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RESUMEN

El presente proyecto busco darle valor agregado al retenido de la operacién
de ultrafiltracién de leche, mediante la evaluacion de la incorporacion de dicha
materia prima en el desarrollo de un prototipo de producto lacteo estable a
temperatura ambiente.

Se realizdé la caracterizacion fisicoquimica de la materia prima en estudio,
donde se evidencié que el retenido de ultrafiltrado de leche presenta una
composicién fisicoquimica similar a la de una leche comercial descremada, con
mayor contenido de proteina y calcio, producto de la concentracion de la operacién
de ultrafiltracién. El retenido caracterizado cumplié con las especificaciones que
debe reunir la leche segun el Reglamento Técnico de Costa Rica (RTCR), de
manera que se procedié a definir la formulacion del prototipo haciendo uso de un
X% de retenido que cumple con la especificacion.

Se evaluo el efecto del tratamiento térmico por Ultra Alta Temperatura (UHT)
sobre las variables fisicoquimicas y sensoriales del prototipo elaborado, donde el
pH, la acidez y el parametro de color L* no presentaron diferencia significativa, con
un 95 % de confianza. Los parametros de color a* y b* presentaron un aumento
significativo (p<0,001; a=0,05) indicando la presencia de coloraciones pardeadas,
producto de la reaccion de Maillard, luego de aplicar el tratamiento. Los resultados
son esperados para el tipo de producto evaluado, segun los cambios que
experimenta la leche al exponerse a tratamientos térmicos.

El perfil sensorial se vio alterado de manera significativa al aplicar el
tratamiento UHT, ocasionando la aparicién de coloraciones pardeadas y de off-
flavours, los cuales fueron detectados por los consumidores. Sin embargo, su
agrado no presenté diferencia significativa respecto al agrado de una leche
comercial descremada, indicando una aceptabilidad comparable con este tipo de
leche, la cual es la de mayor consumo en la poblacion costarricense.

Por ultimo, se realizé un estudio de almacenamiento exploratorio, donde se
observdé un aumento significativo en el color pardo del prototipo, siendo ésta la
variable critica de deterioro. Ademas, se observé un cambio significativo en el perfil
sensorial del prototipo, asi como una disminucion significativa en el pH. Se estimo
una vida util preliminar a una temperatura de 37 °C de 72,72 dias (2,4 meses) y de
218,16 dias (7,3 meses) a 25 °C, tomando un valor referencia de Qio de 2,5.



1. JUSTIFICACION

El sector lacteo costarricense representa una parte importante de la economia
de Costa Rica, asi mismo tiene un fuerte impacto en el sector social del pais. Segun
informacion recopilada por la Camara Nacional de Productores de Leche (2017), la
produccién de leche durante el periodo de 1980 a 2016 estimada en millones de
kilogramos, crecié desde los 308 en el afio 1980 a los 1135 en el afio 2016. Lo
anterior representa un crecimiento del 268,5% o bien un crecimiento anual promedio
del 7,5%.

Se estima que, de la produccién total anual de leche, un 60% se destina al
sector formal de Costa Rica, mientras que el 40% restante es destinado al sector
informal. Con respecto al sector formal, la Camara Nacional de Productores de
Leche (2013), indica que el 62% se industrializa formalmente en el pais como leche
fluida.

Ademas, el consumo per céapita de leche en Costa Rica en promedio es de
188,51 kg/afo, siendo uno de los mas altos de América Latina, nivel que se alcanza
gracias a la autosuficiencia del pais en la produccién de leche (Barrientos & Villegas,
2010). Es por las razones anteriores, ademas de la tendencia actual de consumo
de alimentos para bienestar y prevencion de enfermedades segun Zegler (2018),
gue el desarrollo de productos a partir de leche y/o derivados toma importancia en
el mercado costarricense.

Actualmente, la empresa solicitante del proyecto, dispone de un equipo de
ultrafiltracién tangencial para leche, con el cual se obtiene un permeado que es
utilizado para la estandarizacién de la leche destinada al proceso de elaboracién de
leche en polvo. Segun lo anterior, el retenido obtenido representa entonces un
subproducto para la empresa, por lo que el presente proyecto pretende evaluar la
posibilidad de atribuirle un valor agregado o aplicacion a nivel industrial.

La fraccién de interés en este caso, el retenido, se compone de altas
concentraciones de proteina de leche (Chacén, 2006), por lo que representa una
buena opcion para el desarrollo de productos gracias a su alto valor nutricional,

principalmente debido a la concentracion de la caseina de la leche. Sin embargo,



factores de procesamiento y almacenamiento deben ser evaluados previo al
desarrollo de un producto de dicha naturaleza.

Estudios han demostrado que la exposicién de la leche o sus derivados al calor
puede afectar los componentes termolabiles y el equilibrio fisicoquimico, asi como
afectar sus propiedades sensoriales y nutritivas. Como consecuencia, ocurre la
precipitacion de las proteinas solubles sobre las caseinas, cambios estructurales en
las membranas de los glébulos de grasa, desmineralizacién, cambios oxidativos,
degradacion de la lactosa, entre otros. Asi mismo, se sefiala que los cambios
ocurridos dependeran de la intensidad del tratamiento térmico aplicado (Barrera,
2012).

Ademas, Datta & Deeth (2003) sefialan que los principales cambios durante el
almacenamiento de leche UHT se debe a reacciones proteoliticas, oxidativas y de
Maillard, dando como resultado el desarrollo de sabores indeseables (off-flavours),
precipitaciones y cambios de acidez, los cuales afectan la vida util del producto.

Segun lo anterior, las condiciones de procesamiento y almacenamiento
constituyen un factor critico a considerar a la hora de desarrollar un producto a partir
del retenido de la operacién de ultrafiltracion de leche.

El desarrollo de un producto de dicha naturaleza aumentaria la competitividad,
la diversificacion y el valor agregado del mercado nacional. Ademas, al utilizar
nuevas tecnologias, como la tecnologia de filtracion tangencial por membranas,
abre las puertas a la tecnificacion de procesos y a la versatilidad de produccion en
la industria de alimentos de Costa Rica.

Por lo tanto, el objetivo de la investigacién consistié en evaluar la incorporacion
del retenido de la operacién de ultrafiltracion de leche en la elaboracion de un
prototipo de producto lacteo estable a temperatura ambiente, mediante pruebas
fisicoquimicas y sensoriales a lo largo de sus etapas de procesamiento y
almacenamiento. Los resultados serviran como base para un posible desarrollo de

producto por parte de la empresa solicitante del proyecto.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar la incorporacion del retenido de la operacion de ultrafiltracion de leche
en la elaboracién de un prototipo de producto lacteo estable a temperatura
ambiente, mediante caracterizacion fisicoquimica del retenido y evaluacion del
efecto del tratamiento térmico y el tiempo de almacenamiento sobre las

caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas del prototipo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Definir el prototipo de producto lacteo a elaborar que incorpora el retenido de
la operacion de ultrafiltracion de leche, a partir de la caracterizacion

fisicoquimica del retenido, revision bibliogréfica y requisitos de la empresa.

2.2.2 Evaluar el efecto del tratamiento térmico por ultra alta temperatura sobre las
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas del prototipo elaborado mediante
pruebas a nivel piloto, para la realizaciéon de una produccién a escala en la

empresa.

2.2.3 Evaluar la estabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del
prototipo elaborado en la produccién industrial, en el tiempo, mediante un
estudio de almacenamiento exploratorio, para el posible desarrollo de producto

por parte de la empresa.



3. MARCO TEORICO
3.1 Leche

3.1.1 Definicién

La leche, en su aceptacion general, hace referencia a un liquido fisiol6gico
secretado por las glandulas mamarias de los mamiferos, con la finalidad de
satisfacer los requerimientos especificos de las crias en su primera fase de vida
(Zavala, 2005). Asi mismo, el Reglamento Técnico de Costa Rica define “leche”
como “la secrecion mamaria de animales bovinos sanos, obtenida mediante el
ordefio, sin ningun tipo de extraccion y/o adicion, destinada al consumo en forma de
leche fluida o a elaboracion ulterior, debiéndose establecer su origen si se trata de
otra especie animal” (RTCR, 2006).

La denominacion de “leche”, sin indicaciéon de la especie animal de que
procede, se reserva a la leche de vaca. Toda leche que proceda de una hembra
lechera, que no sea la vaca debe designarse por la denominacion “leche” seguida
de la especie animal de la que procede; por ejemplo “leche de cabra” (Gémez &
Mejia, 2005).

Desde el punto de vista fisico, la leche es una suspension coloidal de particulas
en un medio acuoso dispersante, de color blanco opalescente caracteristico. En
general, las particulas pueden presentar forma globular y estar constituidas por
lipidos; o ser mas pequefias y corresponder a micelas proteicas que llevan unidas
sales minerales (Quirés, 2016).

3.1.2 Normativa

Segun la normativa que apligue en el lugar de procesamiento y
comercializacién de la leche, asi son las caracteristicas que ésta debe reunir. En el
Cuadro | se resumen las especificaciones, segun el Reglamento Técnico de Costa

Rica para los diferentes tipos de leche fluida.



Cuadro I. Caracteristicas fisicas y quimicas de la leche fluida de vaca.

o Leche Leche
Caracteristica _ Leche enteral
descremada! |semidescremadat
Mayor oigualaly '
Grasa (%) Menor a 1 Mayor o igual a 3
menor de 3
Solidos totales
. 8,0 10,0 11,0
minimos (%)
Sdlidos no grasos
. 8,0 8,0 8,0
minimos (%)
Acidez
(expresada como 0,13-0,17 0,13-0,17 0,13-0,17
acido lactico)
Cenizas méaximo
0,8 0,8 0,8
(%)
Proteina minimo
3,0 3,0 3,0
(N*6,38 %)
Densidad (Valores
minimos a 1,029 1,030 1,032
T=15°C)
Punto de Min: -0,513 Min: -0,513 Min: -0,513
congelacion (°C) Max: -0,541 Max: -0,541 Max: -0,541

1Reglamento Técnico CR N°33812-401 (RTCR, 2006).

Ademas de las caracteristicas fisicoquimicas, se establecen especificaciones

sensoriales, donde se indica que la leche debe estar limpia y libre de calostro, asi

como presentar un color blanco o marfil. Debe contener un aspecto uniforme, salvo

en la leche no homogenizada, en donde la grasa forma una capa de color amarillo

tenue, cuando se deja en reposo. La viscosidad debe ser normal sin desfase del

estado coloidal y debe presentar olor y sabor propios, considerandose anormal

cualquier otro sabor u olor ajeno que dé lugar a duda (RTCR, 2006).




3.1.3 Composicién quimica

La leche de las distintas especies, directamente o en forma de producto
derivado, puede considerarse fuente de macronutrientes y micronutrientes que
juegan un papel nutritivo importante. La leche de vaca es una de las matrices mas
complejas de la naturaleza y esta constituida principalmente por agua, proteinas,
lactosa, grasa, vitaminas, minerales y enzimas (Gémez & Mejia, 2005). Las
moléculas de menor tamafo, representadas por las sales, vitaminas y lactosa se
presentan en un estado de disolucion verdadera; mientras que las moléculas
mayores como los lipidos, proteinas y enzimas aparecen en estado coloidal (Zavala,
2005).

Estos constituyentes varian entre si por su naturaleza, tamafio molecular y
solubilidad, entre otros parametros propios del animal como la edad, especie, tipo
de alimentacion, medio ambiente y estado sanitario (Quirds, 2016). En el Cuadro Il

se presenta la composicion quimica de la leche de vaca.

Cuadro Il. Composicion quimica de la leche de vaca.

Componente Rango? Valor promedio?
Agua (%) 85,3-88,7 87,50
Proteina (%) 2,3-4,4 3,2
Grasa (%) 2,5-5,5 3,7
Lactosa (%) 3,8-5,3 4,8
Cenizas (%) 0,7-0,9 0,8

(WingChing & Mora, 2013)
2(Bidot, 2017)

3.1.3.1 Proteina

La composicion de la proteina de la leche es un factor de suma importancia
dentro de la industria lactea, ya que influye directamente sobre el rendimiento y la
aptitud tecnologica de la leche (Garcia et al. 2014). Las proteinas de la leche estan
compuestas por una mezcla de numerosas fracciones proteicas, de pesos

moleculares diferentes. Estas se pueden clasificar en dos grandes grupos, que



corresponden a las caseinas, en un 80%, y a las proteinas séricas, en un 20%
(Goémez & Mejia, 2005).

Las caseinas, son proteinas que se encuentran unidas principalmente a
fosfato de calcio en una estructura solida y esponjosa, llamada micela, que precipita
cuando se acidifica la leche a un pH de 4,6 (punto isoeléctrico). Se han propuesto
varios modelos de micelas de caseinas a lo largo de los afios, indicando la presencia
de una matriz compleja de proteinas con grupos de fosfatos de calcio dispersos en
las micelas, con diametros promedio de 150 a 200 nm y canales de agua en el
interior de su estructura (Dalgleish, 2011).

Las caseinas se clasifican en funcion de su movilidad electroforética como a-
caseina, B-caseina y k-caseina (Garcia et al. 2014). El valor tecnoldgico de las
caseinas obedece a su alto contenido de aminoacidos esenciales que se separan
de la fase acuosa por accién de enzimas como la renina y la quimosina, que son
responsables de la precipitacion de la caseina en la elaboracién de quesos (Gomez
& Mejia, 2005).

Por otra parte, las proteinas séricas o también conocidas como proteinas del
suero, contienen sulfuro en lugar de fésforo en su estructura y permanecen en
disolucién aun cuando la leche se acidifica. El nitrégeno proteico del lactosuero
incluye a la B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, inmunoglobulinas, albumina de suero,
y otros compuestos nitrogenados minoritarios como la lactoferrina (Garcia et al.
2014).

Las proteinas del lactosuero tienen una estructura tipica de proteinas
globulares compactas, con una secuencia en la que los grupos no polares, polares
y cargados tienen una distribucion relativamente uniforme. Las proteinas sufren un
plegamiento intramolecular como resultado de la formacion de puentes bisulfuro
entre los grupos sulfhidrilo de las cisteinas, quedando la mayor parte de los grupos
hidrofébicos encerrados en el interior de la molécula. Es por esta razon que las
proteinas del lactosuero no se agregan fuertemente, ni interactian con otras

proteinas, en estado nativo (Diaz, 2010).



3.1.3.2 Grasa

El contenido de grasa en la leche representa un costo energético importante
para la produccion de leche y desempefia un papel central en la determinaciéon de
la calidad de los productos lacteos, asi como en el desarrollo de las propiedades
fisicas y sensoriales. Se presenta principalmente en forma de glébulos rodeados
por una membrana de naturaleza lipoproteica, compuesta por fosfolipidos y
glicoproteinas y cuyo nucleo esta constituido mayoritariamente por triglicéridos
(Calvo et al. 2014).

La composicion lipidica de la leche de vaca, se encuentra constituida por
aproximadamente 78% de triglicéridos, mientras que el 12% restante esta
compuesto por colesterol, carotenoides, vitaminas liposolubles vy lipidos
estructurales. Dentro de los &cidos grasos, se han logrado identificar mas de 416
acidos diferentes, sin embargo, solo 10 de ellos estan presentes por encima del
1,0%, los cuales son el butirico, caproico, caprilico, caprico, laldrico, miristico,
palmitico, estearico, oleico y linoleico. En términos generales, se compone de 70%
acidos grasos saturados; de los cuales un 11% corresponden a acidos grasos
saturados de cadena corta, 26% acidos monoinsaturados y 4% &acidos

poliinsaturados (Garcia et al. 2014).

3.1.3.3 Lactosa

El hidrato de carbono de la leche es la lactosa, un disacarido constituido por
glucosa y galactosa. Es el principal azucar de la leche y unico glacido libre en
cantidad importante. Para su absorcion, la lactosa debe ser hidrolizada en el
intestino delgado por la enzima lactasa, la cual esté localizada en el borde de los
enterocitos apicales de las vellosidades del intestino. Sin embargo, algunas
personas presentan intolerancia basadas en alteraciones del metabolismo que

impiden su digestion (Blanco, 2016).



3.1.3.4 Minerales, cenizas y sales

De los minerales presentes en la leche, el calcio es el mas significativo desde
el punto de vista nutricional, ya que esta presente en forma abundante y facilmente
asimilable por el organismo. El fosforo también es considerable en la leche, pero de
menor importancia nutritiva que el calcio ya que puede ser proveido por otras
fuentes alimentarias comunes, ademas de bajas concentraciones de hierro y cobre
(Zavala, 2005).

Las cenizas de la leche hacen referencia al residuo blanco que permanece
después de la incineracion de la leche a 600 °C y estan compuestas principalmente
por 6xidos de sodio, potasio, calcio, hierro, fosforo y azufre. El azufre y fracciones
de fosforo y hierro, proceden de las proteinas. Por otro lado, las sales de la leche
son fosfatos, cloruros y citratos de potasio, sodio, calcio y magnesio. Los cloruros
de sodio y los de potasio estan totalmente ionizados, mientras que los fosfatos de
calcio, magnesio y citrato estan, una parte en forma soluble y otra en forma de
complejos coloidales en equilibrio, muy débil, con el complejo caseina (Zavala,
2005).

3.1.3.5 Vitaminas

La mayor parte de la leche para consumo humano es tratada con calor para
prevenir riesgos de salud publica causados por microorganismos patdgenos
presentes en la leche cruda. Estos procesos industriales destruyen algunos
nutrientes, especialmente las vitaminas que estan presentes naturalmente en la
leche, y la magnitud de las pérdidas depende del nutriente y el método de
procesamiento usado. Ademas de las altas temperaturas, el almacenamiento de la
leche, asi como las radiaciones luminicas, producen pérdidas vitaminicas. Sin
embargo, estos nutrientes destruidos durante el procesamiento se pueden
reemplazar mediante la fortificacion de la leche (Goémez & Mejia, 2006).

La leche contiene vitaminas liposolubles como la A, D, E y K, ademas de otras
hidrosolubles como la B1, B2, B6, B12, C y &cido fdlico (Zavala, 2005). Por lo

general, la concentracion de las vitaminas hidrosolubles se conserva
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constantemente, sin embargo, en la vitamina C se observan fluctuaciones

dependiendo de la alimentacion del animal (Gomez & Mejia, 2006).

3.1.3.6 Enzimas

Las enzimas contenidas en la leche se aprovechan para efectos de inspeccion
y control, ya que muchas de ellas influyen en la calidad de la leche y en el origen de
distintas alteraciones (Gémez & Mejia, 2006). Estas se encuentran distribuidas en
toda la matriz alimentaria, sobre la superficie de los glébulos grasos, asociadas a
las micelas de caseinas y en forma simple en suspension coloidal (Zavala, 2005).

En la leche de vaca se han detectado alrededor de 60 enzimas, donde su
origen es dificil de determinar. Sin embargo, el estudio de dichas enzimas ha
permitido controlar tratamientos térmicos debido a la sensibilidad al calor de algunas
de ellas, mientras que otras funcionan como indicadoras de contaminacion vy
actividad microbiana. Dentro de las enzimas de mayor importancia de la leche se
encuentran las fosfatasas alcalinas, las lipasas, proteasas, xantinaoxidasas,
peroxidasas y catalasas. De las anteriores, las fosfatasas alcalinas son utilizan en
la industria como indicadores de pasteurizacion deficiente (Arias, 2009).

3.1.4 Aporte nutricional

La leche tradicionalmente se ha considerado como un alimento completo y
equilibrado, proporcionando un elevado contenido de nutrientes en relacién al
contenido caldrico que presenta. Aporta proteinas de alto valor biolégico, hidratos
de carbono (fundamentalmente en forma de lactosa), grasas, vitaminas liposolubles,
vitaminas del complejo B y minerales, especialmente calcio y fosforo (Fernandez et
al. 2015).

Las proteinas presentes en la leche son facilmente digeribles y de alto valor
bioldgico, ya que aportan los aminoacidos, incluidos los esenciales, para cubrir los
requerimientos humanos, contribuyendo al desarrollo, recuperacion vy

mantenimiento de los musculos (Gémez & Mejia, 2005).
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Por otra parte, la lactosa participa en la sintesis de glucolipidos cerebrésidos,
esenciales en el desarrollo neuroldégico temprano, y de glicoproteinas. Ademas,
actua facilitando la absorcion de calcio (Fernandez et al. 2015). Tanto la leche, como
los derivados, se consideran la mejor fuente dietética de calcio, gracias al contenido
y biodisponibilidad que presenta, de manera que contribuye al desarrollo 6ptimo de
masa Osea, asi como favorece procesos de sefalizacion celular, transmision
neuromuscular y secrecion glandular (Rovira, 2015).

Ademas de su valor nutricional, la leche se ha demostrado como un factor de
primer orden en la prevencion de patologias afluentes como la enfermedad
cardiovascular, el cancer y la osteoporosis. Puede contribuir también en la lucha

frente al sobre peso y a la obesidad infantil (Fernandez et al. 2015).

3.2 Procesamiento de la leche

3.2.1 Tratamientos térmicos

La leche, como fuente importante de macro y micro nutrientes, es uno de los
alimentos mas vulnerables a las alteraciones fisicoquimicas y de deterioracién por
microorganismos, limitando la durabilidad de la leche y sus derivados, ademas de
causar problemas econdémicos y de salud publica (Barrera, 2012). Debido a esto,
existen multiples tecnologias para el procesamiento de la leche que permiten
asegurar su inocuidad y aumentar su durabilidad.

El procesamiento térmico es una de las técnicas empleadas, cuyo objetivo
radica en la destruccion total o parcial de la flora microbiana presente, segun el
tratamiento térmico que se aplique. Existen cuatro tipos de tratamientos térmicos
mas comunes aplicados a la leche; la pasteurizacion tradicional por largo tiempo
(LTLT; “Low Temperature — Long Time”), la pasteurizacion rapida a alta temperatura
(HTST; “High Temperature — Short Time”), la ultra pasteurizacién y la esterilizacion
por ultra alta temperatura (UHT; Ultra High Temperatura) (Watts, 2016).
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3.2.1.1 Pasteurizacion LTLT y HTST

El proceso de pasteurizacion fue desarrollado por Louis Pasteur y consiste en
un método de calentamiento, donde los alimentos son sometidos a la aplicacion de
calor a una temperatura especifica por un tiempo definido, con el objetivo de la
destruccion de los microorganismos patdégenos presentes, reduciendo el nUmero a
un nivel aceptable. Este principio comenzo a utilizarse en leche, sometida a una
temperatura de 63 °C durante 30 minutos, sin embargo, investigaciones posteriores
han determinado que se pueden utilizar diferentes combinaciones de tiempo y
temperatura (Gonzalez, 2007).

Las condiciones de la pasteurizacion estan disefladas para destruir
efectivamente los microorganismos Mycobacterium tuberculosis y Coxiella burnetti.
Este proceso puede realizarse como una operacion discontinua, donde la leche es
pasteurizada por lotes o por “pasteurizacion lenta a baja temperatura (LTLT)”, en la
que el producto se calienta y se retiene en una cisterna cerrada, o bien como una
operacion continua “pasteurizacion rapida a alta temperatura (HTST), en la que el
producto se calienta en un intercambiador de calor, donde cumple las condiciones
especificas de tiempo y temperatura en un tubo de retencion (Barrera, 2012).

En la pasteurizacion LTLT, las condiciones de tiempo y temperatura se
conservan segun el método tradicional implementado por Pasteur, 63 °C por 30
minutos, mientras que en la pasteurizacion HTST, se utilizan temperaturas que
rondan los 72-75 °C por 15-20 segundos (Zavala, 2015).

3.2.1.2 Ultra pasteurizacion y Esterilizacion UHT

La ultra pasteurizacién propiamente dicha, es un proceso térmico que provoca
la destruccidn total de todo tipo de microorganismo aerobio y anaerobio presente en
la leche, sin alterar de forma considerable su composicion, olor, sabor y contenido
nutricional. La fase de tratamiento térmico por ultra alta temperatura y ultra corta
duracion ocurre cuando el producto es sometido a 135-150 °C durante 3-5
segundos, dentro de un ultra pasteurizador de flujo indirecto o directo y

posteriormente sometido a una fase de enfriamiento gradual (Rebolledo et al. 2001).
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Es un proceso de flujo continuo, donde las condiciones de tiempo y
temperatura de calentamiento son optimizadas de manera que radica en menores
cambios fisicoquimicos en el producto, en comparacion con otros métodos de
pasteurizacion. El proceso debe ser disefiado de manera tal que la combinacion de
tiempo y temperatura garantice la esterilidad comercial del producto, por lo que
factores como el tipo de producto, el perfil microbiolégico que presenta, el equipo y
empaque a utilizar deben ser considerados. Ademas, se busca lograr obtener un
producto con caracteristicas sensoriales aceptables durante la vida en anaquel
(Scott, 2008).

La diferencia entre la ultra pasteurizacion y la esterilizacion UHT radica en las
temperaturas utilizadas, asi como en el tipo de envase y vida Util que presenta el
producto. La temperatura utilizada generalmente en la ultra pasteurizacion es de
138 °C por 2 segundos, la cual es menor a la temperatura usada en el proceso UHT,
la cual es de 145 °C por 3-5 segundos. La leche ultra pasteurizada posee una vida
atil de hasta 90 dias a temperaturas de refrigeracion, mientras que la esterilizacion
por UHT viene acompafiada de un envasado aséptico, lo cual garantiza la esterilidad
comercial del producto, con una vida util alrededor de 6 meses a temperatura
ambiente (Barrera, 2012).

En el tratamiento térmico por UHT, se puede utilizar vapor, agua caliente o
electricidad como medios de calentamiento, donde el vapor y el agua caliente son
los mas utilizados. Estos sistemas pueden clasificarse en tratamientos térmicos
directos e indirectos, donde en el sistema indirecto, el producto y el medio de
calentamiento no tienen contacto, mientras que, en los sistemas de calentamiento
directo, vapor culinario presurizado se mezcla directamente con el producto. Los
medios de calentamiento directo incluyen inyeccion de vapor, infusion de vapor y
superficie raspada, mientras que los de calentamiento indirecto incluyen tubos en
espiral, tubos indirectos, placas indirectas, superficie raspada y electricidad (Scott,
2008).
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3.2.2 Cambios fisicoquimicos y sensoriales inducidos por el
tratamiento térmico

El procesamiento térmico de la leche es aplicado con la finalidad de asegurar
la inocuidad, asi como ampliar su vida Gtil desde el punto de vista microbiano y
enzimatico, sin embargo, puede ocasionar cambios indeseables en la leche a nivel
estructural y sensorial. Walstra (1999) sefiala que el calor produce cambios
fisicoquimicos en la leche que dependeran de la intensidad del tratamiento térmico
aplicado, como: pardeamiento, desarrollo de sabores indeseables y ajenos a la
leche (“off-flavours”), pérdida de calidad nutricional, inactivacién de inhibidores

bacterianos, entre otros.

3.2.2.1 Cambios nutricionales

De los constituyentes de la leche, las proteinas y las vitaminas son los que
experimentan los mayores cambios fisicoquimicos durante y después del
procesamiento térmico. Las proteinas pueden sufrir modificaciones en su estructura
primaria, 0 bien en su estructura terciaria y cuaternaria, proceso denominado
desnaturalizacién proteica. Al ocurrir una modificacion en la estructura terciara o
cuaternaria, puede mejorar el valor bioldgico de las proteinas, ya que sus enlaces
se encuentran mas susceptibles a la accién enzimatica. Por otro lado, la alteracion
en su estructura primaria puede reducir la digestibilidad y dar origen a residuos
proteicos no biodisponibles (Zavala, 2015).

La desnaturalizacion proteica, inducida por la aplicacién de calor, da origen a
interacciones proteina-proteina, formando aglomerados, los cuales causan
problemas de insolubilizacion y separacién por formacién de un gel que no se
suspende en la fase acuosa. Estas interacciones ocurren principalmente en las
proteinas del suero, las cuales son termolabiles. El proceso de desnaturalizacion de
las seroproteinas inicia con la B-lactoglobulina, la cual expone sus grupos sulfhidrilo
gue posteriormente van a formar interacciones con otras proteinas séricas, asi como
con la k-caseina, formando agregados proteicos (Raikos, 2010).

Por otro lado, las caseinas de la leche, son las proteinas que presentan mayor

estabilidad térmica, sin embargo, en los tratamientos térmicos severos pueden sufrir
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cambios sustanciales, por ejemplo, desfosforilacion y agregacion por interacciones
moleculares (Raikos, 2010). Dichos cambios estructurales a nivel proteico se han
asociado a la presencia de grumos en la leche o bien a un aumento de viscosidad
de ésta durante su almacenamiento (Vuholm, 2016)

La mayoria de las vitaminas presentes en la leche son termolabiles. Estudios
muestran que el contenido de folato, vitamina B12, vitamina B6 y vitamina C
disminuye igual o menor al 10% después de la pasteurizacion. De las anteriores, la
vitamina C es el compuesto mas afectado, cuyas pérdidas llegan a un 20% del
contenido original en el producto (Roginski, 2005). Por otra parte, la vitamina B2 y
las vitaminas liposolubles A, D, E y K son muy estables al calor y por tanto no son
afectadas considerablemente por el tratamiento térmico (Cep, 2016).

Respecto a la grasa, la membrana de glébulos de grasa lactea se altera
durante el procesamiento térmico, especialmente cuando conlleva agitacion o flujos
turbulentos. La agitacién puede causar cambios en el tamafio del glébulo debido a
la alteracion o coalescencia de la membrana, principalmente en el tratamiento por
UHT. Esta ruptura, en conjunto con la desnaturalizacion de las proteinas y la
exposicion de la cisteina, provoca reacciones que dan lugar a la formacién de una
capa de proteinas de suero desnaturalizadas en las membranas de los glébulos de
grasa. Esta capa puede participar ademas en reacciones de Maillard, junto con la
lactosa, dando lugar a coloraciones pardeadas y sabores indeseables (Fox et al.
2015).

Las reacciones de Maillard que ocurren en la leche durante su procesamiento
térmico, asi como durante el almacenamiento, comienzan con la union del grupo
aldehido de lactosa con el grupo amino de los residuos lisil (residuos del aminoécido
lisina) de diferentes proteinas lacteas. Estas reacciones se favorecen en
condiciones alcalinas y durante la exposicion de la leche a altas temperaturas.
Consiste en una serie de cambios cuya consecuencia es la formacion de pigmentos
de color marrén, como melanoidinas principalmente, polimeros como lactulosa-
lisina o fructosa-lisina, asi como acidos de bajo peso molecular (Popov et al. 2008).

La lactosa, ademas de participar en la reaccion de Maillard, sufre otros dos

cambios estructurales, inducidos por el tratamiento térmico y el almacenamiento: la
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formacion de lactulosa y la formacion de acidos organicos. Al calentar a bajas
temperaturas la leche bajo su condicidén ligeramente alcalina, la glucosa de la
lactosa se epimeriza a fructosa, dando origen a la formacion de lactulosa,
compuesto que no ocurre en la naturaleza. En procesos de HTST, la cantidad de
lactulosa formada no es considerable, sin embargo, ésta incrementa durante la
esterilizacion UHT. Por lo tanto, la concentracion de lactulosa en la leche es un
indicador util de la severidad del tratamiento térmico al que se ha sometido (Fox et
al. 2015).

Por otro lado, la formacion de acidos ocurre por la degradacion térmica de la
lactosa. El &cido férmico es el principal acido formado, seguido por el &cido lactico
el cual representa el 5% de los acidos formados. Este proceso se potencia a
condiciones superiores a los 130 °C, donde el pH puede disminuir hasta 5,8.
Alrededor de la mitad del descenso de pH se debe a la formacion de acidos
organicos a partir de la lactosa, mientras que el resto se debe a la precipitacion del

fosfato de calcio y a la desfosforilacion de la caseina (Fox et al. 2015).

3.2.2.2 Cambios enziméaticos

Segun Roginski (2005), varias enzimas enddgenas de la leche son destruidas
por la pasteurizacion. La desnaturalizacion de las lipasas y algunas proteasas
limitan la formacién de mal sabor en la leche pasteurizada, lo que contribuye a
extender su vida Util. En contraste, muchas lipasas y proteasas de origen bacteriano
son muy resistentes al calor y no pueden ser inactivadas por pasteurizacion
(Barrera, 2012). Las cantidades de estas enzimas que sobreviven procesos de UHT
pueden ser suficientes para causar sabores desagradables, tales como amargor,

sabores rancios, y en algunos casos gelificacion (Fox et al. 2015).

3.2.2.3 Cambios sensoriales

Los mayores cambios sensoriales en la leche se ven reflejados en el color de
la misma, ya que durante su procesamiento y almacenamiento se potencian

reacciones de Maillard y caramelizacion, dando lugar a coloraciones pardeadas. La
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intensidad del color pardeado de la leche UHT es afectado por su composicion,
temperatura de homogenizacion, tratamiento térmico aplicado y condiciones de
almacenamiento. Generalmente, los productos con mayor contenido de azucares
reductores y mayores temperaturas de procesamiento y almacenamiento,
presentan mayor pardeamiento, afectando su percepcion sensorial (Scott, 2008).
Por otra parte, los defectos en sabor asociados a la grasa de la leche, hacen
referencia a sabores rancios y oxidados. Estos sabores resultan de la accién del
oxigeno en ciertos componentes de la grasa, produciendo “off flavours” que se han
descrito diversamente como oxidado, aceitoso y a pescado. Asi mismo, la
desnaturalizacion de las proteinas a causa del tratamiento térmico puede desarrollar
sabores amargos en la leche (Gursoy & Kinik, 2002). Sin embargo, dichos cambios
de sabor y color se ven potenciados principalmente durante el almacenamiento de

la leche.

3.2.3 Otras técnicas de procesamiento: filtracion por membranas

Otra opcion para el procesamiento de leche fluida es la tecnologia de filtracidon
por membranas. Dicha tecnologia se ha aplicado en la industria lactea desde
principios de los afios 60°s y sirve como alternativa viable para el procesamiento de
los productos lacteos mas tradicionales (Kumar et al. 2013).

Las técnicas de separacion o filtracidbn por membrana consisten en el uso de
una membrana semipermeable como filtro, a una presiéon determinada, para
concentrar o fraccionar un liquido. En dicho proceso, la corriente liquida circula
tangencial o frontal a la superficie de la barrera permeable (membrana con poros de
diferente tamafio), obteniéndose el fluido filtrado (permeado) del lado opuesto al de
la barrera y quedando los sélidos en la porcién de la corriente liquida que no
atraviesa la membrana (retenido) (Gutiérrez, 2013).

Este proceso se utiliza principalmente para concentrar, purificar o fraccionar
un liquido a través de un proceso de separacidon que se fundamenta en la
permeabilidad a través de la membrana (Suarez et al.1992). Ademas, son sistemas
de bajo consumo energético, en comparacion con las técnicas para concentrar que

requieren de un cambio de fase, como es el caso de la evaporacion, y es una



18

tecnologia mas amigable con el ambiente que permite minimizar los efectos
negativos del uso de altas temperaturas, como cambios de fase, desnaturalizacion
de proteinas y cambios en las propiedades sensoriales del producto (Kumar et al.
2013).

Las membranas utilizadas son de gran diversidad, tanto en forma como en
materiales. En términos del material de fabricacion, las membranas pueden estar
constituidas por acetato de celulosa, de polimeros organicos (polisulfonas,
propilenos, poliamidas, polisulfuros) o compuestas de sales inorganicas (Al20s,
TiO2). De las anteriores, las membranas celulésicas tienden a ser mas sensibles a
la temperatura y al deterioro quimico; por otro lado, las poliméricas resisten mejor a
los factores anteriores, sin embargo, no soportan muy bien la compactacion y los
agentes clorados, a diferencia de las inorganicas que se muestran como las mas
resistentes. En cuanto a la forma, pueden ser aplanadas o en forma de cartucho
tubular de material permeable (Chacoén, 2006)

La permeabilidad de la membrana est& determinada por el tamafio de poro, la
afinidad quimica con el material y el movimiento difusivo de los componentes. De
las caracteristicas anteriores, el tamafio de poro de la membrana, asi como la
presion aplicada, determinan el tipo de proceso. La filtracion tangencial por
membranas se clasifica entonces en microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF),
nanofiltracién (NF) y 6smosis inversa (Ol) (Murillo, 2013), siendo el mayor tamafio
de poro y la menor presién en microfiltracién y las mayores presiones y menor

tamafio de poro en osmosis inversa (Smith, 2013).

3.2.3.1 Microfiltracion

La microfiltracion es la técnica que utiliza las menores presiones y presenta un
tamafio de poro capaz de permear particulas en un rango de 0,1 a 10 um. Este
tamafio de poro permite retener la mayoria de esporas, bacterias, hongos y
levaduras, por lo que puede utilizarse como una técnica de pasteurizacion que no
implica tratamiento térmico (Chacén, 2006). En la industria lactea, la microfiltracion
es comunmente utilizada para la reduccion de la carga bacteriana y para la

estandarizacion de la proteina, principalmente la caseina (GEA, 2012).
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3.2.3.2 Ultrafiltraciéon

Los procesos de ultrafiltracion consisten en la separacion de particulas con
peso molecular desde 1000 hasta 50000 Da. En estos casos, no solo el tamafio de
los poros de la membrana afecta la separacion, sino también la configuracion
espacial de las moléculas a separar y las interacciones entre su carga eléctricay la
carga del material de la membrana (Murillo, 2013). Las presiones son mayores que
en la MF, oscilando entre 1,4 y 14 bar y el tamafio de poro oscila entre 1 y 100 nm
(Kumar et al. 2013).

En la industria lactea, la ultrafiltracion presenta un rango amplio de
aplicaciones, entre ellas: estandarizar la proteina de la leche destinada a la
elaboracion de quesos y yogures, concentrar la proteina en leche fluida, decalcificar
permeados, asi como reducir el contenido de lactosa en leche (GEA, 2012).

El permeado del proceso de ultrafiltracion de leche se compone de lactosa y
sales minerales principalmente. El mismo se puede utilizar para estandarizar la
leche, ya que es un producto que proviene de la misma. Por otra parte, este
permeado se puede hacer pasar por el proceso de O0smosis inversa para la
obtencién de un concentrado en lactosa que puede ser utilizado para la produccién
de lactosa en polvo (con aplicaciones en la industria farmacéutica, la alimenticia o
la alimentacién animal). Asi mismo, el permeado derivado del proceso de 6smosis
puede ser utilizado como agua de reuso para la limpieza de los equipos (Gutiérrez,
2013).

Por otra parte, el retenido del proceso de UF, se caracteriza por la presencia
de micelas de caseina, proteinas del suero, glébulos de grasa, bacterias y células
somaticas (Kumar et al. 2013). Debido a su composicion, anteriormente se le ha
buscado diferentes aplicaciones en la industria lactea, entre ellas se ha utilizado
principalmente en la elaboracion de quesos y yogures para la obtencion de mayores
rendimientos de produccién. Ademas, se ha utilizado en la elaboracion de leches
enriguecidas, en la clarificacion, estandarizacion y concentracion de la leche y para
la obtencion de concentrados de proteina de leche en presentaciones liquidas y en
polvo (Murillo, 2013).
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3.2.3.3 Nanofiltracion

La nanofiltracion puede considerarse como un proceso dual, donde
generalmente se aplica en conjunto con la 6smosis inversa. Suele involucrar una
separacion en base al tamafio molecular y otra basada en la carga eléctrica, lo que
en teoria permite apartar los iones monovalentes de los polivalentes. Presenta punto
de corte de moléculas que rondan los 200 a 1000 Da, con tamafios de poro inferiores
a 2 nm (Chacén, 2006).

Con la nanofiltracion es posible separar sales, azucares simples, colorantes y
aminoacidos. También permite la separacion de iones monovalentes como sodio y
cloruros, logrando una desmineralizacion parcial del suero, asi como para generar

leches deslactosadas (Bylund, 2003).

3.2.3.4 Osmosis Inversa

En las membranas de ésmosis inversa, la presion aplicada es suficiente para
sobrepasar la presiébn osmética y, por difusion, pasar de una solucibn menos
concentrada a una mas concentrada. El proceso permite un punto de corte
molecular de 100 Da y utiliza presiones muy elevadas, entre 13 y 80 bar (Smith,
2013). Consiste en un proceso en el cual se da la separacion Unicamente del agua
presente en la leche (Chacdén, 2006).

En la Figura 1 se muestra una comparacion de las diferentes tecnologias de
filtracion por membranas aplicadas a la leche, segun el tamafio de poro y los

compuestos que retiene.
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Figura 1. Selectividad de los diferentes procesos de membranas aplicados a la
leche (adaptado de Chacén, 2006).

3.3 Vida util de los alimentos

La vida atil de un alimento se define como “el periodo de tiempo durante el
cual el alimento se conserva apto para el consumo desde el punto de vista sanitario,
manteniendo las caracteristicas sensoriales, funcionales y nutricionales por encima
de los limites de calidad previamente establecidos como aceptables” (Hough &
Fiszman, 2005). La misma debe ser establecida por el fabricante para cada alimento
o producto en particular (Carrillo & Mondragén, 2011).

Una vida util establecida inadecuadamente tanto a nivel sensorial como
fisicoquimico y sanitario, puede llevar a la obtenciéon de consumidores insatisfechos,
gue presenten guejas sobre el producto, lo que eventualmente puede afectar la
aceptabilidad y las ventas, tanto del producto en cuestion como de productos
relacionados con la marca que representa (Robertson, 2010).

La vida util de un alimento varia segun factores como: la materia prima
utilizada, la formulacién del producto, el proceso aplicado, las condiciones sanitarias
durante el proceso, el envasado, almacenamiento y distribucion del producto y las
practicas de los consumidores (Carrillo & Mondragon, 2011). Asi mismo, Valencia 'y

colaboradores (2008) sefialan que es importante identificar los factores especificos
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que afectan la vida util del producto y evaluar sus efectos individualmente y en
combinacién. Estos se pueden dividir en factores intrinsecos: materia prima
(composicion, estructura, naturaleza), actividad de agua, pH y acidez, asi como
factores extrinsecos: procesamiento, higiene y manipulacién, materiales y sistemas
de empaque, almacenamiento, distribucién y lugares de venta. Por otra parte, a nivel
sensorial, la vida util de los alimentos en estanteria depende de la aceptacion, al
interactuar el consumidor con el alimento.

Ademas de los factores mencionados, la velocidad de las reacciones de
deterioro de los alimentos, asi como la temperatura a la que el producto es
expuesto, juegan papeles determinantes en su vida util. La mayoria de las
reacciones de deterioro que ocurren en los alimentos pueden clasificarse como de
orden cero o de primer orden a nivel cinético y pueden emplearse para predecir el
grado de deterioro de los alimentos en funcion de la temperatura y/o el tiempo
(Robertson, 1999; Azofeifa, 2016).

Las reacciones de orden cero pueden explicarse mediante la Ecuacion 1y las
de primer orden mediante la Ecuacion 2. Ambas ecuaciones son una funcién de la

calidad (Q(A)) del alimento a un tiempo determinado (t) (Valentas, 1997).

Q(A); = A, — kA, (Ecuacion 1)
0(4), = In (;;M) (Ecuacién 2)

Donde, k = constante de la velocidad de la reaccién de deterioro, Ao = calidad del
alimento en el tiempo inicial y At = calidad del alimento a un tiempo determinado t.

Valentas (1997) sefiala la calidad general de productos congelados y el
pardeamiento no enzimatico como reacciones de orden cero, mientras que dentro
de las reacciones de primer orden sefiala la pérdida vitaminica, el crecimiento
microbiano y la pérdida de textura durante el tratamiento térmico. Ademas de estas
reacciones, Hough y Fiszman (2005) ubican la degradacién enzimatica de frutas
frescas y vegetales y la oxidacion de lipidos en alimentos congelados como
reacciones de orden cero, y la rancidez en aceites 0 en alimentos deshidratados

como reacciones de primer orden.
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Por otra parte, varios autores han desarrollado ecuaciones que permiten
relacionar la vida util de los alimentos y la temperatura. El modelo de Arrhenius es
uno de los modelos que mejor representa la relacion entre la velocidad de reaccion
de deterioro de los alimentos y la temperatura; su modelo lineal se expresa en la
Ecuacion 3 (Hough & Fiszman, 2005).

Ink =1Ink, — == (Ecuacion 3)

Donde, k = constante de la velocidad de la reaccion de deterioro, ko = constante de
Arrhenius, Ea = energia de activaciéon (Jmol-1), R = constante de gases ideales
(8,314J K-1mol-1) y T = temperatura (K).

Otra alternativa a la ecuacion de Arrhenius es la representacion de la variacion
de la vida atil de un alimento a dos temperaturas diferentes. Si la diferencia entre
ambas temperaturas es 10°C, se cumple lo que expresa la Ecuacion 4 y en la
Ecuacion 5, cuando la diferencia de temperaturas es diferente de 10 °C (Robertson,
1999; Azofeifa, 2016). Ambas ecuaciones utilizan el valor de Qio, el cual expresa la
razon obtenida por el aumento de la velocidad de las reacciones de deterioro
cuando la temperatura del sistema aumenta en 10 °C. Por ejemplo, para reacciones
enzimaticas, un Qo= 2 es frecuentemente encontrado. Esto indica que la velocidad
enzimatica se duplica por cada 10 °C de aumento en la temperatura, hasta que
ocurra la desnaturalizacién o inactividad de la enzima por la energia calorifica
(Valentas, 1997).

05(T)
Q10 =

= m (Ecuacion 4)

A Bs(TD)
Qupre = 0s (T2)

(Ecuacién 5)

Donde Os (T1) = vida util a una temperatura T1, ©s (T2) = vida (til a una temperatura

T2y A es la diferencia entre las temperaturas T1y T2, donde T2 > T1.
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3.3.1 Mecanismos de deterioro de los alimentos

El deterioro de los alimentos ocurre generalmente por efecto de la combinacion
de los factores intrinsecos y extrinsecos mencionados anteriormente. Existen tres
mecanismos basicos de deterioro de los alimentos; deterioro quimico, fisico y

microbiolégico (Kopper, 1994).

3.3.1.1 Deterioro quimico

El deterioro quimico de los alimentos se debe a modificaciones en sus
componentes principales como resultado de una serie de reacciones enzimaticas y
no enzimaticas. Dentro de las reacciones catalizadas por enzimas se tiene: la
apariciéon de sabores rancios en el alimento por la hidrélisis de las grasas, la
modificacion de sabor y valor nutricional a raiz de la protedlisis, cambios de color
debido al pardeamiento enzimatico, asi como disminucién del valor nutritivo por
degradacion de pigmentos (Carrillo & Reyes, 2013).

Por otra parte, las grasas sufren reacciones quimicas de origen no enzimético,
conocidas como rancidez oxidativa, donde se da la formacion y liberacién de
peréxidos por exposicion de las grasas al oxigeno, la luz y los metales (Carrillo &
Reyes, 2013). Estas reacciones potencian sabores rancios en los alimentos,
caracteristicos del deterioro, asi como pérdidas vitaminicas y de color (Robertson,
2010). Asi mismo, las reacciones de pardeamiento no enzimatico (reaccion de
Maillard y caramelizacion de los carbohidratos) generan pigmentos pardos y

modifican el olor y sabor del alimento (Kopper, 1994).

3.3.1.2 Deterioro fisico

Los cambios fisicos en el alimento generalmente ocurren durante el
almacenamiento y distribucién. Algunos de los cambios fisicos de deterioro en los
alimentos son:

e Modificacion en textura: ocurre por golpes o vibraciones durante el
almacenamiento y distribucién, asi como por técnicas de conservacién como

lo es la congelacion o la aplicacion de altas temperaturas. La congelacién
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provoca dafos irreversibles en la estructura celular que dan lugar a texturas
suaves Yy blandas. Asi mismo, la aplicacion de altas temperaturas, como en
el caso de la deshidratacion, puede causar encogimiento del tejido,
suavizamiento y pérdida de crujencia (Valentas, 1997).

e Ganancia o pérdida de humedad: debido a las condiciones de
almacenamiento, un alimento puede ganar o perder humedad, lo cual en
ambos casos puede ser adverso para la pérdida de la calidad. Por ejemplo,
en polvos para elaborar bebidas, leches en polvo o recubrimiento de dulces,
una ganancia de humedad genera problemas de solubilizacion y
aglutamiento (Carrillo & Reyes, 2013).

e Marchitamiento: es provocado por la pérdida de humedad que se da en el
proceso de transpiracion de los vegetales (hojas, frutas y verduras), lo que

se refleja en una pérdida de turgencia y brillo (Kopper, 1994).

3.3.1.3 Deterioro microbiol6gico

Diversos factores contribuyen a la presencia de microorganismos en los
alimentos siendo la presencia end6gena y las contaminaciones cruzadas las fuentes
mas comunes. Algunos microorganismos son los responsables del deterioro de gran
parte de los alimentos, mientras que otros, los patdgenos, tienen un papel muy
importante en las enfermedades de origen alimentario al ser los principales
causantes de las mismas. Por las razones anteriores, el control del deterioro
microbiolégico es estricto y siempre debe ser considerado al determinar la vida util
de un alimento (Valentas, 1997).

Entre los grupos de microorganismos que pueden desarrollarse en un alimento
se encuentran: bacterias y hongos, los cuales son capaces de multiplicarse en los
alimentos y deteriorar el producto; parasitos y virus, qué, aunque no se desarrollan
en los alimentos, utilizan éstos como vehiculo. Estos microorganismos
generalmente ocasionan cambios en el sabor, textura, apariencia visual y olor de
los alimentos (Carrillo & Reyes, 2013).

El valor Aw puede limitar el crecimiento de los microorganismos, y por lo

general cuando éste se reduce, la velocidad de crecimiento de los microorganismos
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se ve disminuida igualmente. Otros factores que afectan el crecimiento de los
microorganismos son: el potencial nutritivo del alimento, el pH y la presencia de

compuestos antimicrobianos (Robertson, 2010; Azofeifa, 2016).

3.3.2 Determinacion de vida util de los alimentos

Los meétodos utilizados para determinar la vida utili de un alimento
generalmente se basan en una combinacion de analisis subjetivos y objetivos. Las
medidas subjetivas determinan el momento en que un consumidor en particular
detecta algun cambio en el alimento, mientras que las mediciones objetivas
identifican el tiempo en el cual la medicion de un parametro alcanza un valor
determinado. Frecuentemente, las mediciones subjetivas y objetivas se
correlacionan para evaluar la vida atil de cada alimento en especifico (Reid et al.
2003; Ledezma, 2013).

En algunas ocasiones se tiende a confundir los estudios de vida util y los
estudios de estabilidad. En un estudio de vida util, el principal interés es definir la
vida util del producto, mientras que, en los estudios de estabilidad, lo principal es la
evolucion de una o varias caracteristicas del producto a lo largo del tiempo
(Robertson, 2010; Azofeifa, 2016). En ambos casos, se debe tener conocimiento
previo y total del producto a evaluar, incluyendo aspectos de componentes,
procesamiento y almacenamiento, asi como conocer y determinar parametros
relacionados al estudio, incluyendo tiempos de muestreo, temperaturas de
almacenamiento, caracteristicas a evaluar, cantidad de muestra y técnica del
estudio (Giraldo, 1999).

De las caracteristicas anteriores, es importante la determinacién del nimero
de muestras, ya que el estudio se realiza hasta lograr un deterioro apreciable en las
muestras, por lo que las mismas deben ser suficientes. Asi mismo, el disefio y
preparacion de dichas muestras es un factor critico. Existen dos tipos de disefio

aplicables a los estudios, ya sea de vida util o de estabilidad (Araya, 2012):

e Disefio basico: consiste en almacenar un Unico lote de muestras en las

condiciones seleccionadas e ir haciendo muestreos en los tiempos prefijados.
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Este método presenta la ventaja de preparar todas las muestras una Unica
vez, sin embargo, puede ser un factor limitante ya que cada tiempo de
muestreo requiere de analisis individuales.

e Disefio escalonado: consiste en almacenar diferentes lotes de produccién en
las condiciones seleccionadas a diferentes tiempos, de forma que se logre
obtener en un mismo dia todas las muestras con los diferentes grados de
deterioro y en ese dia analizarlas. Este método repercute en una ventaja al
reunir todas las muestras el mismo dia, sin embargo, puede presentar la

limitacién de que se requieren varias producciones.

Tanto los estudios de vida util como los estudios de estabilidad corresponden
a estudios de almacenamiento, donde el tipo de alimento a evaluar determina la
técnica empleada. Para alimentos frescos, o cuya vida Util es menor a los 6 meses,
generalmente se realizan estudios bajo condiciones normales de almacenamiento,
mientras que, para productos estables como los térmicamente procesados, se

realizan estudios de almacenamiento acelerados (Mercado et al. 2016).

3.3.2.1 Estudios de almacenamiento acelerados

Los estudios de almacenamiento acelerados permiten obtener informacion en
tiempos relativamente cortos; y consisten en incubar el alimento bajo condiciones
controladas y a diferentes temperaturas. Estas temperaturas, en general, deben ser
mayores a las de almacenamiento y comercializaciéon para permitir que las
reacciones de deterioro se aceleren y se obtenga una respuesta en periodos mas
cortos (Rodriguez, 2004).

En estos casos, la temperatura, ademas de ser uno de los factores mas criticos
gue afecta las reacciones cinéticas en los alimentos, es el factor que presenta mas
bases tedricas disponibles para el desarrollo mateméatico sobre su efecto en la tasa
de pérdida de calidad de los alimentos. Por esta razoén, los estudios acelerados se
basan en el modelo de Arrhenius descrito anteriormente en la Ecuacion 3 (Ledezma,
2013)
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El disefio de un estudio de almacenamiento acelerado, requiere de
conocimientos de todas las disciplinas relacionadas con los alimentos. De manera
general, pueden seguirse los siguientes pasos (Valentas, 1997):

1. Evaluar los factores de seguridad microbioldgica del producto en estudio, de
manera que el mismo no presente un riesgo para la salud en caso de utilizar
técnicas sensoriales de evaluacion.

2. Realizar pruebas preliminares y revision bibliografica que fundamente las
condiciones de almacenamiento a utilizar y su durabilidad, asi como las
variables que seran cuantificadas u observadas y su limite de aceptabilidad.

3. Seleccionar el empaque del producto. Productos procesados térmicamente,
congelados y acidificados pueden ser almacenados en el empaque actual del
producto, mientas que productos secos deben ser almacenados en envases
sellados bajo condiciones especificas de humedad y Aw.

4. Definir las temperaturas de almacenamiento, donde se deben tomar en

consideracioén las condiciones del Cuadro Ill.

Cuadro lll. Temperaturas de almacenamiento recomendadas para estudios de vida
uatil acelerados, segun el producto (adaptado de Kopper, 1994; Valentas, 1997,
Robertson, 2010).

Temperatura de Temperatura control
Productos .
almacenamiento (°C) (°C)
Deshidratados 25, 30, 35, 40, 45 -18
Enlatados o procesados
. 25, 30, 35, 40 5
térmicamente
Refrigerados -2,0,4,8,10,15 -20
Congelados -5, -10, -15 -40

5. Para cada temperatura de almacenamiento, calcular la durabilidad del

estudio segun valores de Qio reportados y/o pruebas preliminares. Para
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productos donde los valores de Q1o Se desconocen, se recomiendan minimo

tres temperaturas de almacenamiento.

6. Definir la frecuencia de muestreo para cada temperatura, la cual va a
depender de la temperatura de almacenamiento y viene dada por la Ecuacion
6.

AT
f2 = f1% Q1010 (Ecuacion 6)

Donde, f1 = frecuencia a la temperatura alta T1, f2 = frecuencia a la temperatura
baja T2y AT = T1-T2.

Al calcular la frecuencia, se debe tomar en cuenta que se requieren minimo 6 puntos
de muestreo para disminuir errores estadisticos; en cuyo caso de tener menos de 6

puntos, el nivel de confianza estadistica se ve reducido significativamente.

7. Realizar el analisis de los datos, mediante la construccion del grafico del
Pseudo ploteo de Arrhenius. Este consiste en graficar el logaritmo de la vida
uatil determinada a cada temperatura de almacenamiento con respecto a la
temperatura y el valor Q10 se obtiene de la pendiente, como se observa en
la Figura 2. Asi mismo, se pueden realizar regresiones lineales para cada
variable en estudio en funcion del tiempo, de manera que se evalle su
estabilidad. A partir de estas regresiones, suele determinarse la variable
critica del deterioro, siendo ésta la que presente cambios significativos en el

tiempo y por ende arroje el menor tiempo de vida util.
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m = log (Q10)/ 10

Log Vu

T T T T T

Temperatura (°C)

Figura 2. Pseudo ploteo del modelo de Arrhenius.

8. Extrapolar los tiempos de vida util a la temperatura de interés para el

producto, haciendo uso del gréfico del Pseudo ploteo de Arrhenius.

Durante el estudio, la medicion o cuantificacion de variables de interés puede
realizarse mediante métodos instrumentales o sensoriales. Comunmente se realiza
mediante evaluacién sensorial, ya que las caracteristicas sensoriales del producto
son las variables que determinan la aceptabilidad por parte del consumidor y
permiten observar la preferencia, aceptacion y el grado de satisfaccion de los
consumidores. Estos resultados se vuelven alin mas utiles cuando se acompafian
de mediciones instrumentales y cuando se logra encontrar una correlacion de los
datos (Sanchez & Pérez, 2016).

Las técnicas de evaluacion sensorial, para la determinacion de la vida util de
un producto, incluyen panelistas entrenados o con experiencia, analisis descriptivos,
ademas de pruebas de aceptaciéon con consumidores regulares del producto en
evaluacion empleando escalas hedonicas. Para estas Ultimas se recomienda
reclutar al menos 100 consumidores (Hough & Fiszman, 2005; Azofeifa, 2016).

En dichas técnicas suele utilizarse el método de analisis estadistico de
supervivencia. El uso de este método para estudiar la vida util consiste en enfocar
la estimacion de la vida util en el rechazo del producto por los consumidores. Se

utiliza la funcion de rechazo F(t), definida como la probabilidad de que un
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consumidor rechace un producto almacenado antes del tiempo t. El riesgo no se
enfoca sobre el deterioro del producto, sino sobre el rechazo del consumidor hacia
el producto. Se debe tener en cuenta que el momento en que un consumidor
rechaza el producto depende de los tiempos de almacenamiento en que éste prueba
el producto, sin embargo, el tiempo t hasta que se produce el rechazo no se observa
con exactitud, dando lugar a los llamados tiempos censurados (Sanchez & Pérez,
2016). En la Figura 3, se observa un ejemplo del método de analisis de
supervivencia (Hough & Fiszman, 2005; Azofeifa, 2016).
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Figura 3. Porcentaje de rechazo en funcién del tiempo de almacenamiento

utilizando analisis estadistico de supervivencia.

Asi mismo, puede utilizarse la metodologia de punto de corte, la cual consiste
en la correlacién de dos variables que van a limitar la vida atil de un producto. Para
ello, generalmente se utilizan jueces entrenados, los cuales se encargan de evaluar
de forma analitica las variables de deterioro de interés, mientras que, un panel de
consumidores evalla la aceptabilidad del producto y permite entonces conocer cual
es el valor de dichas caracteristicas que limita la vida util (Hough & Fiszman, 2005).

Ademas, se debe fijar un limite de aceptabilidad, el cual de acuerdo con Hough
(2010), es elegido por el investigador de forma arbitraria de acuerdo con la escala
empleada, o bien corresponde a calificaciones por debajo del punto medio de la
escala (Valentas, 1997). Dicho limite de aceptabilidad se utiliza entonces para

interceptar la recta de correlacion y con ello determinar el punto de corte de las
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variables de interés. En la Figura 4, se observa un ejemplo de la metodologia
descrita (Hough, 2010; Azofeifa, 2016).

Aceptacién
(Panel consumidores)

0 20 40 60 80 100
Intensidad de la caracteristica evaluada
(Panel entrenado)

Figura 4. Gréfico para la determinacion del punto de corte.

3.3.3 Vida util de laleche

La vida util de la leche pasteurizada se encuentra estrechamente relacionada
con la calidad de la leche cruda utilizada, asi como es dependiente de las
condiciones de procesamiento, las cuales deben ser 6ptimas desde el punto de vista
higiénico y técnico. La leche pasteurizada por métodos tradicionales presenta una
vida util de 5 a 7 dias bajo condiciones de refrigeracién o bien de 7-28 dias cuando
se aplica pasteurizacion HTST. Por otra parte, la vida atil de la leche UHT se
extiende, al ser un producto con esterilidad comercial (Barrera, 2012). En el Cuadro
IV, se presenta la vida util de diferentes leches UHT a temperatura ambiente.



33

Cuadro IV. Vida util (meses) de diferentes leches comerciales UHT a temperatura

ambiente.

Leche UHT comercial Vida Gtil (meses)?!
Entera 3,5 % grasa (1 L) 8
Entera 3,5 % grasa (450 y 750 mL)

Descremada 0 % grasa (250 mLy 1 L)

Semidescremada 2 % grasa (1 L)

3
8
Semidescremada 1 % grasa (1 L) 8
8
6

Deslactosada 3% grasa (1 L)

1SOP, 2018.
3.3.3.1 Factores que afectan la vida util de la leche UHT
e Calidad de la leche cruda inicial

La calidad de la leche cruda inicial se considera uno de los factores mas
determinantes de la vida util de la misma. Esta se expresa como la cantidad de
bacterias por mililitro de leche y va a determinar las condiciones necesarias de
procesamiento. Los tratamientos térmicos se encuentran disefiados para reducir la
carga microbiana a un nivel aceptable en términos de inocuidad. Sin embargo, si la
calidad de la materia prima es mala, repercute en la eficiencia del tratamiento
térmico y por ende en la vida util de la leche (Barrera, 2012).

Ademas, el recuento de células soméaticas también es tomado en cuenta por
las industrias lecheras como un indicador de calidad higiénica ya refleja el estado
de salud de la ubre del animal. La influencia del recuento de células somaticas en
la leche cruda sobre la calidad de la leche fluida pasteurizada es causada por el
aumento de niveles de proteasas y lipasas termoestables originarias de la vaca con

altos recuentos de células somaticas (Barrera, 2012).

e Actividad enzimatica residual y termorresistencia

La actividad enzimatica residual se debe a la presencia de proteasas y lipasas

de origen tanto enddgeno como exogeno. Algunos autores han descrito la
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termorresistencia de las proteasas nativas de la leche; por ejemplo, la
termorresistencia de la plasmina y especialmente su precursor que es el
plasmindgeno. Por otra parte, el componente exdgeno lo conforman enzimas tales
como proteasas Y lipasas, secretadas por bacterias psicotropicas. Estas bacterias
se ven favorecidas en su desarrollo por las condiciones de almacenamiento
refrigerado previo a los tratamientos térmicos de alta temperatura en la industria.
Las proteasas y lipasas de origen bacteriano presentan una marcada
termorresistencia frente a tratamientos térmicos a temperaturas elevadas y pueden
deteriorar finalmente el producto, manifestandose en olores y sabores
desagradables, producto de la hidrdlisis de la materia grasa, y pérdida de textura

(apariencia mucilaginosa) producto de la accién proteolitica (Simpson et al. 2000).

opH

Los valores normales de pH de la leche son 6,5 — 6,7; dentro de dicho rango
la leche es bastante estable en los procesos de elaboracion. Sin embargo, la
disminucion del pH a raiz del deterioro microbiol6gico o debido a la formacion de
acidos organicos por degradacion de la lactosa, asi como por desfosforilacion de la
caseina, facilitan la agrupacién de los glébulos de grasa y de las micelas de caseina,
perjudicando su vida util, al ocasionar cambios sensoriales que pueden ser

detectados por los consumidores (Huamani, 2012).

e Latemperatura de almacenamiento y distribucion

La temperatura de almacenamiento y distribucién de la leche juegan un papel
determinante en su vida Gtil. Ha sido demostrado que un aumento de 5 °C podria
disminuir hasta la mitad la vida util de un producto. La relacion de la temperatura y
la vida uatil fue detallada en la seccion 3, mediante el valor de Q1o y el modelo
matematico propuesto por Arrhenius. A pesar de gque los alimentos obtenidos por
sistemas asépticos, como es el caso de la leche UHT, son estables a temperatura
ambiente, su almacenamiento en ambientes frescos o refrigerados, fuera de la

exposicion solar, se consideran una buena opcion para alargar la vida util de estos
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productos. Autores sugieren, por tanto, que 18 °C sea considerado como la
temperatura maxima de almacenamiento de la leche UHT, sin embargo, en paises
tropicales, el producto comercializado llega a temperaturas superiores al valor

mencionado (Huamani, 2012).

e Barrera del envase al oxigeno y la luz

El tamafio y formato del envase del producto interfieren en su vida util y
estabilidad. A medida que el tamafio del envase aumenta, la relacién area/volumen
disminuye y por ende mas protector se torna el envase. Asi mismo, envases con
barreras fuertes frente a la luz y a la permeabilidad del oxigeno, protegen al producto

frente a cambios oxidativos (Huamani, 2012).

3.3.3.2 Modificaciones fisicoquimicas y sensoriales de la leche UHT durante

el almacenamiento

Problemas tales como separacion de la grasa, la desnaturalizacion de
proteinas junto a la gelificacion, pérdida de nutrientes, pardeamiento y aparicion de
sabores desagradables son los principales defectos de la leche UHT causados por
almacenamiento por un tiempo prolongado. La mayoria de estos efectos surgen a
raiz del tratamiento térmico y se potencian durante la vida en anaquel de la leche
(Becerra, 2014).

De los defectos mencionados, los relacionados a la aceptacion sensorial se
consideran como los factores limitantes de la vida util de la leche. Dentro de éstos
se encuentra la aparicion de sabores ajenos, donde el sabor a cocido es el mas
caracteristico de leches tratadas térmicamente. En los primeros meses de vida en
anaquel este sabor se percibe, sin embargo, durante el almacenamiento prolongado
la intensidad de este sabor se ve reducida y otros sabores se tornan evidentes.

Después del almacenamiento prolongado, el sabor “rancio” producto de
reacciones de oxidacion de la grasa aparece y limita la aceptacion del producto, asi

mismo se percibe el sabor “amargo” relacionado con la desnaturalizacion de las
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proteinas. Ambos sabores se encuentran también asociados a la presencia de
proteasas y lipasas termorresistentes (Huamani, 2012).

En leches descremadas, el sabor rancio no es un factor limitante, ya que, al
disminuir el contenido de materia grasa, las reacciones oxidativas se ven opacadas.
Por otra parte, en leches deslactosadas se han descrito sabores dulces/
caramelizados que se potencian durante el almacenamiento. En estas leches, a raiz
de la hidrodlisis de la lactosa y de su participacion en la reaccion de Maillard, se han
descrito tonalidades oscuras, producto del pardeamiento, que limitan la vida en
anaquel (Becerra, 2014).

Varios autores han estudiado las caracteristicas sensoriales de la leche UHT
durante su vida util. Chapman y colaboradores (2001) desarrollaron términos
descriptivos sensoriales para leche UHT durante almacenamiento y se describieron
principalmente como “aroma a cocido” y “sabor a cocido”. Asi mismo, Clare y
colaboradores (2005) utilizaron “sabor a cocido / caramelizado”, “dulce aromatico”,
“graso / rancio”, “sabor dulce”, “sabor amargo” e “intensidad de color’ para
diferenciar leches UHT por tratamiento indirecto y microondas.

Por otra parte, la desnaturalizacion de las proteinas se ha asociado al
desarrollo de “off-flavours”, gelatinizacién, aumento de viscosidad, formacion de
sedimento, pérdida de valor nutricional y oscurecimiento durante el almacenamiento
de leches UHT. Dichos cambios asociados a la protedlisis pueden ser monitoreadas
en las etapas de almacenamiento por la liberacién de glicomacropéptido (GMP),
como indicador de indice proteolitico, asi como por la evaluacion de la viscosidad y
la sedimentacion de la leche. Las caracteristicas de viscosidad y consistencia son
criticas, al determinar la aceptacion o no por parte del consumidor, mientras que la
sedimentacién o agregacion de las proteinas se va a ver favorecida por la
disminucion leve del pH, aumentando considerablemente cuando el pH disminuye
de 6,6 (Huamani, 2012).

Estos cambios generan modificaciones en la apariencia de la leche, en su
sabor y de textura. La textura es caracterizada por cambios de viscosidad en la
leche, conduciendo en algunos casos a la formacion de gel y/o a la precipitacion o

agregacion. Ademas, las proteinas participan en la reaccion de Maillard durante el
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almacenamiento, ocasionando el subsecuente oscurecimiento de la leche,

afectando la aceptacion general del producto (Huamani, 2012).

3.4 Oferta en el mercado: bebidas altas en proteina

En la actualidad, la salud es una de las principales razones que determinan la
eleccion de los alimentos por parte de los consumidores conscientes de los efectos
potenciales de la dieta sobre la prevencidon de enfermedades y bienestar (Bogue &
Ritson, 2000). Segun Zegler (2018), las tendencias de consumo de alimentos y
bebidas en el 2018, reforzaran la necesidad de contar con una variedad de
alimentos que aporten a los consumidores soluciones positivas y flexibles de salud
y bienestar.

Esto crea oportunidades de mercado para una variedad de formulaciones,
formatos y tamafos de alimentos y bebidas que brinden a los consumidores
beneficios emocionales, fisicos y nutricionales. Ademas, existe un interés creciente
por parte de los consumidores por los alimentos ricos en proteinas, por lo que el
desarrollo de productos con proteina de alto valor biol6gico toma mayor importancia
en el mercado (Zegler, 2018).

El IFT (Institute of Food Technology) resalta que especialmente los
consumidores entre los 18 y 35 afios y por encima de los 65 afios, son los
consumidores mas conscientes en la basqueda de alimentos con altas fuentes de
proteina (Martinez, 2016). Adicionalmente, las tendencias de alimentacion y
bebidas del 2017 (Mintel, 2017), establecen que los consumidores actuales buscan
alimentos que ofrezcan salud y bienestar, de manera que se emplean en la
busqueda de alimentos con alto contenido de proteina y bajo contenido calérico.

Lo anterior se ve reflejado en los datos consultados de Innova Market Insights,
donde se establece que el 3% de los nuevos lanzamientos de alimentos y bebidas
a nivel mundial (el 6% en Estados Unidos) en el 2017, se comercializaron bajo el
claim "alto contenido de proteinas” o posicionandose como "fuente de proteinas”
(Martinez, 2016).

La leche de vaca proporciona una gran cantidad de proteinas facilmente

digeribles y de alto valor biolégico, ya que aportan los aminoacidos, incluidos los
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esenciales, para cubrir los requerimientos humanos. Por la razén anterior, los
concentrados de proteina de leche (Milk Protein Concentrate; MPC por sus siglas
en inglés) y los concentrados de proteina de suero de leche (Whey Protein
Concentrate; WPC por sus siglas en inglés) han sido ampliamente utilizados para el
desarrollo de productos altos en proteina (Fernandez et al. 2015). En el Cuadro V
se detallan algunas bebidas altas en proteina que se ofrecen en el mercado

latinoamericano.

Cuadro V. Descripcidon de bebidas altas en proteina del mercado.

Producto

Imagen del
producto

Descripcion

Ensure
High
Protein

(Ensure

High Protein
tritior: shei

nu

Bebida lactea con sabores fresa, vainilla y
chocolate a base de concentrado de
proteina de leche y otros ingredientes. Se
declara como producto alto en proteina al
contener 16 gramos de proteina por porcion
de 235 mL.

Leche LALA
100

Aporta 70% mas de proteinas naturales de
la leche, asi como 30% mas de calcio. Tres
versiones del producto, incluyendo
versiones descremadas y sin lactosa.

Muscle Milk

MILK:
4]

NONDAIRY ~ |
PROTEIN SHAKE

Bebida alta en proteina, aportando 40
gramos por porcion de 414 mL. Sabores
vainilla, cookies and cream, chocolate y

banano. Contiene proteinas de suero lacteo
y otros ingredientes.
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GNC Lean
Shake

Nesquik
Protein Plus

Bebida a base de concentrado de proteinas
de leche y de suero de leche. Aporta 25
gramos de proteinas por porcion de 414 mL,
ademas de 8 gramos de fibra. Presentacion
en diferentes sabores.

mﬁ%’“ N9§"'K
\\“\E\\\

Bebida lactea a base de leche, concentrado
de proteinas de leche y otros ingredientes.
Aporta 23 gramos de proteina por porcion

de 414 mL, con sabores a vainilla 'y
chocolate.

Arla Milk
Drink

- PROTEIN
Lo

3P

Bebida lactea a base de leche y
concentrado de proteinas de suero de leche.
Aporta 5,5 gramos de proteina por porcion
de 100 mL. Presentacion en diferentes
sabores.

UFit

Producto elaborado a base de concentrado
de proteina de leche y otros ingredientes.
Aporta 22 gramos de proteina por porcion

de 310 mL.

Falrlife Milk

Leche ultrafiltrada alta en proteina,
aportando 13 gramos de proteina por
porcién de 250 mL. Diferentes sabores y
presentacion, incluyendo descremada y libre
de lactosa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacién del proyecto

El proyecto se llevé a cabo en las instalaciones del Centro Nacional de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos (CITA) y la Escuela de Tecnologia de Alimentos (ETA),
Campus Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica, ubicadas en San Pedro de
Montes de Oca. Los analisis fisicoquimicos y sensoriales se realizaron en los
Laboratorios de Quimica y Analisis Sensorial de la ETA y del CITA.

Ademas, se hizo uso de las instalaciones de la empresa solicitante en donde
se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica, las pruebas a nivel piloto y la produccién
industrial. Los analisis fisicoquimicos (humedad, proteina, grasa, lactosa, calcio y

acidez) se realizaron en el Laboratorio de Quimica de la empresa.

4.2 Materia prima

La materia prima para la realizacion del proyecto fue financiada y suministrada
por la empresa que financio el proyecto. La materia prima suministrada consistio en
el retenido de la operacién de ultrafiltracion de leche descremada y pasteurizada,
ajustado a un 50% mas de proteina respecto al contenido promedio de proteina en
leche. A la materia prima se le realiz6, como analisis microbioldgico de rutina, un
recuento total por medio de la técnica de campo visual y un conteo de células

somaticas.

4.3 Definicién del prototipo de producto a elaborar
La definicion del prototipo a elaborar dependi6 de la caracterizaciéon
fisicoquimica del retenido, los requisitos de la empresa y la revision bibliogréafica en

relacion a productos del mercado y normativa vigente.

4.3.1 Caracterizacion fisicoquimica

Para la definicion del prototipo a elaborar, se realiz6 una caracterizacion
fisicoquimica del retenido de la operacion de ultrafiltracion de leche, descremada y

pasteurizada, ajustado a 50 % mas de proteina en comparacion con el valor



41

promedio de proteina en leche. Se trabajaron tres lotes de materia prima, a los
cuales se les realiz6 un analisis proximal en el cual se determinaron los siguientes
parametros:

- Contenido de humedad (%)

- Contenido de proteina (%)

- Contenido de grasa (%)

- Contenido de lactosa (%)

- Contenido de minerales (calcio; mg)

Ademas del analisis proximal, se determinaron las siguientes propiedades
fisicoquimicas:

- Acidez

- Color (parametros L*, a* y b*)

- pH

La metodologia utilizada para cada analisis se muestra en el apartado 4.6
Métodos de Andlisis. Para cada parametro en estudio, se tomaron tres muestras
por lote y se procedid a realizar la determinacion. Posteriormente, se calcul6 la
media de la determinacién con su respectivo intervalo de confianza.

A continuacion, se presenta un esquema de la metodologia descrita.

X3 % Humedad —
% Proteina
% Grasa

% Lactosa

Lote 1

Lote 2 | X3 | % Cenizas = = Resultado * Intervalo Confianza
Minerales (calcio; mg)

-Acidez
X3 -pH
> _Color (L*, a*, b*) _J

Lote 3

Figura 5. Esquema de la metodologia descrita para la caracterizacion

fisicoquimica de la materia prima.
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4.3.2 Requisitos de la empresa
Los requisitos definidos por parte de la empresa para la definicion del prototipo
a desarrollar fueron los siguientes:
- Tipo de producto: Bebida lactea
- Caracteristicas del producto: Estable a temperatura ambiente (UHT)
- Valor nutricional del producto:
o 50% mas de proteina con respecto al contenido promedio de
proteina en leche
o Descremado

o Deslactosado

Con los resultados anteriores, se procedi6 a definir la formulacidn del prototipo
de producto a elaborar. Ademas, a partir de la revision bibliografica sobre productos
similares en el mercado y la consulta a la normativa vigente respecto a productos
lacteos, se procedidé a especificar el prototipo elaborado: la composicidén tedrica
nutricional, caracteristicas fisicas y sensoriales esperadas, clasificacion o definicién
segun la normativa y a la verificacion y aprobacion por parte de la empresa.

Por limitaciones de insumos por parte de la empresa que financioé el proyecto,
el prototipo elaborado para las pruebas piloto no fue deslactosado, sin embargo,

este requisito si se cumplié para el prototipo elaborado en la produccién industrial.

4.4 Evaluacion del efecto del tratamiento térmico UHT sobre las

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del prototipo elaborado

4.4.1 Descripcion del proceso

Una vez definido el prototipo, se procedié a elaborar el mismo y realizar la
evaluacion del efecto del tratamiento térmico UHT sobre sus caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales. Para ello, se realizaron pruebas a nivel piloto, para tres
lotes de prototipo (retenido descremado y pasteurizado, ajustado a 4,8 % proteina),
de manera que se obtuvieron muestras control (sin tratamiento UHT; Unicamente

fueron sometidas a pasteurizacion tradicional por lote a 63 °C por 30 minutos) y
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muestras procesadas (muestras UHT), a las cuales se les realizé la determinacion

de color, acidez, pH y variables sensoriales, por triplicado.

Para las pruebas piloto, se hizo uso del equipo UHT/HTST de la planta piloto
de la empresa solicitante. Las condiciones de temperatura y tiempo de retencion del

tratamiento térmico aplicado se muestran en el Cuadro VI.

Cuadro VI. Condiciones del tratamiento térmico UHT aplicado*.

Tiempo (S) Temperatura (°C)
Tubo de Precalentador Calentador Retencion Enfriamiento
Retencion
3 90 140 140 28

*Seleccionadas tomando como referencia el procedimiento de manufactura (SOP) para leche
descremada de la empresa (SOP, 2018).

A modo de resumen, se presenta un esquema de la metodologia descrita

Lote 1

anteriormente.

Control (muestras
pasteurizadas (63°C x
30min))
Tratamiento térmico (UHT, |
140°C, 3s) v v v
|c1 ‘ ‘Cz ‘ ‘c3 |
l l I |
1.1 1.2 1.3
L J
i
Color -
Acidez
pH
Sensorial

Figura 6. Esquema de la metodologia descrita para la evaluacién del efecto del
tratamiento térmico sobre las propiedades sensoriales y fisicoquimicas del

prototipo* (*se aplicé la misma metodologia para los tres lotes).
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4.4.2 Medicion de variables respuesta

Las variables respuesta color, acidez y pH fueron determinadas segun la
metodologia descrita en el apartado 4.6 Métodos de Analisis, para las muestras
control y las muestras tratadas por UHT, por triplicado para cada lote de produccion.

Para la evaluacion sensorial, inicialmente se realizé un panel informal
preliminar conformado por el comité asesor del proyecto, donde se evaluaron una
serie de atributos sensoriales desarrollados por Richards y colaboradores (2014) en
un analisis descriptivo de leche UHT. El panel informal seleccioné los atributos
presentados a continuacion en el Cuadro VII, los cuales caracterizaban al producto
y se encontraban relacionados a las modificaciones que experimenta la leche al
someterse a tratamientos térmicos, tal y como se amplioé en la seccion 3.2.2. Los
descriptores seleccionados eran dificiles de diferenciar entre las muestras
obtenidas, por lo que se decidi6 realizar la evaluacion sensorial a través de una

prueba de discriminacion 2-AFC.

Cuadro VII. Atributos sensoriales evaluados en el prototipo elaborado mediante

pruebas de discriminacion 2-AFC (adaptados de Richards et al. 2014).

Atributo Descripcion

_ Intensidad de aroma a leche hervida, asociados
Aroma a cocido o
con la exposicion de la leche al calor

Sabor asociado a sustancias dulces, como por
Sabor dulce _ )
ejemplo el azucar

_ Intensidad de sabor a leche hervida, asociados con
Sabor a cocido o
la exposicion de la leche al calor

Sabor asociado a sustancias dulces, como por
Sabor residual dulce ejemplo el azucar, que permanece en la boca

después de tragar

Coloraciones asociadas al pardeamiento,
Color pardo )
coloraciones marrones y/o oscuras
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El panel de discriminacion estuvo conformado por 40 panelistas no entrenados
consumidores de leche; tomando en cuenta una potencia de 95 %, un d'=1 y un
a=0,05 (Ennis & Jesionka, 1993). El valor de d” hace referencia a la distancia entre
las medias de dos distribuciones en términos de desviaciones estandar, donde a
mayor diferencia percibida entre dos muestras, mayor el valor de d’. Segun lo
anterior, se recomiendan valores cercanos a la unidad para aplicar pruebas
sensoriales de discriminacion, de manera que la diferencia entre las muestras sea
confundible (Olivas et al. 2009).

Las muestras se colocaron en bandejas, en parejas (una correspondiente a la
muestra pasteurizada sin UHT y otra correspondiente a la muestra tratada por UHT),
ademas de un primer, el cual presentaba gran intensidad del atributo descrito. Las
mismas fueron rotuladas empleando un cdodigo numeral de tres digitos,
aleatorizando la numeracion y el orden de presentacion.

Se le solicitdé al panelista firmar el “acuerdo de participacion de pruebas
sensoriales con consumidores” (Anexo 1), probar las muestras de izquierda a
derecha en el orden presentado e indicar en la pantalla, la muestra que presentaba
mayor intensidad del atributo descrito (Anexo 2).

Debido a que los resultados arrojaron diferencias significativas, posteriormente
se realiz6 un panel de agrado general con consumidores. El panel se conformé por
100 panelistas no entrenados, consumidores de leche. Los mismos evaluaron
ambas muestras presentadas en el panel de discriminacién, asi como dos muestras
comerciales: leche UHT 0% grasa y leche UHT entera 3% grasa.

De igual manera se solicité al panelista firmar el “acuerdo de participacion de
pruebas sensoriales con consumidores” (Anexo 1) y proceder con la evaluacion.
Para la evaluacion se utiliz6 una escala lineal hibrida de 10 puntos, donde el
extremo 0 se encontraba rotulado con la afirmacion “me disgusta extremadamente”,
el valor medio con “ni me disgusta ni me gusta” y el extremo 10 con “me gusta
extremadamente”. Los panelistas marcaron su agrado general, seleccionando en la

pantalla la seccién de la escala que consideraban apropiada (Anexo 3).
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4.4.3 Analisis de datos

Para analizar los resultados obtenidos de las variables fisicoquimicas (color,
acidez y pH), se aplicé un analisis de varianza (ANDEVA), utilizando un disefio
experimental de bloques completos unifactorial, para determinar si existi6 cambio
significativo en las variables respuestas al aplicar un tratamiento térmico, con un
nivel de confianza del 95 %. El factor correspondio al tratamiento térmico, donde se
tienen dos niveles: con tratamiento térmico por UHT y sin tratamiento térmico UHT
(Unicamente pasteurizado por pasteurizacion tradicional a 63°C por 30 minutos),
mientras que el factor bloque correspondio al lote de materia prima.

Los datos recopilados en la prueba sensorial de discriminacién se analizaron
con un analisis binomial de una cola, con a=0,05, utilizando las tablas desarrolladas
por Ennis y colaboradores (2014), de manera que, si el nimero de aciertos
obtenidos en la prueba aplicada supera al nimero minimo de aciertos establecido
en las tablas, existe diferencia significativa entre los atributos sensoriales evaluados
para las muestras.

Para los resultados de la prueba sensorial de agrado general, se determiné si
existe diferencia significativa entre el nivel de agrado de las muestras presentadas
mediante un ANDEVA, con un 95 % de confianza y una comparacion de medias
Fisher LSD.

Ademas, se realiz6 un analisis de conglomerados (clusters) para dividir en
segmentos a los consumidores de acuerdo con el nivel de agrado. Para la validacion
de los clusters se realiz6 un ANDEVA, con un 95 % de confianza, con los grupos
obtenidos, asi como una comparacion de medias por el método no jerarquico Means
LSD.

Para todos los andlisis estadisticos mencionados se utiliz6 el paquete
estadistico XLSTAT 2018.
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4.5 Evaluacion de la estabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales del prototipo elaborado en la produccion industrial durante el

almacenamiento

Se realiz6 una produccion industrial con el fin de obtener el prototipo final
envasado asépticamente para evaluar la estabilidad de sus caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales durante el almacenamiento, mediante un estudio
exploratorio. Previo a la prueba industrial, se desarroll6 una ficha técnica del
prototipo elaborado (Anexo 4), indicando los parametros fisicoquimicos vy
sensoriales del mismo, de manera que la misma funcionara como una hoja de
evaluacion para verificar que se obtuvo un producto adecuado en la prueba

industrial.

En la prueba industrial se proceso6 un unico lote de producto de 20 000 litros,
por limitaciones de la empresa en relacion a programar tres producciones dentro de
su cronograma y por los elevados costos de produccién. El prototipo obtenido en la
produccion industrial cont6 con todos los requisitos establecidos por la empresa, es
decir, presentd esterilidad comercial al ser tratado térmicamente por UHT,
acompafado de envasado aséptico, y ademas fue deslactosado. El deslactosado
se realizé mediante la adicién de la enzima lactasa y posteriormente las muestras
se incubaron por un periodo de 24 horas para la hidrélisis de la lactosa, segun las

condiciones con las cuales opera la empresa.

Posteriormente a la prueba industrial, el prototipo final obtenido fue
almacenado a una temperatura de 37°C, por ser una temperatura intermedia
comunmente utilizada en estudios de almacenamiento acelerados y recomendada
para alimentos tratados térmicamente, y a 5 °C como temperatura control
(Robertson, 2010).

A lo largo del periodo de almacenamiento, se realizaron 7 muestreos, ya que
siempre se debe seleccionar un minimo de seis tiempos de muestreo o de lo
contrario la confianza en la determinacion de la vida util disminuye (Hough &

Fiszman, 2005). En cada muestreo se determind el color y pH del prototipo y se
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realiz6 una evaluacién sensorial mediante un panel entrenado y al final del
almacenamiento, mediante un panel con consumidores. El tiempo de
almacenamiento, asi como la frecuencia de muestreo del estudio se presentan a

continuacion en el Cuadro VIII.

Cuadro VIII. Frecuencia de muestreo, temperatura y tiempo total de
almacenamiento para la evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas y

sensoriales del prototipo.

_ Tiempo total de
Temperatura de Frecuencia de muestreo .
. ] almacenamiento
almacenamiento (°C) (dias) ]
(dias)
37 0, 26, 33, 47, 61, 70, 81 81

El tiempo de almacenamiento fue calculado utilizando la Ecuacion 5, con un
valor de Q1o de 2,5, el cual representa un promedio de los valores reportados en la
literatura para leche UHT descremada (Richards et al. 2014). Se utiliz6 como
referencia la vida util de la leche UHT descremada y deslactosada que se ofrece en
el mercado nacional, la cual corresponde a 6 meses, a una temperatura de 25°C.
Ademas, se aplico un factor de seguridad de 20 dias para el estudio, segun la
experiencia del comité asesor en temas relacionados con estudios de

almacenamiento.

A continuacion, se presenta un esquema de la metodologia descrita para la
evaluacion de la estabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del

prototipo durante el almacenamiento.
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Lote 1
Almacenamiento
(37°C)

Control (5°C) *

—» | Muestra 1 (t1)

—» | Muestra 2 (t2)

—» | Muestra 3 (t3)

— | Muestra 4 (t4) | Ver frecuencia
muestreo Cuadro VI

—» | Muestra 5 (t5)

—» | Muestra 6 (t6)

—» | Muestra 7 (t7)

!

Color
pH
Sensorial

Figura 7. Esquema de la metodologia descrita para la evaluacion de la estabilidad
de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del prototipo (*se tomé una

muestra del control en cada muestreo).

4.5.1 Medicién de variables respuesta

4.5.1.1 Variables fisicoquimicas

La medicion de las variables fisicoquimicas de pH y color se realizé segun la
metodologia que se describe en el apartado 4.6 Métodos de Analisis.

4.5.1.2 Evaluacion sensorial: panel entrenado

Para la evaluacién sensorial, se utilizd el panel entrenado del CITA, el cual fue
conformado por 15 panelistas, cumpliendo con el numero de panelistas

recomendados para paneles sensoriales empleando jueces entrenados segun
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Sancho y colaboradores (1999; citado por Pabon 2015), quien indica un minimo de
8 y un maximo de 15.

Previo a los muestreos, se realizaron dos sesiones grupales con el panel
entrenado, con el objetivo de realizar un refrescamiento, definir los descriptores a
evaluar, asi como familiarizarse con la escala a utilizar y con el producto. En estas
sesiones, se evaluaron muestras almacenadas por 22 dias a 37 °C y 45 °C, de
manera que se pudiera observar algun grado de deterioro y con ello definir los
descriptores. Se utiliz6 como base de analisis los descriptores generados por
Richards y colaboradores (2014), dandole énfasis a los descriptores asociados a
cambios que experimenta la leche durante su almacenamiento, segun se detallé en
la seccion 3.3.3.

En el Cuadro IX se presentan los descriptores generados en las sesiones

preliminares por el panel entrenado con su respectiva definicion.

Cuadro IX. Descriptores generados por el panel entrenado para la evaluacion

sensorial del prototipo durante el almacenamiento.

Descriptor Definicion

Intensidad de la tonalidad de la leche asociada al color
“‘caramelo claro”; levemente café
Intensidad del olor a leche hervida, con notas dulcetes
como de caramelo, asociadas a la coccién
Intensidad del sabor que recuerda al de la leche hervida,
Sabor a cocido con notas dulcetes como de suave caramelo, asociadas a
la coccion
Sensacion bucal relacionada al espesor/ consistencia de la
leche en la boca al ser ligeramente movida y al tragar;

Color pardo

Aroma a cocido

Recubrimiento

bucal . . .
relacionada con la persistencia de la leche en la boca
Sensacion seca/polvorienta en la boca, como presencia de
Arenosidad grumos y/o particulas en la leche percibidas en la cavidad

bucal

Para la evaluacién sensorial, se presentdé una muestra correspondiente a la

muestra almacenada a 37 °C, ademas de dos muestras frescas (control almacenado
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a 5 °C). Una de las muestras control fue rotulada como “referencia” de manera que
el panelista pudiera recordar las caracteristicas originales que presenta el prototipo,
mientras que las dos muestras restantes fueron rotuladas empleando un codigo
numeral de tres digitos, aleatorizando la numeracién y el orden de presentacion.
La evaluacion sensorial de ambas muestras rotuladas con codigos se realizo
utilizando una escala lineal no estructurada de 10 cm (Anexo 5), donde los
panelistas indicaron en la escala la intensidad percibida segun la descripcion del
atributo, desde poco intenso hasta muy intenso. Los panelistas se ubicaron en
cubiculos individuales, los cuales contaban con la altura apropiada y asientos aptos
para realizar el andlisis. Ademas, el laboratorio de analisis cont6 con adecuada
ventilacion y evacuacién de olores, superficies lisas y limpias, asi como con luz

apropiada.

4.5.1.3 Evaluacion sensorial: panel con consumidores

Ademas de la evaluacion sensorial con panel entrenado, se realizé un panel
de agrado general, el cual fue conformado por 100 consumidores de leche no
entrenados, con el objetivo de evaluar si el agrado varia significativamente durante
el almacenamiento del prototipo.

Para ello, en los tiempos 0, 47, 61 y 81, dos litros de prototipo fueron retirados
del almacenamiento a 37 °C y colocados a la temperatura control de 5 °C. De esta
manera, al final del almacenamiento, se logr6 obtener muestras con diferentes
tiempos de almacenamiento, las cuales fueron evaluadas por los consumidores.
Ademas de estas muestras, se incluy6 en el panel una muestra comercial de leche
descremada y deslactosada UHT.

Se le solicitd al panelista firmar el “acuerdo de participacion de pruebas
sensoriales con consumidores” (Anexo 1) y proceder con la evaluacion. Para la
evaluacion se utilizd una escala lineal hibrida de 10 puntos, donde el extremo 0 se
encontraba rotulado con la afirmacion “me disgusta extremadamente”, el valor

medio con “ni me disgusta ni me gusta’ y el extremo 10 con “me gusta
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extremadamente”. Los panelistas marcaron su agrado general, seleccionando en la

pantalla la seccion de la escala que consideraban apropiada (Anexo 3).

45.2 Andlisis de datos

Finalizado el almacenamiento, se estim6é un modelo de regresién lineal para
cada variable respuesta (fisicoquimica y sensorial), con 95% de confianza, con el
fin de determinar las variables que presentan cambios significativos y asi evaluar la
estabilidad del prototipo durante el almacenamiento.

Para los resultados de la prueba sensorial de agrado general, se determind si
existe diferencia significativa entre el nivel de agrado de las muestras presentadas
mediante un ANDEVA, con un 95 % de confianza y una comparaciéon de medias
Fisher LSD.

Ademas, se realiz6 un analisis de conglomerados (clusters) para dividir en
segmentos a los consumidores de acuerdo con el nivel de agrado. Para la validacion
de los clusters se realiz6 un ANDEVA, con un 95 % de confianza, con los grupos
obtenidos, asi como una comparacion de medias por el método no jerarquico Means
LSD.

Se determind la variable critica de deterioro mediante criterio del comité asesor
y tomando en consideracion la retroalimentacién recibida por parte de los panelistas
entrenados, para la construccién del grafico de punto de corte. Se utilizé como limite
de aceptabilidad el primer promedio de agrado general del panel con consumidores
que presentd diferencia significativa con respecto a los anteriores; con ello se
determind entonces el punto de corte.

Empleando el punto de corte se estimo el tiempo de vida util a 37 °C. Haciendo
uso de la Ecuacion 5 y de un valor de Qio de 2,5 (Richards et al. 2014), se estim6
la vida util preliminar del prototipo a una temperatura de referencia de 25 °C.

Para todos los analisis estadisticos mencionados se utilizé el paguete
estadistico XLSTAT 2018.
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4.6 Métodos de andlisis

4.6.1 Anélisis proximal

Humedad, proteina, grasa, lactosa, cenizas: la determinacion se realizo
utilizando el Milko Scan Foss, segun el método descrito en el documento
3-06-05-05-041 de la empresa solicitante del proyecto, basado en el
método AOAC 972.16 (AOAC, 2005).

Calcio: se realizo la determinacion por valoraciéon con EDTA tetrasodico
utilizando el método rapido de Metrohm H-103 de la empresa solicitante

del proyecto.

4.6.2 Andlisis de acidez

Acidez total: se determind segun el método Titrimétrico para acidez en
leche utilizado por la empresa solicitante del proyecto, basado en el
método AOAC 947.05 (AOAC, 2016).

4.6.3 Color

Se determinaron los parametros L*, a* y b* con escala CIELab, mediante
el colorimetro Hunter Lab Color Flex, empleando una lampara de Xenédn,
con un angulo de observacion de 10° y un angulo de incidencia de 45°,
haciendo uso del Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de
Alimentos. Para las determinaciones de color del objetivo 2 y 3, se calculd
ademas la diferencia total de color (o cambio de color, AE) empleando la

Ecuacion 7.

AE* = \/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? (Ecuacion 7)
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4.6.4 pH

Se determino el pH de las muestras mediante un pHmetro marca Metrohm
Lab, modelo 827. Se calibr6 introduciendo el electrodo en una solucion
buffer de pH 4y pH 7. La medicion de la muestra se realiz6 a temperatura
ambiente, aproximadamente 25 °C (AOAC, 2005). Se hizo uso del
Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Definicién del prototipo de producto a elaborar

5.1.1 Caracterizacion fisicoquimica

Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica del retenido de la operacion de
ultrafiltracion de leche, pasteurizada y descremada (Anexo 6), cuyos resultados se
muestran a continuacion en el Cuadro X. Adema4s, se presenta una comparacion de
los parametros evaluados entre la materia prima en estudio y leche pasteurizada y

descremada.

Cuadro X. Andlisis proximal, pH, acidez y color de la materia prima en estudio y de
leche descremada y pasteurizada.

Retenido de
_ . Leche Valor
Parametro ultrafiltracion de .
o o descremaday establecido en
fisicoguimico | leche descremaday _
_ pasteurizada? RTCR3
pasteurizadal!
Humedad (%) 89,4+0,2 88-90 NA*
Grasa (%) 0,14 + 0,04 0,20 Menor a 1
Proteina (%) 4,99 + 0,05 3,20 Mayor a 3
Lactosa (%) 45+0,1 4,80 NA*
Cenizas (%) 0,80 + 0,02 0,7 0,8
Calcio (mg en
400 £ 12 292 NA*
250 mL)
Color L* 90,8+0,6 91,0 NA*
Color a* -3,6 £0,2 -4,0 NA*
Color b* 11,0+0,2 9,0 NA*
Acidez 0,16 £ 0,01 0,16 0,13-0,17
pH 6,62 + 0,02 6,60 NA*

Valores promedio con su respectivo intervalo de confianza al realizar la determinacion a tres lotes
de materia prima; por triplicado para cada lote. 2SOP, 2018. Reglamento Técnico CR N°33812-401
(RTCR, 2006). *NA: No aplica regulacion.
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Al hacer una comparacion entre ambas, se observan mayores valores de
proteina y calcio en el retenido. Lo anterior es un resultado esperado, ya que la
operacion de ultrafiltracion por membranas es una operacion de concentracion.
Ademas, el resultado obtenido concuerda con un estudio realizado por Chacon
(2006), donde las concentraciones de Ca, P, Fe, Cu y Zn en el retenido se
incrementaron significativamente debido a que dichos minerales se asocian con la
fase coloidal, mientras que las de Ky Na se incrementaron en el permeado.

Por otro lado, las proteinas, al tener un diametro promedio de particula mayor
a 100 nm, quedan retenidas en la superficie de la membrana, de manera que la
ultrafiltracidn sirve entonces para aumentar el porcentaje de proteinas en el retenido
(Chacon, 2006). Gutiérrez (2013) establece que el factor de concentracion o factor
de retencién volumétrica (FRV) en leche puede llegar hasta 5, mientras que en
suero de leche puede llegar a 7. Dicho factor se define como la relacion entre el
volumen total alimentado al sistema y el volumen total de retenido, por lo que se
encuentra directamente relacionado con el rendimiento de la operacion. Un FRV
bajo implica mayor volumen de retenido, lo que es deseado en este caso. Al utilizar
un factor de concentracion de 4, se han logrado obtener concentraciones de
proteina que varian entre 5-13 % en leche fluida (Chacon, 2006), concordando con
el resultado obtenido en el presente proyecto.

Se observa una leve disminucion en el contenido de grasa y lactosa, respecto
a la leche comercial. La grasa suele ser considerada una problemética en la
ultrafiltracién, especialmente cuando la leche tiene un contenido alto de la misma.
Este problema suele controlarse con la operacion descremado y en forma parcial
con el homogenizado; razon por la cual la materia prima en estudio fue descremada.
La grasa puede quedar atrapada en el colmatado de proteina que se forma en la
membrana, asi como en los poros de la misma y a su vez esta asociada con una
retencion de lactosa en dicha capa (Chacén, 2006). Los factores anteriores pueden
estar asociados a la disminucion del contenido de estos compuestos en el retenido.

Respecto al color de la leche, se observan variaciones mayores en el
parametro b*, el cual indica el &ngulo hue (tono) en una escala de azul (-b) a amarillo

(+b) (Alvarez, 2012). Al obtenerse valores mas positivos en este parametro para el
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retenido, implica coloraciones mas amarillas en esta materia prima. Ademas,
respecto al parametro a*, el cual indica el angulo hue (tono) en una escala de verde
(-a) a rojo (+a) (Alvarez, 2012), no se observan cambios considerables entre las
materias primas evaluadas, sin embargo, el valor mas positivo en el retenido indica
coloraciones menos verdosas.

Juaréz y colaboradores (2015) determinaron el color de diferentes leches
comerciales, donde las mayores variaciones se presentaron en la tonalidad amarilla,
resultado que concuerda con el obtenido. Asi mismo definen que el color de la leche
esta asociado a caracteristicas propias del animal de la que procede, sin embargo,
su mayor alteracion se debe a cambios en las propiedades fisicoquimicas que
experimenta durante su procesamiento.

En este caso en particular, operaciones de procesamiento como la
pasteurizacion, estarian afectando la coloracion de la materia prima propiamente
debido al inicio de la reaccién de Maillard, producto de la exposicion al calor. Asi
mismo, la eliminacion del permeado, el cual es rico en riboflavina, durante la
operacion de ultrafiltracién, ocasiona valores mas positivos en el parametro a* por
ausencia del color amarillo verdoso en la leche (Popov et al. 2008).

Se establece que la blancura de la leche es la caracteristica mas importante
para el consumidor y estéa relacionada con la luminosidad (L*) (Juaréz et al. 2015).
Como se observa en el Cuadro X, tanto el retenido como la leche descremada
presentaron valores tipicos para leche, concordando con los reportados por Grigioni
y colaboradores (2007), quienes indican un intervalo de 77,15 a 92,37 para el
parametro L* para leche descremada.

Por otra parte, la acidez y el pH de la leche son parametros importantes al
estar relacionados con el deterioro. Para la acidez porcentual expresada como acido
lactico se reportan valores entre 0,15 y 0,16 para leche fresca, tolerandose un
maximo de 0,18, mientras que, para el pH, se han reportado valores de 6,5 a 6,7
(Chacoén, 2006). Segun lo anterior, los valores obtenidos de acidez y pH para las
materias primas en estudio se encuentran acorde a los parametros reportados en la

literatura y no difieren entre si.
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Ademas, en el Cuadro X se observa que la materia prima en estudio cumple
con los parametros fisicoquimicos minimos y maximos establecidos en el RTCR
(2006) que debe reunir la leche, al igual que ocurre para la leche comercial. Segun
lo anterior, y tomando en consideracion los requisitos de la empresa mencionados
en el apartado 4.3.2 Requisitos de la empresa, se procede a definir la formulacion
preliminar del prototipo, la cual se constituye entonces de un X% de retenido de la
operacion de ultrafiltracién de leche pasteurizada y descremada, ajustado a un 50
% mas de proteina en comparacion con el contenido promedio de proteina en leche
(4,8 % de proteina final en el retenido).

Se procedi6 a realizar la verificacién de la formulacion preliminar propuesta,
tomando en consideracion la normativa vigente respecto a leche y productos

lacteos.

5.1.2 Reglamentacion

El Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA, 2013): Uso de Términos
Lecheros establece que “la leche cuya composicion se haya modificado mediante
la adicién y/o extraccion de constituyentes podra denominarse con un nombre que
incluya el término “leche”, siempre que muy cerca figure una descripcion clara de la

modificacion a que se la sometido”.

La disposicion indicada se refiere entonces a que a la “leche” se le pueden
hacer ajustes en las proteinas y en la grasa o en algun otro constituyente, siempre
y cuando se declare el ajuste realizado. Segun lo anterior, las operaciones
realizadas al prototipo que modifican sus constituyentes son las siguientes:

e Ultrafiltracion
e Descremado

e Deslactosado

Por ende, el nombre del producto debe incluir la leyenda “leche ultrafiltrada,

descremada y deslactosada”.
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Asi mismo, el RTCA: Leche Pasteurizada (2014) y el RTCR: Leche cruda y
Leche Higienizada (2006), establecen que debe indicarse el tratamiento térmico al
cual fue sometido el producto. En este caso en particular y tomando en
consideracion los requisitos de la empresa, el prototipo final debe ser estable a
temperatura ambiente, por lo que sera procesado mediante un tratamiento térmico

por Ultra Alta Temperatura (UAT o UHT), lo cual debe indicarse en el envase.

En cuanto al envase, el RTCR (2006) establece que “el envase utilizado para
tratamiento UHT debe ser de material y forma tal que dé al producto una adecuada
proteccion durante el almacenamiento y transporte, y con cierre hermético que
impida la contaminacién y mantenga la esterilidad comercial del producto. Los
envases estaran limpios, asépticos, exentos de desperfectos y se ajustaran a las

disposiciones sanitarias para el producto”.

Tomando en consideracion la inocuidad del producto, el RTCR (2006)
establece criterios microbiologicos que deben ser cumplidos para productos UHT,
donde se establece que el recuento de microorganismos mesofilos aerobios (con
previa incubacién del producto envasado a 32 °C por 10 dias) debe ser menor a 1
UFC/mL.

Por dltimo, en relacién al etiquetado nutricional, el prototipo propuesto
presenta declaraciones comparativas respecto a su leche comercial homdéloga.
Segun el RTCA: Etiquetado Nutricional (2011), las declaraciones comparativas que

pueden realizarse al producto incluyen las siguientes leyendas:

¢ 50 % mas de proteina

e 35 9% mas de calcio

Asi mismo, pueden hacerse las declaraciones de propiedades relativas al contenido

de nutrientes “buena fuente de calcio”, “buena fuente de proteina”, alto en calcio” y

“alto en proteina”.
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5.1.3 Definicion del prototipo a elaborar
Tomando en consideracion la caracterizacion fisicoquimica de la materia prima
en estudio, la revision a la normativa vigente, los productos similares del mercado y
los requisitos de la empresa, se definio la formulacion y las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales del prototipo final a elaborar (ver ficha técnica en el
Anexo 4).

e Formulacién

El prototipo definido consisti6 en un X% de retenido de la operacién de
ultrafiltracién de leche pasteurizada y descremada, ajustado a un 50 % mas de
proteina en comparacion con el contenido promedio de proteina en leche, que
cumple con los pardmetros establecidos en el RTCR (2006) y es deslactosado.

Ademas, segun la normativa consultada, el prototipo se denominard como
“leche ultrafiltrada, descremada y deslactosada” procesada por tratamiento térmico
de UAT.

e Caracteristicas fisicoguimicas

El prototipo definido contiene 50 % mas de proteina en comparacion con el
contenido promedio de proteina en leche, es decir 4,8 % de proteina, menos de un
1 % de grasa, menos de 0,1 % de lactosa (aplica para el prototipo de la produccién
industrial), menos de 0,8 % de cenizas y su acidez expresada como acido lactico

oscila entre 0,13y 0,17.

e Caracteristicas sensoriales

El prototipo definido presenta un color blanco o marfil. Su aroma y sabor son
propios de la leche, considerandose anormal cualquier sabor y olor ajeno que dé
lugar a duda. Su consistencia y textura hacen referencia a un liquido opaco coloidal,
con aspecto uniforme, donde no presenta variaciones en su viscosidad ni

separacion de fases.
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5.2 Evaluacion del efecto del tratamiento térmico por UHT sobre las variables

fisicoquimicas y sensoriales del prototipo elaborado

5.2.1 Variables fisicoquimicas

Se evaluo el efecto del tratamiento térmico por ultra alta temperatura sobre
variables fisicoquimicas del prototipo elaborado a nivel piloto, especificamente
sobre el pH, la acidez y el color (parametros L*, a* y b*). Para ello, se realizé la
determinacién de las variables fisicoquimicas a las muestras de retenido control y
al retenido obtenido después de aplicar el tratamiento térmico por UHT (Anexo 7).
En el Cuadro Xl se presenta el valor promedio obtenido para cada variable en

estudio con una confianza del 95 %.

Cuadro XI. Promedios de las variables fisicoquimicas evaluadas en el prototipo para
determinar el efecto del tratamiento térmico por UHT sobre las mismas.

Producto pH?! Acidez! | Color L*! | Color a** | Color b*! AE*

Prototipo 6,62 0,163 = 90,48 -0,59 £ 11,73 £

UHT 0,02 a 0,002 a 0,07 a 0,07 a 0,05a
4,393

Prototipo 6,60 0,170 = 90,7 £ -3,73+ | 87+£04
pasteurizado | 0,03 a 0,002 a 0,3a 0,06 b b

Promedios con letra diferente indican diferencia significativa (prueba de medias LSD, p<0,05).

Con respecto a las variables fisicoquimicas pH y acidez, no se observo
diferencia significativa, lo que implica que la aplicacion del tratamiento térmico por
ultra alta temperatura no caus6 modificaciones significativas en estos parametros.
El resultado obtenido no es esperado, ya que la literatura establece que el equilibrio
acido-base en la leche es influenciado por las operaciones de procesamiento. Sin
embargo, ambos parametros varian en un rango muy reducido y son altamente
influenciados por la temperatura, el tipo de leche, su composiciéon y la intensidad del

tratamiento térmico aplicado (Negri, 2005).
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La pasteurizacion puede causar algunos cambios en el pH debido a la pérdida
de CO2 y a la precipitacion de fosfato de calcio. Asi mismo, tratamientos térmicos
severos (superiores a 100°C) pueden resultar en una disminucion del pH debido a
la degradacion de la lactosa a varios acidos organicos, especialmente a acido
férmico (Negri, 2005).

Por otro lado, un estudio realizado por Pestana y colaboradores (2015),
quienes compararon la composicién fisicoquimica de leche cruda y leche UHT,
evidenciaron un aumento significativo en el pH de la leche UHT y, por consecuencia,
una disminucion en la acidez, lo cual lo asociaron a una menor cantidad de proteina
de suero asociada a las micelas de caseina. Segun Anema y Li (2003), a pH 6,7,
solo alrededor del 30% de las proteinas de suero desnaturalizadas estan asociadas
con la superficie de la micela de caseina.

Respecto al color, no se observé diferencia significativa en el parametro L*,
por lo que ambas muestras presentan luminosidades comparables y evidencia que
el tratamiento térmico no tiene influencia sobre este parametro. El parametro L*
indica variaciones en la luminosidad o claridad de la leche (variando desde 0: negro
a 100: blanco); donde mayores valores indican que mas blanco es el color obtenido
(Alvarez, 2012), por lo que valores cercanos a 90, como los obtenidos, reflejan el
color caracteristico de la leche.

El color blanco esta determinado por la dispersién y absorcion de la luz, por
parte de los globulos de grasa en la superficie coloidal, por la riboflavina, los
carotenos presentes y por las micelas de proteinas (Guerrero & Rodriguez, 2010).
Segun lo anterior, aun cuando las muestras son descremadas, presentan el color
blanco opalescente caracteristico, atribuido en este caso a la concentracion de las
proteinas. Ademas, Le y colaboradores (2011) establecen que de los parametros
de color evaluados (L*, a*, b*, AE*), el valor b* y AE* son los indicadores mas
sensibles al efecto de la temperatura en el progreso de la reaccion de Maillard,
mientras que la luminosidad y el color rojo no se ven tan afectados.

Respecto a los parametros a* y b*, se observan diferencias significativas,
donde el prototipo tratado térmicamente por UHT presenta valores mayores en

ambos parametros. Este resultado se verifica ademas con el célculo de la diferencia
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total de cambio de color AE*. Dicho parametro engloba el cambio de color de los
alimentos sin enfocarse en la direccion del cambio, mediante una cuantificacion. Por
ende, mayores valores de AE* indican un cambio de color mas pronunciado
(Francis, 2005). Ansari & Sahoo (2018) realizaron la determinacion del AE* para
leche cruda y leche UHT, encontrando valores maximos de 7,6, por lo que los
resultados obtenidos en el presente proyecto (4,393) son esperados y concuerdan
con lo reportado en la literatura.

En la Figura 8 se muestra una representacion grafica de la escala CIELab
(adaptado de HunterLab), donde se observa con claridad que los valores mas

positivos en ambos parametros se asocian a coloraciones rojas-cafés.

Figura 8. Escala CIELab: pardmetros L*, a*y b*.

Revilla (2000) afirma que el color de la leche es una de las propiedades
fisicoquimicas mas cambiantes, tanto en el procesamiento como en el
almacenamiento, afectando directamente la aceptacion del consumidor. Indica que
el color de la misma varia segun el proceso o tratamiento al cual se haya sometido;
por ejemplo, el descremado deja en la leche un color blanco azulado, la
pasteurizacion a alta temperatura y corto tiempo intensifica su blancura y la
esterilizacion, cambia su color a café claro o caramelo, concordando con los

resultados obtenidos.
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El aumento en los parametros a* y b* en el prototipo UHT se debe al desarrollo
de compuestos marrén, principalmente las melanoidinas. Estos compuestos son
producto de la reaccion de Maillard y de la exposicion de la leche a altas
temperaturas. Su aparicion, particularmente en la fabricacion de leche, y por ende
el avance de la reaccion de Maillard, son efectos no deseados, al reducir
drasticamente el valor comercial del producto (Shimamura & Ukeda, 2012).

Aun cuando existe un aumento significativo en los pardmetros de color a* y b*
en el prototipo al aplicar un tratamiento térmico UHT, los valores obtenidos se
encuentran dentro de los rangos normales establecidos en la literatura para
diferentes tipos de leche. Nouri & Ezattpanah (2017) reportan valores de a* que van
desde -4 a 0 y valores de b* que van desde 8 a 12, para leche UHT descremada.

Por otro lado, Le y colaboradores (2011) evaluaron los cambios fisicoquimicos
en un concentrado de proteina de leche (MPC) durante el almacenamiento,
indicando valores cercanos a 92, para el parametro L*, y cercanos a -2 y 10, para
los parametros a* y b*, respectivamente, para el MPC esterilizado del tiempo cero.
Los valores obtenidos para el prototipo UHT se acercan a los mencionados en el
estudio y son comparables debido a la naturaleza del producto evaluado,
evidenciando que aun cuando ocurre un pardeamiento en el prototipo al realizar el
tratamiento térmico, las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas son esperadas y se

ajustan a lo que reporta la literatura.

5.2.2 Variables sensoriales

5.2.2.1 Panel de discriminacion

En el Cuadro XII se resumen los resultados obtenidos, al realizar una prueba
sensorial de discriminacién 2-AFC a 40 consumidores de leche no entrenados. En
el panel se evaluaron muestras de prototipo pasteurizado y de prototipo tratado
térmicamente por UHT a través de los atributos sensoriales descritos en el Cuadro
VI, con el objetivo de identificar si el consumidor percibe una diferencia en las
muestras y con ello determinar si el tratamiento térmico por UHT tiene efecto en las

propiedades sensoriales del prototipo elaborado.
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Cuadro XIll. Determinacion del efecto del tratamiento térmico por UHT sobre las

caracteristicas sensoriales del prototipo elaborado utilizando pruebas sensoriales

de discriminaciéon 2 AFC con n=40.

Minimo de . ,

. ' Aciertos | Proporcion d’ Resultado

Atributo aciertos? . ' . .
obtenidos | de aciertos | Ennis? obtenido

(a=0,05)

Hay
Color 26 34 0,85 1,47 diferencia
significativa

Ha

Olor a . y.
_ 26 39 0,98 2,91 diferencia
cocido S
significativa

Ha

Sabor a _ y.
_ 26 35 0,88 1,67 diferencia
cocido S
significativa

Ha

Sabor _ y.
26 36 0,90 1,82 diferencia

dulce o
significativa

Sabor Hay
residual 26 37 0,92 2,09 diferencia
dulce significativa

1Ennis et al. 2014

En el Cuadro Xll, se observa que hay diferencia significativa en los cinco
atributos sensoriales evaluados con un a=0,05, donde la muestra UHT presenta
mayor intensidad del atributo descrito, indicando que la aplicacion del tratamiento

UHT ocasiona modificacién en el perfil sensorial del prototipo.
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Respecto al valor de d*, se observan valores superiores a la unidad para todos
los atributos sensoriales evaluados. Este parametro estima la capacidad que tienen
los jueces de discriminar entre dos estimulos comparados en términos de la
variabilidad (Angulo & O"Mahony, 2009). Worch y Delcher (2013) establecen que el
valor de d” recomendado para aplicar pruebas de discriminacién debe ser cercano
a la unidad, ya que de esa manera se justifica que la diferencia entre los estimulos
es confundible. En este caso, los resultados obtenidos son mayores a la unidad, por
lo que no era recomendado aplicar pruebas de diferencia y se debia proceder
directamente con pruebas de agrado general, ya que la diferencia entre las
muestras presentadas no era confundible.

El resultado obtenido difiere de los resultados preliminares obtenidos en la
realizacion del panel informal, ya que, en dicho momento, la diferencia sensorial
entre las muestras era dificil de detectar. Debido a lo anterior, se presumen
entonces variaciones en el proceso aplicado al prototipo y/o en las caracteristicas
fisicoquimicas de la materia prima en estudio, de manera que dichas variaciones
inciden en el prototipo obtenido y en sus caracteristicas.

En el Cuadro Xl se observa la caracterizacion fisicoquimica del prototipo
utilizado en el panel de discriminacion; al comprar los valores obtenidos para el
color, especialmente el parametro b*=8,680, contra la caracterizacién fisicoquimica
presentada en el Cuadro X (b*=11,0), se observan variaciones. Lo anterior indica
gue el prototipo en estudio presenta variacion en sus caracteristicas, principalmente
en el color, al utilizarse diferentes lotes para el panel preliminar y para el panel formal
de discriminacion.

Las variaciones de color justifican entonces las diferencias detectadas con
facilidad en los atributos descritos. Dicha diferencia en el prototipo es esperada, ya
que desde un punto de vista cualitativo la leche es medianamente constante en
composicion y propiedades, pero existe una considerable variacion cuantitativa. La
composiciébn quimica, tamafio y estabilidad de elementos estructurales vy
propiedades fisicoquimicas como su color, acidez y densidad pueden diferir entre
lotes de leche, lo cual puede ser el resultado de una variacion natural (causas

geneéticas, fisiologicas y ambientales) o cambios que ocurren durante el
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procesamiento (Vargas, 2004). Segun lo anterior, la revision de los parametros de
calidad de la materia prima utilizada, asi como la verificacion del producto obtenido
contra ficha técnica, aseguran la obtencion de un producto constante y/o con menor
variabilidad.

Ademas, en las pruebas discriminativas direccionadas, los panelistas tienden
a tener mejores rendimientos para encontrar diferencias, es decir, detectan
diferencias mas pequefas. Este rendimiento aumenta, ademas, cuando el panelista
esta influenciado por prejuicios o diferentes criterios, como por ejemplo sesgos
respecto a la muestra en relacion a composicion, color, tamafio y presentacion. El
sesgo de color suele controlarse con utilizacion de luz roja en el panel sensorial, la
cual enmascara sombras y diferencias de color entre las muestras presentadas
(Ramirez, 2016). Segun lo anterior, la variacibn de color en las muestras
presentadas pudo tener influencia sobre la respuesta de los consumidores en el
panel elaborado, ocasionando rendimientos de acierto elevados como los que se
presentan en el Cuadro Xl y por ende valores de d” superiores a la unidad.

Las pruebas de discriminacion se aplican generalmente en el desarrollo de
productos; al reformular los ingredientes de un alimento, se aplican procurando que
el consumidor no detecte diferencia alguna, sin embargo, en algunos casos donde
se busca crear un producto nuevo o mejorado, asi como cuando se busca evaluar
el efecto de un ingrediente o proceso, es deseable la diferencia entre los productos
y el resultado de interés repercute en la percepciéon del consumidor en las pruebas
de agrado que le proceden (Olivas et al. 2009).

Segun lo anterior, en este caso en particular, la diferencia sensorial percibida
en los atributos descritos implica que la aplicacion de un tratamiento térmico por
UHT tiene efecto significativo sobre las caracteristicas sensoriales del prototipo,
mMas no es un resultado negativo o indeseable. Se procede entonces a evaluar el
agrado general del prototipo, para con ello evaluar la percepcion del consumidor

frente a un nuevo producto.
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5.2.2.2 Panel de agrado general

Al observar diferencia en todos los atributos sensoriales evaluados, se
procedi6 a realizar un panel sensorial de agrado general. Ambas muestras
presentadas en el panel de discriminacion, ademas de dos muestras comerciales
de leche fueron evaluadas mediante un panel con 100 consumidores, donde se
obtuvo el promedio de agrado que se muestra en el Cuadro Xlll, en el que las

diferencias significativas se obtuvieron con un nivel de confianza del 95 %.

Cuadro XIllI. Promedio de agrado general de leches comerciales y muestras de

prototipo pasteurizado y prototipo UHT.

Producto Agrado?
Leche comercial UHT 3% grasa 8+x3a
Prototipo UHT 7£2Db
Leche comercial UHT 0% grasa 7£3Db
Prototipo pasteurizado 5£2c

Promedios con letra diferente indican diferencia significativa (prueba de medias LSD, p<0,05).

Se observa que la leche comercial con 3 % grasa present6 el mayor agrado,
seguido de las muestras de prototipo UHT y leche comercial con 0 % grasa, las
cuales no presentaron diferencia significativa entre sus promedios de agrado
(p<0,05), y, por ultimo, las muestras de prototipo pasteurizado. El resultado obtenido
concuerda con un estudio realizado por Juarez y colaboradores (2015), donde un
64,8% de los consumidores prefirieron leche entera, un 19,7% leche
semidescremada o descremada y un 4,9% leche deslactosada, al preguntar cudl
tipo de leche prefieren los consumidores respecto a su sabor.

Ademas, se realiz0 un analisis de clusters con los resultados obtenidos,
mediante el método de clasificacion ascendente jerarquica de Ward. Lo anterior
debido a que el andlisis de clusters logra segmentar de mejor manera los datos, lo

gue permite encontrar la maxima diferencia en el agrado, ya que en pruebas de
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aceptacion existe la posibilidad de que no a todos los consumidores les agrade la
muestra presentada, ocasionando distorsion en los datos (Gan, 2011).

A partir del truncamiento automatico se obtuvo una distancia de vinculacion
de 282, siendo ésta la elegida para la conformacién de los grupos en el

dendograma. En la Figura 9 se observa la formacion de 3 grupos o clusters.

700

600 -

500 -

400

Distancia de vinculacién

Figura 9. Dendograma generado a partir de los resultados del panel sensorial de

agrado general.

Una vez conformados los grupos, se procedi6 a realizar su respectivo analisis.
Los valores promedios del agrado general de las muestras, segun el grupo, se

observan en la Figura 10, donde el grupo 3 otorga las mayores calificaciones.
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Prototipo Prototipo UHT 0% UHT 3 %
pasteurizado UHT

| —<0—Cluster-1 —<¢—Cluster-2 —<— Cluster-3 ‘

Figura 10. Agrado promedio de las muestras de leche comercial y prototipo
pasteurizado y UHT de acuerdo al analisis de clusters.

Los valores promedio de agrado de las diferentes muestras evaluadas, segun

el grupo o cluster se muestran a continuacion en el Cuadro XIV.

Cuadro XIV. Promedio de agrado de las muestras de leche comercial y prototipo

pasteurizado y UHT para cada grupo obtenido del andlisis de clusters.

Cluster | Namero de Prototipo Prototipo Leche Leche
integrantes | pasteurizado? UHT? UHT 0% | UHT 3%

grasatl grasatl

1 32 4+2b 6+2b 4+2hb 6+2b

2 27 4+3b 5+3b 8+2a 8+2a

3 41 7+x1la 8xla 8xla 8x1la

1Promedios con letra diferente dentro de una misma columna indican diferencia significativa (Prueba
de medias LSD, p<0,05).

Se observa que el grupo 3 presenta las mayores calificaciones para los
productos evaluados, de manera que representa un nicho de potenciales
consumidores o compradores. Al hacer la separacidn por clusters, se observa que

el grupo 1 otorga calificaciones por debajo del punto medio de la escala para el
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prototipo pasteurizado y para la leche UHT 0% grasa, lo que indica el desagrado del
producto. Dicha afirmacién puede hacerse gracias al tipo de escala utilizada, el cual
contiene en su punto medio la declaracion “ni me gusta ni me disgusta”, por lo que
valores inferiores se categorizan dentro del disgusto del producto. Asi mismo ocurre
para el prototipo pasteurizado, segun las calificaciones del grupo 2.

A excepcion de lo anterior, tanto en el Cuadro Xlll como en el Cuadro XV, se
observa que las muestras de prototipo UHT obtienen calificaciones de agrado
similares o comparables a las leches comerciales evaluadas. Lo anterior es un
resultado ventajoso en relacion al prototipo UHT desarrollado ya que en general, las
leches comerciales descremadas y enteras presentan altos niveles de agrado en
varias poblaciones, y por ende potenciales consumidores.

Por ejemplo, respecto a la poblacién costarricense, un 41 % frecuenta
consumir leche semi-descremada, un 18 % leche descremada, un 12 % leche
entera, un 9 % semidescremada y deslactosada, un 8 % descremada y
deslactosada, y el resto una combinacion de las anteriores (Alvarez, 2012). Asi
mismo, Lagos y Hernandez (2002) indican que, de una poblacion mexicana en
estudio, 47% consume leche semidescremada, 23% leche entera, 21% leche

descremada y 8% leche deslactosada.

5.3 Evaluacion de la estabilidad de las variables fisicoquimicas y sensoriales
del prototipo elaborado en la produccién industrial durante el

almacenamiento

5.3.1 Variables fisicoquimicas

Se realiz6 la determinacion del pH y el color del prototipo elaborado en la
produccion industrial durante su almacenamiento a 37 °C (Anexo 8), con el fin de
evaluar la estabilidad de las variables fisicoquimicas en el tiempo. Las
probabilidades asociadas para cada variable obtenidas del analisis de regresion
lineal se observan a continuacion en el Cuadro XV, donde todas las variables

analizadas presentaron un cambio significativo en el tiempo.
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Cuadro XV. Probabilidad asociada obtenida del analisis de regresion lineal para
cada una de las variables fisicogquimicas analizadas al prototipo durante el tiempo

de almacenamiento.

Variable Probabilidad?
pH 0,0283
Color L* 0,0004
Color a* 0,0003
Color b* 0,0027
AE* 0,0004

1Regresioén significativa con a=0,05 (resaltado en negrita)

A pesar de la significancia observada para la variable pH, las determinaciones
realizadas no arrojaron valores por fuera del rango de pH normal reportado en la
literatura para leche el cual varia entre 6,5 y 6,7 (Chacon, 2006). El pH suele
utilizarse con frecuencia en la industria lechera como un pardmetro de control de
calidad de la leche, al estar relacionado con el desarrollo de acidez producto de la
proliferacion bacteriana (Negri, 2005). Segun lo anterior, el prototipo no present6
acidificacion que pudiera relacionarse con algun grado de deterioro a nivel
microbiolégico durante el almacenamiento del prototipo.

Como se muestra a continuacién en la Figura 11, el pH tendié a disminuir
durante el almacenamiento. Dicha disminucion leve pudo deberse a cambios
estructurales en la lactosa, previamente mencionados, asi como a la

desfosforilacion de la caseina.
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Figura 11. Cambio de la variable pH en funcion del tiempo de almacenamiento a
37 °C del prototipo

Ademas, Negri (2005) establece que el pH es altamente dependiente de la
temperatura, donde las variaciones en ésta causan muchos cambios en el sistema
buffer de la leche, principalmente afectando la solubilidad del fosfato de calcio.
Fundamentalmente a causa de la insolubilizacion del fosfato de calcio, el pH
disminuye en promedio 0,01 unidades por cada grado centigrado que aumenta la
temperatura.

Respecto al color, todos los pardmetros evaluados presentaron una regresion
significativa tal y como se presenta en el Cuadro XV. En la Figura 12 a continuacion,
se observa el cambio en el tiempo de las variables analizadas, donde el parametro
L* disminuy6 de forma significativa en el tiempo, mientras que los demas parametros

presentaron un aumento significativo.
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Figura 12. Cambio de la variable L* (a), a* (b), b* (c) y AE* (d) en funcién del

tiempo de almacenamiento a 37 °C del prototipo.

Como se observa a continuacion en el Cuadro XVI, el parametro L* presenta
una pendiente negativa, indicando una disminucion en la luminosidad, mientras que
las variables a*, b* y AE* presentaron pendientes positivas (Cuadro XVI), indicando
un aumento en cada tonalidad durante el tiempo de almacenamiento, asi como un
aumento en la diferencia total de cambio de color con respecto al prototipo del

tiempo cero de almacenamiento (prototipo control). Dichos cambios se vieron
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reflejados como un oscurecimiento y/o pardeamiento en el prototipo durante el
almacenamiento, lo cual concuerda con el AE* obtenido, el cual indica un cambio

de color pronunciado a lo largo del almacenamiento.

Cuadro XVI. Parametros estimados para la regresion lineal de las variables L*, a*,

b* y AE* en funcién del tiempo de almacenamiento.

2
Variable Pendientglde la Interceptq'de la Coeficli?ente de
regresion regresion determinacion
Color L* -0,168 91,902 0,936
Color a* 0,083 -0,913 0,942
Color b* 0,105 10,086 0,858
AE* 0,216 -2,408 0,936

En el Cuadro XVI se observa un coeficiente de determinacion elevado (mayor
a 0,85) para todas las variables analizadas, indicando una correlacién importante
entre el tiempo de almacenamiento y la aparicion de coloraciones oscuras producto
del avance en la reaccion de Maillard. Este resultado concuerda con el obtenido por
Vuholm (2016), donde al evaluar leche UHT descremada durante el
almacenamiento a diferentes temperaturas, obtuvo correlaciones superiores a 0,9
para los parametros de color L*, a* y b*.

El coeficiente de determinacién hace referencia a la proporcién o el porcentaje
de variacion total que ocurre en la variable Y, en este caso el color, que es explicada
por el modelo de regresion. Es usual usar esta medida en porcentaje, al ser una
medida adimensional, de facil calculo e interpretacion (Martinez, 2005). Segun lo
anterior y lo observado en el Cuadro XVI, el tiempo de almacenamiento del prototipo
a 37 °C explica el 94% de la variabilidad que se observa en el cambio de color del
prototipo.

En este caso, los valores de L* a* y b* determinados al final del
almacenamiento son ligeramente mayores a los reportados por Vuholm (2016),
quien, a una temperatura de 40 °C, obtuvo valores de L* = 75, a* = 2 y b* = 6, para

12 semanas de almacenamiento. Lo anterior se debe a que en el presente proyecto
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el prototipo estudiado es un producto deslactosado, donde la cantidad de azlcares
reductores es mayor en comparacion con leche sin deslactosar. La presencia de
azucares de tipo monosacarido, como la glucosa y la galactosa en el caso de la
leche deslactosada, aumenta la velocidad de reaccion de Maillard, de manera que
se obtienen coloraciones pardeadas de mayor intensidad en un menor tiempo de
almacenamiento, limitando su vida util (Jauregui, 2015). Asi mismo, la presencia de
altos contenidos de proteina, como es el caso del prototipo en estudio, favorece la
velocidad de la reaccion de Maillard al contar con mayor concentracion de sustrato
(grupos amino de los residuos lisil y arginina) (Zavala, 2015).

Ademas, los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Popov y
colaboradores (2008), donde la luminosidad de dos leches con diferente contenido
de grasa disminuy6 significativamente durante el almacenamiento, asi como ocurrié
un aumento en la saturacion de los parametros a* y b*. Dichos autores atribuyen
estos cambios principalmente a la aparicibn de compuestos pardos como las
melanoidinas producto de la reaccién de Maillard, asi como a la degradacién del
triptéfano y tirosina, los cuales causan aparicion de coloraciones rojizas.

Asi mismo, Ansari & Sahoo (2018) reportaron una tendencia decreciente del
valor L* y una tendencia creciente de los valores a* y *b de leche esterilizada UHT
durante el almacenamiento a temperatura ambiente por 90 dias, concluyendo que
los valores de a* y b* en leche pueden servir como indicadores de reacciones de
pardeamiento. Ademas, reportan un AE* cercano a 10, para 60 dias de
almacenamiento, concordando con los resultados obtenidos en este proyecto,

presentados en la grafica d) de la Figura 12.

5.3.2 Variables sensoriales

5.3.2.1 Panel entrenado

Durante el analisis con el panel entrenado, se evaluaron 5 atributos
sensoriales en el prototipo, que corresponden a los atributos generados por el panel
y presentados en el apartado 4.5.1, Cuadro IX. Las probabilidades asociadas para

cada variable, obtenidas del analisis de regresion lineal se observan a continuacion
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en el Cuadro XVII, donde todas las variables analizadas presentaron un cambio

significativo en el tiempo.

Cuadro XVII. Probabilidad asociada obtenida del analisis de regresion lineal para
cada una de los descriptores sensoriales analizados al prototipo durante el tiempo

de almacenamiento.

Variable Probabilidad asociada?
Color pardo 0,0002
Olor a cocido < 0,0001
Sabor a cocido 0,0001
Recubrimiento bucal 0,0011
Arenosidad 0,0172

1Regresion significativa con a=0,05 (resaltado en negrita)

El modelo de regresion lineal de cada variable se muestra en la Figura 13,
donde se observa un aumento en la intensidad percibida para cada atributo al
aumentar el tiempo de almacenamiento; resultado que se verifica con los valores
elevados del coeficiente de determinacion de cada variable y con el valor positivo
de la pendiente (Cuadro XVIII). La variable color pardo presenté la mayor pendiente
(Cuadro XVIII), es decir el mayor aumento en su intensidad respecto al tiempo
concordando con los resultados instrumentales presentados en la seccion 5.3.1,
seguido del sabor y olor a cocido, y con valores inferiores el recubrimiento bucal y

la arenosidad.
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Figura 13. Cambio de la variable arenosidad (a), recubrimiento bucal (b), sabor a
cocido (c), olor a cocido (d) y color pardo (e) en funcién del tiempo de
almacenamiento a 37 °C del prototipo.
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Cuadro XVIII. Parametros estimados para la regresion lineal de los descriptores

sensoriales en funcion del tiempo de almacenamiento a 37 °C del prototipo.

. Pendiente de la | Intercepto de la | R2 Coeficiente de
Variable T, P ) .
regresion regresion determinacion
Color pardo 0,0978 1,958 0,946
Olor a cocido 0,0628 1,563 0,964
Sabor a cocido 0,0712 1,851 0,959
Recubrimiento 0,0463 2332 0,901
bucal
Arenosidad 0,0073 0,691 0,711

Los resultados obtenidos concuerdan con los cambios mencionados por
Becerra (2014), quien establece que problemas tales como el pardeamiento no
enzimatico, la desnaturalizacion de las proteinas junto con la gelificacion,
insolubilizacion y aumento de viscosidad, la aparicion de sabores desagradables
como el sabor a cocido y la pérdida de nutrientes, son los principales defectos de la
leche UHT causados inicialmente por el tratamiento térmico y potenciados durante
un almacenamiento por tiempo prolongado.

Vuholm (2016) establece que el perfil sensorial de la leche UHT durante el
almacenamiento se relaciona con el avance de la reaccion de Maillard, al generarse
compuestos que afectan la percepcion sensorial. Ademas de la aparicion de
coloraciones pardeadas, la reaccion de Maillard da lugar a la formacién de
compuestos volatiles y no volatiles que pueden inducir la aparicion de off-flavours
en la leche, asi como aromas desagradables; tales como cocido, rancio, viejo y
oxidado, los cuales se potenciaran con el avance de la reaccion.

Adicionalmente, los resultados obtenidos para las variables fisicoquimicas se
relacionan con los parametros sensoriales evaluados. Al observar un avance

pronunciado en la reaccion de Maillard por la formacion evidente de color caramelo,
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se presume entonces un cambio en el perfil sensorial, tal y como se evidencia en la
Figura 13, donde los panelistas percibieron mayor intensidad de los descriptores
sensoriales del prototipo durante su almacenamiento.

En relacion al atributo de arenosidad, el mismo fue seleccionado como
descriptor debido a que al ser un producto alto en proteina, la insolubilizacion de la
proteina a causa de la desfosforilacion de la caseina, asi como del aumento de la
temperatura de almacenamiento y la exposicion a un tratamiento térmico, podia
causar precipitacion o coagulacion en el producto, segun lo expresado por Huamani
(2012). En este caso en particular, no se observé precipitacion durante el
almacenamiento, por lo que el aumento de arenosidad percibido por los panelistas
puede deberse a confusidén sensorial al percibirse un aumento en la viscosidad

como tal.

5.3.2.2 Panel de agrado general

Ademas del panel entrenado, se realizé6 un panel de agrado general con
consumidores, donde muestras de diferentes tiempos de almacenamiento a 37 °C,
asi como una leche comercial homdloga al prototipo (descremada y deslactosada),
fueron evaluadas para determinar el nivel de agrado por el producto respecto al
tiempo de almacenamiento. El promedio de agrado se muestra en el Cuadro XIX,
en el que las diferencias significativas se obtuvieron con un nivel de confianza del
95 %.

Cuadro XIX. Promedio de agrado general del prototipo con diferente tiempo de

almacenamiento y de su leche homdloga comercial.

Producto Promedio de agrado?
Comercial 6t2a

0 dias 6t2a

47 dias 6+2a

61 dias 4+2Db

81 dias 3x1lb

Promedios con letra diferente indican diferencia significativa (prueba de medias LSD, p<0,05).
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En el Cuadro XIX se observa que el prototipo hasta 47 dias de
almacenamiento, no presenta diferencia significativa en el nivel de agrado general
con respecto a la leche comercial descremada y deslactosada, mientras que, para
61y 81 dias de almacenamiento, el agrado es significativamente inferior (a=0,05).

Ademas, se realiz6 un andlisis de clusters con los resultados obtenidos de
agrado general, mediante el método de clasificacion ascendente jerarquica de
Ward. A partir del truncamiento automatico se obtuvo una distancia de vinculacion
de 297, siendo ésta la elegida para la conformacién de los grupos en el

dendograma. En la Figura 14 se observa la formacion de 3 grupos o clusters.

1000

900 -

800 -

700 -+

600 -+

500 +

Distancia de vinculacién

Figura 14. Dendograma generado a partir de los resultados del panel sensorial de

agrado general del prototipo durante el almacenamiento.

Una vez conformados los grupos, se procedi6 a realizar su respectivo analisis.
Los valores promedios del agrado general de las muestras, segun el grupo, se
observan en la Figura 15, donde el grupo 1 (conformado por 47 panelistas) otorga
las mayores calificaciones, mientras que los grupos 2 (42 panelistas) y 3 (11
panelistas) presentan una tendencia de calificacion similar, otorgando calificaciones
por debajo del punto medio de la escala para el prototipo con 61 y 81 dias de

almacenamiento, indicando el desagrado del producto.
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Figura 15. Promedio de agrado general del prototipo con diferente grado de

almacenamiento y de su leche homdéloga comercial de acuerdo al cluster.

En la Figura 16 se observa la frecuencia de consumo de leche, donde en

general la mayoria consume leche 1 vez al dia o incluso méas de una vez al dia.
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100% 4% _
(o] 8?
80% 31% . % W+ 1 vez/mes
+ 1 vez/semana
60% 10%

1 vez/semana

40% m 1 vez/dia
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0%

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
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Figura 16. Conformacion de los clusters segun frecuencia de consumo de leche.

Ademas de la frecuencia de consumo, se pregunto a los consumidores el tipo
de leche que consumen con mayor frecuencia. Los resultados se muestran en la
Figura 17, donde se observa que en general la mayoria consume leche semi-
descremada, seguida de leche descremada, leche entera y en ultimo lugar leche

deslactosada.
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Dichos resultados permiten entender el comportamiento de los panelistas a
la hora de calificar las muestras, ya que el grupo 1 otorga las mayores calificaciones
al tener un 15 % de consumidores de leche deslactosada, los cuales se familiarizan
con el prototipo, el cual es deslactosado. Por otra parte, el grupo 3, otorga las
menores calificaciones al producto, ya que ningun panelista frecuenta consumir este

tipo de producto y el grupo 2 un intermedio entre los mencionados.

120%
100% 0%
15% 12%
27%
< 80% 18%
s 29% Leche Deslactosada
(0]
g 60% Leche Descremada
§ M Leche Semi-descremada
o
8 40% H Leche entera
20%
0%
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

Figura 17.Conformacion de los clusters segun el tipo de leche que consume con

mayor frecuencia.

Dado que el grupo 3 otorgd las menores calificaciones al producto evaluado,
incluso indicando puntuaciones en la seccién de desagrado de la escala para el
prototipo con cero dias de almacenamiento y debido a que no presenta
consumidores de leche deslactosada (Figura 17), se procedio a eliminar a dichos
consumidores, dejando un total de 89 consumidores, para la estimacion de la vida
atil.

Lo anterior debido a que segun Hough y Fiszman (2005), la estimacién de la
vida atil empleando técnicas sensoriales dependera no solo del producto en
cuestion, sino de la poblacién seleccionada y del contexto experimental. Por ello,

recomiendan eliminar aquellos consumidores que atribuyen calificaciones bajas a



84

las muestras frescas, debido a que presentan desagrado por el producto y puede
alterar la estimacion de la vida util.

Al realizar el analisis de regresion con los resultados obtenidos del agrado
general, excluyendo la muestra comercial y los 11 consumidores del grupo 3, se
obtiene la regresion lineal presentada en la Figura 18. Dicha regresion presenta una
probabilidad significativa y una pendiente negativa (Cuadro XX), indicando una
disminucién significativa en el agrado general del prototipo al aumentar el tiempo de

almacenamiento a 37 °C.

44
T+

10 +

Agrado general

N

-20 0 20 40 60 80 100
Dias de almacenamiento a 37 °C

Figura 18. Agrado general del prototipo durante el almacenamiento a 37 °C.
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Cuadro XX. Parametros estimados de la regresion lineal del agrado del prototipo

durante el almacenamiento a 37 °C.

_ R? Probabilidad
Pendiente de la Intercepto de la o )
» » Coeficiente de asociada
regresion regresion L
determinacion (a=0,05)
-0,0210 7,1869 0,806 0,003

5.3.3 Estimacion preliminar de vida util

Los resultados anteriores permiten entonces realizar una estimacion de la
vida util de producto. Huamani (2012) establece que la aceptacion sensorial en
productos asépticos, como el caso de la leche UHT, es la propiedad que mas limita
vida util del producto, definida entonces por medio de la aceptabilidad por parte de
los consumidores. Tomando en consideraciéon lo anterior, se puede anticipar una
vida util del prototipo elaborado cercana a los 61 dias de almacenamiento a 37 °C,
lo cual hace referencia al tiempo en el cual los consumidores otorgan calificaciones

de agrado significativamente menores.

A raiz de la retroalimentacion recibida por parte de panel entrenado, asi como
por parte de los consumidores del panel de agrado general, y segun los datos
instrumentales, el color pardo del prototipo se define como la variable critica de
deterioro que va a limitar y definir la vida Gtil del producto, al presentar los mayores

cambios durante el almacenamiento.

En las Figura 19 y 20 se observa el avance en dicha tonalidad pardeada en

el prototipo a lo largo del almacenamiento.
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Figura 20. Imagen (vista lateral) del prototipo durante el almacenamiento a 37 °C.

A partir de la calificacion de agrado otorgada por los 89 panelistas presentada
en el Cuadro XIX y el valor de color pardo otorgado por los panelistas del panel
entrenado, para los tiempos 0, 47, 61 y 81, se procede a realizar el grafico de punto
de corte presentado en la Figura 21.
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Figura 21. Promedio de agrado en funcion de la intensidad del color pardo para la

determinacién del punto de corte.

Con base a la ecuacion de la regresion lineal presentada en le Figura 21, y
utilizando un valor de aceptabilidad critico de 4,49, el cual corresponde al valor
promedio de agrado general otorgado por los consumidores en el cual el agrado del
producto comienza a ser significativamente diferente al de la muestra control y la
muestra comercial, se procede a realizar el punto de corte. Se obtiene por ende un
valor de intensidad de color pardo que corresponde a 9,07.

A patrtir del punto de corte para la variable color pardo, se procede a estimar
de forma preliminar la vida util a 37 °C, obteniéndose un valor de 72,72 dias, como

se observa en la Figura 22, la cual corresponde a 2,4 meses.
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Color pardo = 0,0978*(dias a 37°C) + 1,9578
R?=0,9464

Intensidad color pardo
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Figura 22. Intensidad de color pardo en funcién del tiempo de almacenamiento a
37 °C.

Una vez estimada la vida util preliminar del prototipo a 37 °C, se procedi6 a
estimar, preliminarmente, la vida Gtil a una temperatura de almacenamiento de 25
°C. Lavida util estimada representa un valor preliminar dado que el presente estudio
exploratorio de almacenamiento fue realizado Unicamente a una temperatura de
almacenamiento y utilizando una Unica repeticion de producto por limitaciones de la
empresa previamente mencionadas. Segun lo anterior, el valor obtenido no es
estadisticamente representativo.

A partir de la Ecuacion 5y con un valor de Q1o de 2,5, segun lo reportado en
la literatura para leche descremada UHT (Richards et al. 2014), se estim6 entonces

una vida util preliminar a 25 °C de 218,16 dias, lo que corresponde a 7,3 meses.
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. CONCLUSIONES

La materia prima en estudio presenta una compaosicion fisicoquimica similar a la
de una leche comercial descremada, con mayor contenido de proteina y calcio
principalmente, producto de la concentracion de la operacion de ultrafiltracion.

El retenido de la operacion de ultrafiltracion de leche descremada y
pasteurizada, ajustado a 50 % mas de proteina en comparacion con el contenido
promedio de proteina en leche, cumple con las especificaciones que debe reunir

la leche segun el RTCR y por ende con la normativa vigente.

La formulacién del prototipo desarrollado consistié en un X% de la materia prima
en estudio, al cumplir el mismo con la normativa asociada a productos lacteos y
segun los requerimientos de la empresa solicitante del proyecto. Para su
comercializacién, debe indicarse la leyenda “leche ultrafiltrada, descremada y

deslactosada” y debe especificarse el tratamiento térmico aplicado (UHT).

El prototipo puede comercializarse indicando las declaraciones comparativas
nutricionales “50 % mas de proteina” y “35 % mas de calcio”, asi mismo pueden
indicarse las declaraciones de propiedades relativas al contenido de nutrientes

“alto en proteina”, “alto en calcio”, “buena fuente de calcio” y “buena fuente de

proteina”.

La aplicaciéon de un tratamiento térmico por UHT no modificé significativamente

el pH y la acidez del prototipo elaborado en pruebas piloto.

El tratamiento térmico por UHT causO un incremento significativo en los
parametros de color a* y b* del prototipo elaborado en pruebas piloto, mas no

causo incremento significativo en el parametro L*.

El perfil sensorial del prototipo elaborado en pruebas piloto se vio alterado de

manera significativa al aplicar un tratamiento térmico por UHT, ocasionando la
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aparicion de coloraciones pardeadas y de sabores y olores a cocido y dulces,

los cuales fueron detectados por los consumidores.

El agrado del prototipo UHT no presentd diferencia significativa respecto al
agrado de la leche comercial descremada, indicando que la aceptabilidad por
parte de los consumidores es comparable a la de la leche de mayor consumo en

la poblacion costarricense.

Durante el tiempo de almacenamiento del prototipo a 37 °C, se observo un
aumento significativo en el color pardo del mismo y en la intensidad de los
atributos sensoriales descriptivos evaluados, asi como una disminucién
significativa en el pH, siendo el color la variable critica de deterioro que limita la

vida util del mismo.

La vida util preliminar estimada del prototipo a una temperatura de 37 °C es de
72,72 dias, es decir 2,4 meses. Ademas, tomando un valor referencia de Qo de
2,5, se estima una vida util preliminar a 25 °C de 218,16 dias, la cual corresponde

a 7,3 meses.
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7. RECOMENDACIONES

1. Realizar mediciones adicionales de las variables fisicoquimicas de la materia
prima en estudio y del prototipo UHT, de manera que se conozca con
profundidad la variabilidad de la materia prima y del proceso y su efecto sobre

el prototipo.

2. Utilizar prototipo deslactosado en las pruebas a nivel piloto, para evaluar si la
operacion de deslactosado modifica las variables fisicoquimicas y sensoriales
analizadas, luego de la aplicacion de un tratamiento térmico por Ultra Alta

Temperatura.

3. Realizar un estudio de almacenamiento acelerado como tal, utilizando tres
temperaturas de almacenamiento y tres repeticiones del estudio, de manera
que la estimacion de la vida util del prototipo sea estadisticamente

representativa.

4. Realizar un panel de agrado general con 100 consumidores incluyendo
muestras del estudio formal de almacenamiento, de manera que se logren

correlacionar los resultados y con ello estimar la vida atil real del producto.

5. Hacer pruebas de estabilidad proteica al prototipo durante el almacenamiento,
por ejemplo, prueba de alcohol, para evidenciar la estabilidad de la misma y
anticipar posibles coagulaciones o precipitaciones durante la vida util del

producto.

6. Una vez realizados todos los andlisis recomendados, se recomienda realizar
un estudio de mercado y mercadeo previo al lanzamiento del producto de
manera que se incluya en su formulacion y/o presentacion las necesidades

actuales de los consumidores.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Acuerdo de participacion en paneles sensoriales con consumidores

Antes de iniciar la degustacion, se le solicita su consentimiento o disposicion
a participar en esta prueba sensorial mediante su firma. Con la cual usted confirma
que se le ha indicado y descrito el tipo de alimento a evaluar y que en caso de
identificar algun tipo de problema o inconveniencia personal derivado de su

consumo queda en usted la decision de continuar o no con la degustacion.

Nota: En esta prueba usted degustara varias muestras de leche.

De acuerdo a su conveniencia complete la siguiente informacion.

Estoy de acuerdo
Estoy en desacuerdo

Nombre:
Fecha:
Cédula:
Firma:
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Anexo 2. Evaluacion sensorial: prueba de discriminacion 2-AFC.

iBienvenido!

A continuacion, se le presentaran una serie de muestras pareadas, las cuales deben
ser evaluadas de izquierda a derecha, respetando la presentacion. Pruebe la
muestra rotulada como primer, de manera que pueda familiarizarse con el atributo
sensorial descrito. Seguidamente, pruebe las muestras de la pareja y seleccione en
la pantalla, el nimero de la muestra donde perciba mayor intensidad del atributo.
Realice un enjuague entre cada set de muestras y expectore en el vasito destinado
para este fin.

Gracias.

Color pardo (Coloraciones asociadas al pardeamiento, coloraciones marrones y/o

651 238

Aroma a cocido (Intensidad de aroma a leche hervida, asociados con la exposicion

478 765
Sabor a cocido (Intensidad de sabor a leche hervida, asociados con la exposicion

275 789

oscuras)

de la leche al calor)

de la leche al calor)
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Sabor dulce (Sabor asociado a sustancias dulces, como por ejemplo el azlcar)

448 315

Sabor residual dulce (Sabor asociado a sustancias dulces, como por ejemplo el

azucar, que permanece en la boca luego de tragar)

178 965
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Anexo 3. Evaluacion sensorial: panel de agrado general

iBienvenido!

A continuacién, se le presentan varias muestras de leche. Pruebe las muestras
tomando un trago suficiente para cubrir la lengua, respetando el orden en que se le
presentan y verifique que los cédigos concuerden con de la pantalla. Por favor

enjuaguese dos veces con agua entre cada muestra y expectore los enjuagues.

Pruebe la muestra y marque en la escala, con un clic, cuanto le gusta.

I | | | | | | | | | |
| [ [ [ [ [ | | | | |

0 5 10
“Me disgusta “Ni me disgusta ni “Me gusta

7
extremadamente me gusta” extremadamente”
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Anexo 4. Ficha técnica del prototipo

Tipo de
producto

Leche UHT ultrafiltrada, descremada y deslactosada

Descripcién del
producto

Consiste en leche UHT ultrafiltrada, descremada vy
deslactosada. Su contenido de proteina fue ajustado a 50%
mas respecto al contenido promedio de proteina en leche.

Caracteristicas
fisicoquimicas
(parametros
criticos)

Acidez (expresada como acido lactico): 0,13 - 0,17
pH: 6,5-6,7
Sdlidos totales: Minimo 8 %
Proteina: 4,8 - 5,2 %
Grasa: Menor al 1 %
Cenizas: Maximo 0,8 %
Lactosa residual: Menor al 0,1 %
Densidad (a 15 °C): 1,029 g/mL
Punto de congelacién: Minimo -0,541 °C
Maximo -0,513 °C

Caracteristicas
sensoriales

Color: Debe ser blanco o marfil, puede presentar una
tonalidad pardeada leve.

Aroma: Propio de la leche, se considera anormal cualquier
olor ajeno que dé lugar a duda.

Consistencia y textura: Liquido opaco coloidal, con aspecto
uniforme. No debe haber variaciones en la viscosidad ni
presentar separacion de fases.

Sabor: Propio de la leche, con ligero sabor a cocido. Se
considera anormal cualquier sabor ajeno que dé lugar a duda.

Reglamentacién
aplicable

RTCA: Leche Pasteurizada (2014), RTCR: Leche cruda y
Leche Higienizada (2006), RTCA: Uso de Términos Lecheros
(2013), RTCA: Etiguetado Nutricional (2011).

Presentacion y

Presentacion de 1000 mL, envasado aséptico tetrabrik.

envase
El precalentamiento se realiza a una temperatura entre 65-90
Detalle del o . e .
. C, posteriormente la esterilizacion de la leche se realiza a 140
tratamiento . . o
t&rmico + 2 °C, por 3 segundos y se enfria a 28 + 5 °C para su envase.
. El envasado se realiza de manera automatica en un envase
aplicado

esterilizado previamente.

Observaciones

El producto es almacenado en cuarentena por 5 dias a
temperatura ambiente hasta ser liberado por el departamento
de Aseguramiento de Calidad.
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Anexo 5. Evaluacion sensorial: panel entrenado

Nombre:

En primer lugar, dispone usted de una leche a ser usada como una muestra de
referencia (R) para recordar las caracteristicas propias de una leche alta en
proteina. Pruebe la “referencia”’, enjuague e inicie la evaluacién de las muestras.
Analicey califique por descriptor las muestras en comparacion con la referencia,
de acuerdo a la intensidad percibida y margue con una linea vertical sobre la linea
horizontal, en el lugar que considere apropiado en la escala. Enjuague su boca entre
muestras. Si lo requiere puede descartar el enjuague en el vaso dispuesto con ese
fin y al final depositarlo en el basurero.

Muchas gracias.
Color Pardo (Evaluar la intensidad de la tonalidad de la leche asociada al color

“caramelo claro”; levemente café)

Muestra:
I I |
[ [ |
Poco intenso Moderado Muy intenso
Muestra:
I I |
[ [ |
Poco intenso Moderado Muy intenso

Olor a cocido (Evaluar la intensidad del olor a leche hervida, con notas dulcetes
como de caramelo, asociadas a la coccién)

Muestra:

Poco intenso Moderado Muy intenso
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Muestra:

Poco intenso Moderado Muy intenso

Sabor a cocido (Evaluar la intensidad del sabor que recuerda al de la leche hervida,

con notas dulcetes como de suave caramelo, asociadas a la coccion)

Muestra:
I I |
[ [ |
Poco intenso Moderado Muy intenso
Muestra:
I I |
[ [ |
Poco intenso Moderado Muy intenso

Recubrimiento bucal (Evaluar la sensacién bucal relacionada al espesor/
consistencia de la leche en la boca al ser ligeramente movida y al tragar; relacionada
con la persistencia de la boca en la leche)

Muestra:

Poco intenso Moderado Muy intenso

Muestra:

Poco intenso Moderado Muy intenso
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Arenosidad (Evaluar la sensacion seca/polvorienta en la boca, como presencia de
grumos y/o particulas en la leche percibidas en la cavidad bucal)

Muestra:

Poco intenso Moderado Muy intenso

Muestra:

Poco intenso Moderado Muy intenso
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Anexo 6. Caracterizacion fisicoquimica del retenido de la operacion de ultrafiltracion

de leche descremada y pasteurizada, ajustado a 50% mas de proteina en

comparacion con el contenido promedio de proteina en leche.

a) Analisis proximal

Lote | Réplica Andlisis proximal
Humedad Sélidos Grasa Proteina | Lactosa | Cenizas
(%) totales (%) (%) (%) (%)
(%)
17- 1 89,23 10,77 0,19 4,98 4,60 0,861
may 2 89,23 10,77 0,18 4,97 4,61 0,863
3 89,23 10,77 0,18 4,97 4,61 0,860
Promedio 89,23 10,77 0,18 4,97 4,61 0,861
2- 1 89,42 10,58 0,1 4,98 4,66 0,858
jun 2 89,42 10,58 0,1 4,95 4,18 0,85
3 89,42 10,58 0,1 4,93 4,18 0,856
Promedio 89,42 10,58 0,10 4,95 4,34 0,855
10- 1 89,63 10,37 0,15 5,05 4,55 0,89
jun 2 89,69 10,31 0,11 5,06 4,57 0,88
3 89,62 10,38 0,15 5,05 4,48 0,89
Promedio 89,65 10,35 0,14 5,05 4,53 0,89
b) Color
Lote Réplica Color
L* a* b*

17-may 1 91,47 -3,25 10,63

2 91,27 -3,32 10,81

3 91,24 -3,37 10,88

Promedio 91,33 -3,31 10,77

2-jun 1 90,08 -3,88 11,36

2 90,11 -3,59 11,04

3 90,49 -3,71 11,13

promedio 90,23 -3,73 11,18

10-jun 1 90,16 -3,56 10,98

2 90,19 -3,76 10,73

3 90,97 -3,78 11,01

promedio 90,44 -3,70 10,91
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110

Lote Réplica Acidez pH
1 0,148 6,64
17-may 2 0,149 6,65
3 0,148 6,62
Promedio 0,15 6,64
1 0,166 6,61
2-jun 2 0,166 6,63
3 0,166 6,61
promedio 0,17 6,62
1 0,17 6,61
10-jun 2 0,167 6,59
3 0,17 6,61
promedio 0,17 6,60
d) Calcio
Lote Réplica Calcio (mg en 250 mL)
1 410
2 413
17-may 3 117
Promedio 413,33
1 390
2-jun 2 392
3 390
promedio 390,67
1 400
: 2 408
10un 3 378
promedio 395,33
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Anexo 7. Variables fisicoquimicas (color, acidez y pH) de las muestras de retenido

control (pasteurizado) y de retenido UHT para la evaluacion del efecto del

tratamiento térmico por UHT sobre dichas variables.

Lote Réplica Color Acidez pH
L* a* b*
Pasteurizado
1 1 90,69 -3,9 8,59 0,17 6,56
2 90,6 -3,75 8,44 0,167 6,58
3 90,5 -3,73 8,28 0,17 6,58
Promedio 90,60 -3,79 8,44 0,17 6,57
2 1 91,14 -3,66 8,83 0,166 6,6
2 91,13 -3,87 9,12 0,166 6,6
3 90,66 -3,67 9,39 0,165 6,61
promedio 90,98 -3,73 9,11 0,17 6,60
3 1 90,58 -3,64 8,44 0,17 6,63
2 90,6 -3,66 8,57 0,17 6,62
3 90,22 -3,72 8,46 0,168 6,62
promedio 90,47 -3,67 8,49 0,17 6,62
UHT
1 1 90,4 -0,47 11,64 0,162 6,57
2 90,43 -0,63 11,72 0,162 6,6
3 90,43 -0,52 11,68 0,17 6,6
Promedio 90,42 -0,54 11,68 0,16 6,59
2 1 90,49 -0,49 11,8 0,166 6,61
2 90,57 -0,59 11,38 0,17 6,64
3 90,59 -0,57 11,97 0,17 6,64
promedio 90,55 -0,55 11,72 0,17 6,63
3 1 90,54 -0,75 11,91 0,169 6,62
2 90,39 -0,68 11,64 0,16 6,62
3 90,48 -0,57 11,79 0,163 6,64
promedio 90,47 -0,67 11,78 0,16 6,63
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Anexo 8. Determinaciones de pH y color del prototipo elaborado en la produccion

industrial durante su almacenamiento a 37 °C.

Tiempo pH color L* color a* color b*
0 6,63 89,94 -0,58 11,78
6,62 90,04 -0,8 11,93
6,59 90,02 -0,75 11,93
26 6,66 88,66 0,88 11,97
6,64 88,78 0,76 11,94
6,63 88,68 0,86 12,02
33 6,60 87,89 1,3 12,16
6,60 87,77 1,43 12,15
6,59 87,89 1,31 11,97
47 6,56 84,82 3,24 13,73
6,58 84,76 3,18 13,85
6,54 85,11 3,22 14,01
61 6,54 81,43 5,05 16,71
6,58 81,35 5,22 16,56
6,55 81,5 4,99 16,84
70 6,48 79,48 5,17 18,38
6,46 79,81 5,09 18,94
6,44 79,83 5,19 18,39
81 6,44 77,63 5,05 19,07
6,42 77,48 511 18,89
6,48 77,23 5,08 19,01
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