones solubles y lactosa del
concentrado aumenta la representacion de la proteina dentro de los sélidos totales
del producto (Cheyran, 1998; Ferrer et al., 2014). Eshpatri et al., (2014) obtuvieron
diferencias significativas en el contenido de lactosa entre un MPC (UF) y un MPC
(UF) que tuvo un ciclo de DF y Ferrer et al., (2014) redujeron de forma significativa
el contenido de calcio soluble e insoluble en un MPC al aplicar diferentes
volumenes de DF, comportamientos similares a los obtenidos en este trabajo.

Propiedades texturales de los productos elaborados. Los quesos elaborados
a partir MPC sin DF mostraron mayor dureza y masticabilidad que los elaborados
a partir de M1DF y M2DF, lo cual se puede explicar por el menor contenido de
calcio en las leches diafiltradas (Tabla 3). Este mineral es importante para la
coagulacién enzimatica de la leche, especificamente su fraccion soluble, que se
encuentra involucrada en la fase secundaria del proceso de coagulacién cuando
interactlan las micelas tratadas con renina (Ferrer et al., 2014; Eshpari et al.,
2015). A menor contenido de calcio soluble en la leche se obtienen coagulaciones

enzimaticas mas débiles.

Se comparo6 la dureza de geles lacteos obtenidos enzimaticamente a partir de un
MPC56 y un MPC85 estandarizados a niveles equivalentes de proteina, y se
encontré que el gel elaborado con el MPC56 fue mas duro debido al mayor
contenido de calcio soluble (Sandra & Corredig, 2013). El calcio soluble decrece
con la aplicacion de DF, por lo tanto, al coagular enziméaticamente la leche se
obtienen geles con una menor dureza como en este estudio (Ferrer et al., 2014).
Ademas, el calcio soluble es removido por la DF en su primer ciclo, de ahi la
diferencia significativa (P<0,05) entre el contenido de este mineral en el MPC con

respecto a los productos con DF, pero el calcio insoluble no se reduce
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significativamente con la DF, lo cual explicaria el comportamiento del contenido
de este mineral entre M1DF y M2DF, donde no se encontraron diferencias
significativas (P<0,05) (Tabla 1 y 2). La menor dureza en los quesos a partir de
M1DF y M2DF también se puede generar porque la DF aumenta la presencia de
las caseinas k, a-s y B en la fase soluble, lo que aumenta el tiempo de gelificacion
y reduce la dureza de los coagulos obtenidos (Sandra & Corredig, 2013; Ferrer et
al., 2014).

Con respecto al yogurt, este es un producto lacteo coagulado obtenido de la
fermentacion de la leche por medio de bacterias acido lacticas (Lourens-Hattingh
& Vijoen, 2001; Sandoval-Castilla et al., 2004). A diferencia de la coagulacién
enzimatica, tipica en los quesos, la del yogurt se da por interaccion hidrofébicas y
electrostaticas entre las proteinas cuando la leche esta en el punto isoeléctrico de
las caseinas (pH= 4,6), incluso en este punto el fosfato de calcio se separa
parcialmente de las micelas (Chandan et al., 2006; Fox, 2001). La adicién de calcio
en la leche no tiene efectos significativos en la coagulacion acida de productos
lacteos (Schulz-Collins & Senge, 2004). Por este motivo, la desmineralizaciéon de
la leche usada para la elaboracion de los yogures no generé diferencias (P>0,05)
sobre la dureza del producto, a diferencia del comportamiento observado en el
queso (Tabla 2). En otros estudios se obtuvieron valores superiores en dureza,
adhesividad y elasticidad de yogures firmes debido a que trabajaron con leche
descremada estandarizada con 4% de proteina y adicionada con almidones,
gelatinas o fibras que ayudaron a mejorar las caracteristicas generales del
producto (Sandoval-Castilla et al., 2004; Supavititpatana et al., 2008; Hashim et
al., 2009). Al elaborar yogur firme con leches diafiltradas se obtienen productos
menos elasticos, efecto atribuido al menor contenido de soélidos totales para los
productos de M1DF y M2DF (Tabla 2), debido a que la DF en membranas de UF
retira lactosa y minerales de la leche. También, la presencia de calcio facilita un
mayor reordenamiento de la estructura micelar, ayudando a una mayor formacién
de entrecruzamientos entre los hilos de la red del gel de yogurt. Por lo tanto, al
remover el calcio de las micelas de caseina se generan geles acidos con mayores
tangentes de perdida (tan &), lo cual explica la menor elasticidad (Ozcan et al.,
2011).

Con respecto al yogurt batido, no se encontraron diferencias significativas

(P>0,05) entre los productos elaborados en las caracteristicas evaluadas (firmeza,
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consistencia, cohesividad e indice de viscosidad) (tabla 4). Najgebauer-Lejko et
al., (2014) elaboré un producto similar con leche semidescremada adicionando té
verde, y encontraron valores de firmeza, consistencia, cohesividad e indice de
viscosidad menores a los encontrados en este trabajo para todos los tratamientos.
En el yogurt batido la reduccion del nivel de calcio en la leche no afecto6 su textura
general porque en este tipo de yogures hay una dispersién de particulas de
proteinas agregadas y no se forma un gel como en el caso del yogurt firme, donde

si hay un rol activo del calcio de la leche (Merle et al., 1999)
Conclusiones

La aplicacién de la UF combinada con la DF es efectiva para realizar una
desmineralizacién parcial de los MPC. Sin embargo, aplicar mas de un ciclo de DF
no generé diferencias significativas en el contenido de minerales. Las diferencias
texturales del queso fresco fueron atribuidas al desbalance mineral generado por
la DF del MPC, principalmente en el contenido de calcio. En los yogures no se
evidencié un efecto importante de la desmineralizacion parcial del MPC porque
prevalecen las coagulaciones acidas. El efecto de la filtracién en las estructuras
proteicas y contenido mineral de la leche fue significativo. Se recomienda estudiar
las diferencias desde el punto de vista sensorial y otras caracteristicas

fisicoguimicas de los productos lacteos obtenidos a partir de estas leches tratadas.
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4. Capitulo 3: Articulo: Desarrollo de
un microparticulado de proteinas de
lactosuero dulce concentrado por
ultrafiltraciéon y su aplicacion en la
elaboracién de queso blanco

Edinson Bejarano Toro; Eduardo Rodriguez Sandoval; José Uriel Sepulveda

Valrencia

Resumen

Los microparticulados de proteinas de lactosuero (MWP) se obtienen del procesamiento
térmico y fisico de los concentrados de proteinas de lactosuero (WPC), y se han reportado
como ingredientes con potencial para mejorar el rendimiento quesero. Se desarrollaron y
optimizaron las condiciones de obtencion de un MWP adecuado para su inclusion en la
elaboracion de queso blanco. Para la optimizacion del MWP se evaluaron como factores
la temperatura y el tiempo del tratamiento térmico y como variables respuesta el potencial
Zeta, tamafio particula, color, coeficiente de retencion de proteinay el rendimiento quesero
por medio de un disefio de superficie de respuesta con 14 experimentos, de los cuales se
obtuvieron unas condiciones 6ptimas de procesamiento que fueron 93°C por un tiempo de
17 min en retencion. Con respecto a la inclusion del MWP en el queso blanco, se probaron
dos niveles de inclusibn 3% y 5%; y se evalué su impacto sobre caracteristicas de
rendimiento, retencion de la proteina y el perfil de textura con respecto a un queso control
gue no fue adicionado con MWP. Se encuentra que el 3% de inclusion es méas adecuado

porgue conserva caracteristicas texturales mas cercanas a un queso blanco tradicional.
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Abstract

The whey protein microparticulated (MWP) is obtained from whey protein concentrate
(WPC) thermal and physical processing, and has been reported as an ingredient with
potential to improve the cheese yield. The conditions for obtaining a suitable MWP for its
inclusion in white cheese production were developed and optimized. For the optimization
of MWP were evaluated the temperature and the thermal treatment time as factors and the
zeta potential, particle size, color, protein retention coefficient, and cheese yield as
response variables by means of a response surface design with 14 experiments, from which
optimal processing conditions were obtained which were 93°C for a retention time of 17
minutes. Regarding the inclusion of the MWP in queso blanco, two levels of inclusion 3%
and 5% were tested, and their impact on yield, protein retention and texture profile was
evaluated with respect to a control cheese without MWP addition. The 3% cheese was the
most adequate treatment because the textural characteristics are more similar to traditional

gueso blanco.

Introduccién

El lactosuero es un co-producto de la produccion de quesos o caseinas, y es de gran
interés para la industria lactea debido al gran volumen producido y su composicion
nutricional; la produccién de 1-2 kg de queso puede generar entre 8 a 9 kg de lactosuero.
Contiene las proteinas séricas de la leche, que representan el 20% del contenido total
(Baldasso, Barros & Tessaro, 2011). El lactosuero contiene el 50% de los soélidos totales
de la leche, por lo cual este es una fuente viable de nutrientes para el ser humano (Massoti
et al., 2017). La produccion de este co-producto ha ido creciendo alrededor del mundo,
creando importantes problemas ambientales y de salud (Yadav et al., 2015). Por lo tanto,

la sociedad requiere metodologias viables para su tratamiento.

El proceso de filtraciobn tangencial, puntualmente la ultrafiltracion (UF), evolucioné
tecnolégicamente en la industria lactea con el tratamiento del lactosuero, especificamente
la recuperacion de sus proteinas (Kelly, 2019). Gracias a este tipo de procesos se pueden
obtener derivados del lactosuero, como los concentrados de proteinas (WPC), que son el

resultado de la remocién de constituyentes no proteicos de los concentrados obtenidos por



Conclusiones 63

UF generalmente hasta que esta represente mas del 25% de los solidos totales del
producto obtenido. Los WPCs se producen por medio de técnicas de separacién como la
precipitacion, filtracion o dialisis (Carter, et al., 2021)

Los microparticulados de proteinas de lactosuero (MWP) son obtenidos de la agregacion
y homogeneizacion de las proteinas de lactosuero a partir de WPC con ajustes a pH bajos
(<5). Las particulas esféricas resultantes han sido reportadas con tamafios en un rango
entre 0,1 — 10 ym y se han usado como sustitutos de grasa (Singer, Yamamoto & Latella,
1988) y mejoradores de rendimiento quesero (Yadav et al., 2015). Las medidas de las
particulas en los MWP son especificas segun la aplicacion objetivo, cuando se destinan a
la elaboracion de quesos deben ser atrapados en la matriz proteica formada en la
coagulacion. El uso de estos ha generado aumento en el rendimiento quesero por la mayor
retencién de humedad y proteinas (Yadav et al., 2015; Stankey, et al., 2017). Los MWP
comerciales, tales como el Simplesse® ha sido usado cominmente como sustitutos de
grasa debido a que sus microparticulas de proteina no agregada tienen la propiedad de
simular las propiedades de la grasa en productos reducidos o libres de grasa (Desai &
Nolting, 1995).

Desde los desarrollos iniciales, se ha explorado el potencial uso de los MWP como
sustitutos de grasa en diversos productos, como los yogures (Celigueta et al., 2011,
Celigueta et al., 2012; Hossain et al., 2020; Li et al., 2021), helado (Ohmes, Marshall &
Heymann, 1998; Prindiville, Marshall & Heymann, 2000; Yilsay, Yilmaz & Bayizit, 2006;
Hossain, et al.,, 2021); postres (Vidigal, et al., 2012) y quesos (Schenkel, Samudrala,
Hinrichs, 2013; Di Cagno, et al., 2014; Masotti, et al., 2017; Giroux, Veillete & Britten,
2018). Adicionalmente, la adicion de MWP en la elaboracion de quesos representa otra
ventaja y es el incremento del rendimiento quesero y del contenido de proteinas de alto

valor biolégico como lo son las proteinas del lactosuero (Massoti et al., 2017).

El queso campesino es un queso fresco tradicional e importante en Colombia, elaborado
a partir de leche fresca. Sensorialmente, tiene una textura semi-blanda y un alto contenido
de grasa que lo ubica como semigraso con un sabor lacteo, segun la normatividad
colombiana (Ministerio de Salud y Proteccion Social 1986)) (Vasquez, Novoa & Carulla,
2014). El queso campesino tiene un rendimiento entre el 13 a 15%. Actualmente, hasta
donde conocen los autores, no hay reportes de investigaciones que hayan incluido un

MWP en la elaboracion de esta variedad de queso. Por este motivo, se propone evaluar el
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desarrollo de un MWP a partir de lactosuero dulce y el efecto de su aplicacion sobre el

rendimiento, textura y caracteristicas fisicoquimicas de un queso campesino.
2. Materiales y métodos
2.1 Optimizacién del proceso de elaboracién del MWP

Obtencién del concentrado de proteinas de lactosuero (WPC). El proceso de filtracion
tangencial se realizé en una planta piloto de ultrafiltracion con capacidad para 130 L/h de
permeado (Perinox, Villa Robledo, Espafia) equipado con una membrana en configuracion
espiral de polietersulfona con un tamafio molecular de corte de 10 kDa (Koch Membrane
System, Wilmington, MA, USA). Se us6 un factor de concentracion volumétrico (FCV) de
18, una presiéon transmembrana (PTM) de 2 bar a 48°C segun lo encontrado por Bejarano
et al., 2021. El lactosuero dulce (pH>6) usado se obtuvo de la elaboracion de queso blanco
y fue aportado por una industria local, tuvo un contenido de sélidos totales de 6,98% (p/p),
proteina del 0,85% (p/p), lactosa del 4,6%, pH de 6,52, acidez de 0,08% (v/v) y grasa de
0,08% (p/p). para este proceso se partio de 800 L de lactosuero, para obtener, con un

factor de concentracion volumétrico de 18, un volumen de concentrado de 44 L.

Desarrollo del MWP. El proceso de microparticulacion se basa en un tratamiento térmico
del WPC, que genera una interaccion entre las proteinas y se refleja en la formaciéon de
agregados, los cuales se homogeneizan y de esta manera se producen coloides esféricos
de tamafios entre 1 a 10 ym (Hinrichs, 2001; Kethireddipalli y Hill, 2015; Masotti, et al.,
2017). Se tuvieron en cuenta las metodologias desarrolladas por Lebeuf et al., (1998),
Sturaro et al., (2015) y Sanchez et al., (2019) con modificaciones, donde se tomaron 44 L
de WPC estandarizado a 18% de sélidos totales, con 46% de proteina en base seca
(8,28% de proteina en base humeda), obtenido por medio de la ultrafiltracién de lactosuero
dulce (Laboratorio de Productos Lacteos, Universidad Nacional de Colombia), se ajusté el
pH a 4,2 con acido lactico grado reactivo (Giroux, et al., 2018), luego se realizé el
tratamiento térmico, que vario entre 76°C y 93°C, en una STEPHAN® Universal Machine,
UMSK 24E (Schwarzenbek, Alemania) con tiempos de retencién entre 3 min 'y 17 min., al
terminar este tiempo, se aplicé un ciclo de homogenizacién a 1000 psi (ST. Regis, chicago,
EEUU) segun las condiciones sefialadas por Kelly (2019) y Sanchez et al., (2019).
Finalmente, el MWP fue neutralizado con hidréxido de sodio (12,5 N) hasta un pH de 6,7

para poder incorporarlo posteriormente a la leche que se iba a transformar en queso.
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Anélisis realizados al MWP. Se determind el tamafio de particula en un equipo de
dispersion de luz, Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical, UK), tomando el valor de la
distribucion total de los tamafios en didmetros [4,3], el resultado fue el promedio de 5
mediciones por muestra (Kulmyrzaev & Schubert, 2004; Narong & James , 2008). El
potencial Zeta (¢) se midi6 para determinar la estabilidad del MWP y su tendencia a generar
separacion de fases, usando un equipo de dispersién de luz Zetasizer (Malvern
Panalytical). La muestra de lactosuero fue inyectada a la celda de medida y puesta en el
equipo, que reporta la densidad de carga de coloides en mV. Los experimentos se
realizaron a 25°C (Kulmyrzaev & Schubert , 2004; Narong & James, 2008; Kaewkannetra
et al., 2009), el color se determind en un espectrofotometro, donde la muestra de suero fue
puesta en la celda éptica de vidrio, se calibrd el equipo con el blanco, y luego se realizé la
medicion usando 8 mm de apertura del diafragma. Los resultados se obtuvieron con un
iluminador D65. Los parametros registrados fueron L* (brillantez), a* (componente de
rojos), b* (componente de amarillos) (Tarrega y Costell, 2007). Y finalmente, el rendimiento
guesero se determiné por medio de unarelacion entre la cantidad de queso obtenido, luego
de estar en refrigeracion, con respecto a la leche empleada (sin tener en cuenta el MWP
adicionado) para su fabricacién segun lo realizado por Vasquez, Novoa y Carulla (2014)

Elaboracién de queso blanco adicionado con MWP. Se tomé un lote de leche de 60 kg
para elaborar el queso control y el qgueso con inclusién del 5% del MWP obtenido de cada
una de las condiciones de temperatura y tiempo de retencion establecidas en el disefio
experimental. El queso blanco tradicional y el adicionado con MWP se elabor6 con base
en la metodologia de Vasquez, Novoa & Carulla (2014) con modificaciones, adicionando
5% de MWP a la leche, luego la mezcla se pasteuriz6 a 63°C por 30 min, se enfrié a 35°C
y se adiciond 0.01% de quimosina (Maxiren® DSM, Alemania) para coagular en 30 min;
finalizado este tiempo, el coagulo formado se cortd y agité por 10 min. Posteriormente, la
cuajada fue desuerada completamente y salada con cloruro de sodio al 1,8% (p/p) y se
dej6 en moldes por 12 h. El queso fue almacenado en 4+2°C y se evalué el rendimiento
guesero por medio de la relacion entre los pesos (kg) de cuajada moldeada y refrigerada
(4°C+2°C) y la cantidad de leche usada en el proceso de elaboracion (Di Cagno et al.,
2014; Sturaro et al., 2015).

La retencién de las proteinas de lactosuero (RPS) microparticuladas en el queso blanco,
expresada como porcentaje, se calculé con base a un balance de masas entre el contenido

de proteina del MWP, el lactosuero resultado de la elaboracion del queso y el queso
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obtenido (AOAC 920.53) y se realiz6 con base en la ecuacién 1, usada por el Aula de
Productos Lacteos de la Universidad de Santiago de Compostela (2015). Recuperacion de
la proteina de lactosuero microparticulada:

RPS — (peso suero * (Prot. sueroMWP — Prot. lactosueroreferencia)

peso leche * Prot. MWP * porcentaje MWP afiadido
Ecuacién 1. Retencion de la proteina de lactosuero en el queso

2.2 Evaluacion de la inclusion del microparticulado optimizado en la elaboracién de

gueso blanco

Elaboracién de queso blanco con adicion de MWP. Se tomé un lote de 60 kg de leche
para elaborar el queso control y el queso con inclusién del 3% y 5% del MWP
estandarizado. El queso blanco tradicional y el adicionado con MWP se elaboraron con
base en la metodologia de Vasquez, Novoa & Carulla (2014) con modificaciones, segun lo
descrito previamente. La retenciébn de la proteina y el rendimiento quesero fueron

evaluados segun la ecuaciéon 1y 2.

kg de queso obtenido

Rendimiento =
endimiento Kg de leche usada

Ecuacion 2. Rendimiento quesero (Rendimiento)

Caracteristicas composicionales del queso blanco y el lactosuero. Se analiz6 el
contenido de humedad (AOAC 948.12, 1997), de materia grasa (AOAC 989.04., 1997) y
proteina (AOAC 920.123., 1997; NTC 4657., 1999) de los quesos obtenidos. Y el contenido
de proteina a los lactosueros del queso control y de los adicionados con el MWP para

calcular la retencion de las proteinas adicionadas.

Perfil de textura (TPA) del queso blanco. El perfil de textura del queso blanco elaborado
con la inclusion de MWP se realizé en un texturometro CT3 Texture Analyzer (Brookfield,
Middleboro, MA, USA). La muestra fue tomada en un cuadrado de 20 mm?, para el analisis
se uso un porcentaje de compresion del 50% una velocidad de 0,5 mm/s, con dos ciclos
de compresion, la sonda usada fue al TA25/1000 con una celda de carga de 10000 g. Se
determiné la dureza (g), la cohesividad, la elasticidad (mm) y la masticabilidad (mJ)
(Ramos, Valerio & Chamorro, 2015; Guzman et al., 2015).



Conclusiones 67

Disefio experimental. Para evaluar el desarrollo del MWP se us6 un disefio central
compuesto de superficie de respuesta, obtenido por medio del programa Statgraphic
Centurion 16.1. (Statpoint Technologies, INC). Se realizaron 14 experimentos donde se
tuvieron en cuenta dos factores que fueron la temperatura del tratamiento térmico desde
76°C hasta 93°C y el tiempo de retencion de este tratamiento térmico desde 3 min hasta
17 min, con 6 puntos centrales (84 °C y 10 min), y siete variables de respuesta que fueron
el tamafo de particula (D32), con respecto al color se evalué la luminosidad (L), a* y b*, el
potencial Zeta, la retencién de la proteina del MWP (en el queso elaborado) y el
rendimiento quesero. Se realizd6 un ANOVA para cada variable respuesta mediante un
algoritmo iterativo implementado en el programa Statgraphic Centurion 16.1. (Statpoint
Technologies, INC). Con base a este proceso se realizdé una optimizacion de mdltiples
respuestas con las variables maximizando la funcidon de deseabilidad del modelo,
buscando obtener valores maximos en el tamafio de particula (D32), la magnitud del
potencial Zeta para garantizar mayor estabilidad de producto, la retencién de la proteina
del MWP en la matriz del queso y el rendimiento quesero, variables de alto interés
tecnolégico. En el experimento se fijaron como constantes de proceso el pH del WPC en
4,2 y la presion de homogenizacion en 1000 psi.

Para evaluar la inclusion del microparticulado optimizado en la elaboracién del queso
blanco se realiz6 el analisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de significancia
del 5%. Se consider6 como factor el porcentaje de inclusion del MWP: queso control sin
adicion de MWP (control), el adicionado con 3% de MWP (3%) y con 5% de MWP (5%).
Como variables respuesta se tomaron el rendimiento quesero, el porcentaje de proteina
retenida en el queso, el analisis de TPA (dureza, cohesividad, elasticidad y masticabilidad),
humedad, contenido de proteinay grasa con relacion a la materia seca del queso. Se utilizd
el test de minima diferencia significativa cuando se encontraron diferencias para establecer
entre que medias exitian dichas diferencias. Este disefio fue analizado en el programa

Statgraphics Centurion 16.1 (Statpint Technologies, INC).
Resultados y discusion

Los resultados obtenidos de cada una de las variables respuesta se muestran en la tabla
1. Los factores experimentales no tuvieron efecto significativo sobre pardmetros de color
L, a*, b* y el potencial Zeta (¢). Con respecto a las caracteristicas de color, el WPC es un

producto blanquecino, con caracteristicas y aspecto a leche, lo cual indicé que el MWP no
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sufri6 procesos de pardeamiento durante el tratamiento térmico, pardmetro deseable
porque este es adicionado directamente a la leche antes de la pasteurizacion, y por lo tanto
no debe aportar colores extrafios. El parametro luminosidad (L) presenté valores entre
68,27 y 70,86 0 sea un producto principalmente blanco. Por otro lado, el parametro de a*
estuvo entre -1,68 y -1,23 que nos indica una ligera tendencia hacia el color verde y el
pardmetro b* entre 7,73 y 10,27, indicando una tendencia hacia el color amarillo que es
similar a la descripcién realizada por autores como Prazeres, Carvalho y Rivas (2012) y
Yasmin et al., (2013) y que lo hacen compatible con el color de la leche. Estos datos se
encuentran ligeramente por menores a los reportes de Croissant et al., (2009) y Chung et
al., (2014) para WPC al encontrar valores de L, a* y b* alrededor de 86,4, 0,18 y 15

respectivamente.

Tabla 1. Factores y resultados obtenidos para tamafio de particula (D [4,3]), Color (L*, a*,

b*), potencial Zeta, retencion de la proteina y rendimiento quesero.

Factores Variables respuesta
Tamaiio de

Tiempo |_Particula (pm) Color Potencial | Retencién de | Rendimiento
°TC (min) D [4,3] L* | a* b* Z (mV) proteina % quesero %
84 10 5,94 70,47 -1,31]| 8,41 5,18 74,07 17,30
90 15 7,65 69,28 |.1.45|10,27 7,97 66,6 19,30
84 10 4,97 70,7 | .13 | 8,74 1,83 65 17,30
93 10 6,74 68,65| .14 | 8,99 8,74 80,8 19,00
84 10 5,36 70,86|.1,34| 8,53 6,79 72,6 17,90
84 3 5,75 69,49 -1,64| 8,82 3,58 80,9 18,60
76 10 4,22 70,14 .1,68 /10,02 3,74 S7 17,10
84 10 5,09 69,36 |.1,65| 9,26 41 81,5 18,60
90 5 6,95 68,62|.123| 8,12 3,71 78,9 19,30
78 5 4,58 70,83|.1 43/ 8,87 4,69 60,4 17,30
84 17 5,49 69,7 |.1,38]| 8,41 4,6 81,7 17,80
84 10 4,73 68,27|.1,36| 7,73 2,12 76,8 18,20
84 10 4,94 70,12| .1 28| 8,29 5,73 72,3 18,60
78 15 4,31 69,83|.1,51| 8,75 3,28 59,6 17,90

La temperatura tuvo efecto significativo (P>0,05) sobre el tamafio de particula [D 43], la
retencion de la proteina y el rendimiento quesero. Con respecto al tamafio de particula, se
obtuvieron valores entre 4,22 umy 7,65 uym. Las proteinas del lactosuero tienden a formar

agregados cuando los WPC son sometidos a tratamientos térmicos (Giroux, et al., 2018).
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La desnaturalizacion de las proteinas del lactosuero es dependiente del tiempo y de la
temperatura (Guyomarc'h, 2006), inicia a los 40°C y asciende hasta el 95% cuando se
alcanzan los 85°C (Kilara y Vaghela, 2004). Ademas, este proceso reduce la solubilidad
de las proteinas por su agregacion (Kilara, 2008). Segun Wolz, Mersh y Kulozik (2016) la
desnaturalizacién y agregacion proteica es un proceso irreversible, que se genera por
medio de enlaces disulfuro e interacciones hidrofébicas, incrementando el tamafo de las
particulas al aumentar el nivel de desnaturalizacién proteica, fenbmeno corroborado en
esta investigacién y que se puede observar en la ilustracion 1, donde se muestra que el
aumento de la temperatura incrementa el tamafio de particula resultante. Los valores
obtenidos en este pardmetro concuerdan con los datos reportados por autores como
Spiegel y Huss (2002) e Ipsen (2017) que afirmaron que un MWP debe tener tamafios
entre 0,5 um a 10 um, debido a que permiten ser atrapados de forma mas eficiente por la
matriz proteica que se genera en la coagulacion enzimatica de la leche (Giroux, et al.,
2018), pero es clara la tendencia que, a mayor temperatura también hay un mayor tamafio

de particula (ilustraciénla).

Por otro lado, la temperatura también tuvo efecto significativo sobre la retencién de la
proteina y el rendimiento quesero (ilustraciénl (b) y (c)), presentando valores entre 57% a
81,7% y 17,1% a 19,3%, respectivamente; Hinrichs (2001) afirm6é que en quesos
semiduros y semiblandos la retencién de las proteinas del lactosuero desnaturalizadas
térmicamente podria alcanzar el 70%, en este trabajo se observaron niveles de retencion
hasta de un 81,7%. También, se logr6 un rendimiento maximo de 19,3%, siendo en
promedio 2,7% superior al del queso control, sin adicion de MWP que estuvo en 16,9%.
Estas dos variables evaluadas presentaron mayor desempefio a mayor temperatura en el
proceso de microparticulacién. Este fendmeno esta directamente relacionado con el
tamafio de particula que también aumenta con base a este factor. Autores como Giroux et
al., (2018) afirman que tamafios cercanos a los 10 ym tienden a ser atrapados de forma
mas eficiente por la matriz proteica formada en la leche por medio de la coagulacion
enzimatica, entonces al tener tamafos alrededor de 6,44 um a mayores temperaturas, esto
mejor6 el indice de retencion de la proteina y se reflejé directamente en el rendimiento
guesero, debido a que los MWP tienen alta capacidad de retener agua por las
caracteristicas propias de las proteinas de lactosuero que se caracterizan por ser anfifilicas

(Adjonu, et al., 2014), y por este motivo, con mayor retencién de proteina mayor capacidad
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de retener agua en la matriz del queso y en consecuencia se aumenta del rendimiento

guesero (Perreault et al., 2016; Mayta, Trujillo y Juan 2019).
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llustracionl. Grafico de las superficies de respuesta para las variables tamafio de

particula D [4,3] (a), retencion de la proteina (%) (b) y el rendimiento quesero (%) (c)
El proceso de optimizacion se realiz6 con las variables tamafio de particula [D 4,3],
retencion de la proteina y el rendimiento quesero. Se asignd un impacto de 1, 3y 3,
respectivamente, debido a que el rendimiento quesero y la retencién de la proteina son
variables de alta importancia para las empresas fabricantes de queso. Todas fueron
optimizadas con base en la funcién de deseabilidad de cada una de las soluciones posibles
en m respuestas posibles (ecuacion 3). Como resultado del andlisis la microparticulacién
del WPC obtenido, las condiciones de proceso 6ptimas fueron 93°C por un tiempo de 3
min de retencién, con una deseabilidad de 0,88 para posteriormente ser sometido a un
proceso de homogeneizacién a una presion de 1000 psi. Coto (2014) trabajo con diferentes
valores de pH del WPC (4, 5,5 y 7), una temperatura de 80°C y una presion de
homogeneizacién de 4000 psi, obtuvo tamafios de particula similares con el ajuste de pH
a 4, aungue evidencié que a mayor temperatura también aumentaron los tamafios de los
agregados de proteina, respaldando los resultados obtenidos. Con estas condiciones
definidas, se obtuvo el MWP 6ptimo que fue incluido en la elaboracién de queso blanco.

m
D= (di'd} ..dm) sz

J=1

Ecuacion 3. Ecuacion de la funciéon de deseabilidad
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Inclusion del MWP desarrollado en la elaboracion de queso blanco

Los datos de rendimiento, retencion de la proteina y variables de textura obtenidos del

experimento de pueden observar en la tabla 1.

Tabla 2. Resultados de recuperacion de proteina, rendimiento y TPA de los quesos
adicionados con MWP y el queso control

Parametro Control 3% 5%
RPS** % 0,002 58,95 + 4,97° 49,21 £+ 5,9°
Rendimiento % 12,6+0,00172 14,5+0,0027° 15,1+0,002°¢
Dureza (N) 20,52+1,552 16,94+0,67° 13,91+0,66°
Cohesividad 0,66+0,011% 0,56+0,007° 0,51+0,015°¢
Elasticidad (mm) 8,78+0,0462 8,38+0,07" 8,44+0,1°
Masticabilidad (mJ) | 153,11+4,282 81,53+2,2° 61,92+0,85°¢

*valores con superindice de letras diferentes en una fila equivalen a diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05). Si la letra del superindice igual equivale a diferencias no significativas (P>0,05)

** RPS= retencion de la proteina del lactosuero

La inclusion de MWP tuvo efecto significativo (P<0,05) sobre todas las variables RPS,
rendimiento quesero, dureza, cohesividad, elasticidad y masticabilidad. La inclusién del 3%
presentdé mayor RPS al retener en promedio 58,95% con respecto al 5% que solo retuvo
el 49,2%, por consiguiente, se tiene mayor eficiencia con la adicion de 3% de MWP. Este
tipo de productos se usan como materiales sustitutos de grasa en la elaboracion de
alimentos (Kelly, 2019), particularmente en la leche, se retiene la proteina microparticulada
bajo el mismo mecanismo que usan los glébulos de grasa en la matriz de proteina durante
la coagulacién, generando sensaciones en boca similares a los productos de leche entera
(Hinrichs 2001; Masotti et al., 2017), y que cuando la cuajada es cortada, se puede liberar
al lactosuero, generando algunas perdidas de proteina. Esta retencion de proteina del
MWP tiene como consecuencia el aumento del rendimiento quesero que paso de 12,6%
para el queso control hasta 14,5% y 15,1% para los tratamientos de 3% y 5%
respectivamente. Estas proteinas aumentan el rendimiento quesero no solo por la
retencion propia de las proteinas, sino porgque estas tienen alta capacidad de retener agua
(Hinrichs, 2001; Massoti et al., 2017; Kelly, 2019). Este fendmeno esté corroborado por el

contenido de humedad de los quesos (tabla 2), donde los que fueron adicionados con MWP
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tuvieron mayor humedad con respecto al queso control en una magnitud de 4,11% y 5,1%
para los tratamientos 3% y 5%, respectivamente. Stankey et al., (2017) aplico MWP en la
elaboracion de queso tipo cheddar, aumentando el contenido de humedad y el rendimiento
con respecto al queso control y Di Cagno et al., (2014) documenté el mismo fenémeno en
su aplicacién en queso caciotta. La dureza del queso disminuy6 con la inclusién del MWP
desde 20,52 N hasta 13,91 N con la inclusion del 5%, este comportamiento se debe al
aumento de la humedad, caracteristica propia de las proteinas de lactosuero. Di Cagno et
al., (2014), Stankey et al., (2017), Masaotti et al., (2017) han reportado reduccion de dureza
con lainclusién de MWP en la elaboracion de quesos debido a que este tipo de materiales
se usan como relleno inerte en las matrices de paracaseinato, generando posibles
interrupciones en la continuidad de la matriz proteica y creando puntos débiles, lo cual
reduce la dureza del producto (Stankey et al., 2017). Este fenébmeno explica la reduccién
de la cohesividad y la elasticidad del queso porque estos mismos puntos débiles en la
matriz puede hacerla mas fracturable y con menor cohesion entre los componentes que

conforman el queso.

Tabla 3. Humedad, proteina en base seca y materia grasa en base seca de los quesos
elaborados

Parametro Control 3% MWP 5% MWP
Humedad 58,09+1,72 62,11+1,0° 63,10+1,2°
MG/ES 44,8+0,0182 42,3+0,01° 39,1+0,01°¢

P/ES 39,540,012 40,710,012 40,5+0,009%

*valores con superindice de letras diferentes en una fila equivalen a diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05). Si la letra del superindice igual equivale a diferencias no significativas (P>0,05)

Las variables composicionales se observan en la tabla 2. La humedad fue
significativamente mayor en los quesos adicionados con MWP debido a la alta capacidad
de retencion de agua que tienen las proteinas de lactosuero. Ismail et al., (2011) incluyé
proteinas de lactosuero en la elaboracion de queso mozzarella y obtuvo resultados
similares porque al incluirlas aument6 la humedad del queso, y, en consecuencia,
aumenté el rendimiento quesero. La materia grasa en base seca presentd diferencias
significativas (P<0,05) entre el queso control y los quesos adicionados con MWP. La
adicion de proteinas con tamanos de particula entre 1 um y 10 ym permiten que sean

atrapadas por los poros de la red de para-caseinato formado durante la coagulacién de la
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leche, (Kelly, 2019), basado en el mismo sistema de retencion de los glébulos de grasa,
gue se basa en su atrapamiento en los espacios que quedan entre las caseinas
coaguladas (Sturaro et al., 2015), por lo tanto, al retener la proteina en estos poros o
también la generacion de poros mas grandes, lleva a una competencia entre la grasa y el
MWP por ocupar dichos espacios, llevando la reduccion de la retencion de los globulos de
grasa de los quesos adicionados con 3 y 5% de MWP con respecto al queso control que
no fue adicionado con el microparticulado. Este fendmeno fue reportado por Stankey et al.,
(2017) que adicion6 MWP en la elaboracion de queso cheddar y por Johnson et al., (2001)
en gueso cheddar reducido en grasa. Situacién contraria se presentd con respecto al
contenido de proteina en base seca, donde no hubo diferencias significativas (P>0,05)
entre el queso control y los tratamientos (3% y 5%); a pesar de que los quesos adicionados
con MWP tuvieron mayor contenido de humedad presentando 40,7% y 40,5% de proteina
en base seca con respecto al 39,5% en el queso control. Esto indica que hubo una efectiva
retencién de las proteinas séricas, siendo corroborado por los datos de retencién de la
proteina adicionada (tabla 1) que fueron de 58,95% y 49,21% para los tratamientos 3% y
5% respectivamente.

CONCLUSIONES

Las condiciones éptimas de obtencién del microparticulado fueron a una temperatura de
93°C con una retencién de 17 min, buscando generar una alta desnaturalizacién de las
proteinas y una agregacion para que luego con el tratamiento mecanico de
homogeneizacion se lograran los tamafios de particula deseados (1um — 10 ym). La
adicion de MWP a la leche destinada a la elaboracién de queso blanco tuvo efectos
interesantes en variables como el rendimiento quesero, al aumentarlo hasta un 2,7% mas
con respecto a un queso control. Sin embargo, al evaluar las caracteristicas de textura,
estas presentaron diferencias con respecto al queso control, siendo mucho mas alejado el
gueso con 5% de MWP. Con respecto a la recuperacion de la proteina fue mas eficiente
en los quesos con 3% de MWP. Con base en los resultados se puede sugerir que adicionar
3% de este MWP a la leche destinada a la elaboracion de queso blanco puede generar
mejoras importantes en el rendimiento quesero, retencién de proteinas de lactosuero y por
lo tanto de calidad nutricional del mismo. El desarrollo de MWP permite realizar una
adecuada valorizacion de los ingredientes presentes en el lactosuero, porque los

microparticulados vienen ganando terreno en el desarrollo de alimentos bajos en grasa por
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su aplicacion como sustituto y también, como alternativa de recuperacion de sélidos del

lactosuero y mitigacion de su impacto ambiental.
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5.

Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

En Colombia se produce un volumen importante de lactosuero dulce que
actualmente no se esté valorizando de forma integral. Por este motivo los procesos
de concentracién selectiva (filtracibn por membranas) de componentes para el
desarrollo de ingredientes Utiles para la industria alimentaria y no alimentaria son
altamente relevantes como se demostrd en esta investigacion.

La tecnologia de filtracion tangencial permite realizar modificaciones de
composicion original de la leche y el lactosuero, permitiendo la produccion de
concentrados de proteina de leche con diferentes niveles de contenido de lactosa,
minerales, grasa, proteina, segun las necesidades de textura y funcionalidad del
alimento.

El lactosuero dulce obtenido de la elaboracion de quesos frescos tipo cuajada,
gueso blanco o quesito antioquefio, es adecuado, segun los resultados obtenidos,
para ser concentrado por tecnologias de filtracion tangencial (ultrafiltracion). La
filtracion tangencial es una tecnologia que permite procesos de concentracion de
las fracciones de proteina, grasa, lactosa e incluso minerales. En esta investigacion
se logré desarrollar un WPC45 que es un ingrediente con amplia aplicacion en la
industria alimentaria y no alimentaria.

A partir de los concentrados de proteinas de lactosuero obtenidos, es viable el
desarrollo de un microparticulado con tamafio de particula ideal (1 — 10 um) para
ser adicionados a la leche que se destina a la elaboracién de queso blanco. La
adiciéon de microparticulados se asocia con el aumento de rendimiento quesero,
como se observo en esta investigacion. Sin embargo, también impacta la calidad
sensorial del producto por el aumento en la retencién de humedad debido a las
proteinas de lactosuero adicionadas. El microparticulado es un ingrediente que
permite aumentar el rendimiento del queso blanco, sin impactar de forma negativa
los parametros evaluados. Por todo lo anterior, la fabricacion de este tipo de
ingredientes es una metodologia efectiva para la valorizacién del lactosuero,
especificamente su fraccién proteica. Este proceso permite valorizar de una forma

efectiva los componentes del lactosuero, especificamente la proteina.
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5.2. Recomendaciones

e El microparticulado es usado comunmente para mejorar la calidad sensorial de
productos lacteos bajos en grasa. Por lo tanto, es importante realizar
investigaciones enfocados a su aplicacion en productos de este tipo.

e Apesar de que se evaluo el efecto de la inclusion de MWP sobre las caracteristicas
de rendimiento y textura, se deben validar caracteristicas sensoriales debido al
posible efecto e impacto de su aplicacion.

e Este microparticulado se desarroll6 a partir de lactosuero dulce. Sin embargo, este
tipo de lactosuero solo representa una parte de los vertimientos de la industria
lactea, por lo tanto, seria importante explorar las posibilidades de obtener este tipo
de ingredientes a partir de lactosuero acido.

e Es importante evaluar la inclusion del microparticulado en la elaboracion de otros
guesos frescos colombianos.

e Los concentrados de proteinas de lactosuero son ingredientes con valor agregado
gue son utiles en laindustria lactea u otras industrias alimentarias. La concentracion
selectiva de las proteinas de lactosuero de forma individual podria permitir el
desarrollo de ingredientes funcionales que tienen mayor valor en el mercado.

e Este microparticulado tiene gran potencial para el desarrollo de productos
alimenticios reducidos en grasa, por lo tanto, el mercado colombiano tiene aiin una
oportunidad importante para ocupar este mercado que aun no esta ampliamente
explorado por la industria lactea.

e Se deben explorar alianzas para realizar el desarrollo de este tipo de tecnologia

acd en el pais para hacerla mas accesible para la industria lactea.
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