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PROCEDIMIENTO PARA PREDECIR, CONTROLAR Y OPTIMIZAR LAS
PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS HIDROLIZADOS PROTEICOS
DE QUESO DE CABRA PARA EL DISENO DE ADITIVOS A MEDIDA
PARA SISTEMAS ALIMENTICIOS DETERMINADOS

Campo técnico de la Invencion
La invencién se relaciona con un procedimiento para predecir , controlar y optimizar las pro-
piedades funcionales de los hidrolizados proteicos particularmente provenientes del queso de

cabra que utiliza un conjunto de herramientas estadisticas y quimiométricas.

Arte previo

La modificacién de las proteinas ha sido extensamente estudiada, y se refiere usual-
mente a los tratamientos fisicos, quimicos o enzimaticos que cambian su conformacién, su
estructura y consecuentemente, sus propiedades bioquimicas, funcionales y fisico-quimicas
(Kinsella, 1976; Cheftel, 1977; Friedman, 1977, 1979; Feeney y Whitaker, 1977, Kinsella y
Shetty, 1979; Phillips y Beuchat, 1981; Morr, 1982; Whitaker y Puigserver, 1982; Cheftel y
col., 1985).

De los muchos usos potenciales y actuales de las enzimas para modificar y mejorar
las proteinas, la hidrélisis de las mismas (protedlisis) es la mas frecuentemente usada e invo-
lucra la accidn de enzimas proteoliticas seleccionadas para clivar uniones especificas en una
proteina (Fox y col., 1982; Whitaker, 1974, 1977).

La utilizacion de enzimas proteoliticas para la produccion de hidrolizados proteicos
tiene algunas ventajas sobre los tratamientos quimicos, pues estos tltimos usan drésticas con-
diciones de reaccién, no son especificos y presentan dificultades cuando hay que eliminar los
reactivos residuales en los productos finales. Mientras que las reacciones enzimaticas se lle-
van a cabo en condiciones suaves y lo mas importante, con alta especificidad. Las hidrolisis
enzimaticas se llevan a cabo en rangos de pH 5 a 7 y temperaturas de 45 a 50 °C, mientras
que las hidrélisis 4cidas se realizan a pH entre 0 y 1 y temperaturas entre 100 y 125 °C (Illa-
nes Frontaura, 1994).

Desde el punto de vista ambiental, las enzimas son proteinas biodegradables que ayu-
dan a proteger el medioambiente, reduciendo los efluentes y la necesidad de usar reactivos
quimicos agresivos. Ademas, los procesos de produccién por via enzimética son més eficien-
tes en términos de costo y los productos obtenidos presentan alta calidad (Sumathi y col.,
2014).



Actualmente, los hidrolizados de proteinas son producidos industrialmente usando
4cido clorhidrico, y son ingredientes usuales de sopas (stockes cubes), salsa y otros productos
saborizados (Zheng y col., 2015).

Los aspectos relacionados con la seguridad del producto resultante de la hidrolisis
quimica de las proteinas son los que impulsaron el desarrollo de la hidrélisis enzimatica de
las mismas en los ultimos afios.

La seleccion de la enzima a utilizar es un aspecto importante, no solo porque debe ser

segura para su uso en alimentacién y por ende, aprobada por los organismos oficiales: Food

-and Drugs Administration (FDA), Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y

Tecnologia Médica (ANMAT), Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Food Agriculture
Organization (FAO), Comunidad Econdémica Europea (CEE)), sino también porque no debe
producir hidrélisis indeseadas. Asi, por ejemplo, cuando se hidrolizan productos cdrnicos
con proteasas generalmente se producen péptidos de sabor amargo si el grado de hidrolisis
supera el 10 % (porcentaje requerido para lograr una solubilizacion satisfactoria del produc-
to). Recientemente, se aislaron exopeptidasas que ya se encuentran disponibles comercial-
mente y degradan los péptidos amargos, permitiendo un grado de hidrélisis de 50 % (Fla-
vourzyme®, 2014).

Los hidrolizados de las proteinas carnicas presentan propiedades (funcionales) ideales
para preparar productos marinados o escabechados y para mejorar el sabor de otros productos
carnicos industrializados (debido a las pérdidas por coccién o rebanado) (Bhaskar y col.,
2008).

Diferentes proteasas han sido usadas para preparar extractos de carnes y en la recupe-
racion de gelatina, a partir de residuos de huesos de matadero y de cortes de camnes bovinas,
porcinas, de pavo y de pollo. Las proteasas se usan también para digerir subproductos carni-
cos (higado, intestino, pulmén y materiales residuales de aves de corral, cerdos, etc.) que se
incorporan a alimentos para mascotas (Novozymes®, 2007).

Desde hace afios, se aplican enzimas proteoliticas (provenientes de diversas fuentes) a
productos alimenticios de origen vegetal, tales como la produccién de leche de soja y en la
obtencion de diferentes productos texturados y extrudados. Asimismo, algunas proteinas de
pescado fueron también hidrolizadas para potenciar su sabor (Lieske y Konrad, 1990, Nogu-
chi y col., 1975; Yamasaki y Maekawa, 1978; Mc Gregor, 2004).

Mas recientemente, se comenzaron a utilizar enzimas proteoliticas en la obtencién de
los denominados “alimentos funcionales”, que se definen como aquellos que contienen com-

ponentes bioldgicamente activos, en su estado natural o bien a través de ciertas modificacio-
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nes del alimento, y se consumen como parte de una dieta normal; de manera que contribuyen
a mejorar o mantener el estado de salud, reduciendo el riesgo de sufrir enfermedades (Stur-
niolo y Barberis, 2007; He y col., 2007; Vairo Cavalli y col., 2008; Radha y col., 2008).

Es importante no confundir entre “alimento funcional” (que se vincula con la actividad
biolégica del mismo) y “propiedades funcionales” (propiedades fisico — quimicas y reoldgi-
cas, tales como: actividad emulsificante, gelante, espumante, etc.) de un alimento, objeto de
esta Invencion.

La hidrélisis enzimatica de proteinas se aplica también a quesos, leche y sus deriva-
dos, en la preparacion de masas, pastas, bebidas, etc.

A partir de queso, leche o crema, y por medio de procesos de lipolisis y proteolisis
controlados, se pueden crear sabores concentrados lacteos que presentan un sabor potenciado
y mejoran el “mouthfeel” (sensacion en la boca) del nuevo producto disefiado, generandose
una sensacion mas placentera en el paladar (Hannon y col., 2006).

Por medio de procesos enziméticos se reproducen o aceleran los procesos naturales
que generan el sabor caracteristico en los lacteos, obteniéndose lo que se denominan “Ingre-
dientes Ldcteos Modificados Enzimdticamente” (en inglés EMDI) (Kilara y col., 2011).

El proceso de obtencién de estos sabores se inicia acondicionando las materias primas
mediante el agregado de sales, ajuste de acidez, temperatura, etc. a las necesidades especificas
que requeriran las enzimas para hidrolizar las proteinas y las grasas en forma controlada. De
esta forma, se incrementa la liberacion de péptidos y acidos grasos volatiles de cadena corta, y
se logran productos entre 25 y 35 veces més potenciados en su sabor que una solucion del
producto natural sin tratar.

Desde el punto de vista industrial, los EMDI's pueden agregarse a ingredientes lacteos
para realzar el sabor de las notas lécteas ya existentes en un producto, o bien pueden incorpo-
rarse a formulaciones que no contengan otros ingredientes lacteos. Este ultimo es el caso de
los productos industriales en donde se complica la inclusion de ingredientes lacteos, sensibles
al desarrollo microbiano y de dificil almacenamiento.

Durante el proceso de industrializacion de los derivados lacteos frecuentemente se
pierden parcial o totalmente las notas caracteristicas de sabor del producto, por lo que es ne-
cesario reforzarlo, tal es el caso de los quesos analogos y extendidos. Ademas, los productos
lacteos afrontan diferencias sensoriales a lo largo del afio y las mismas pueden ser compensa-
das con el uso de los EMDI’s, que aportan al producto final un sabor consistente, estable y

parejo. Desde el punto de vista econémico, los EMDI’s no influyen significativamente en el



costo del proceso debido a las bajas dosis necesarias para realzar el sabor lacteo del producto
final (Amelia y col., 2013).

Desde el punto de vista legal, los EMDI's son capaces de cubrir los requerimientos de
la declaracion de ingredientes lacteos simples, y algunos de ellos no necesitan ser declarados
en los rétulos por ser 100 % provenientes del producto natural.

Los EMDI's pioneros fueron desarrollados para ser utilizados como “sistemas de sa-
borizacién”, mientras que actualmente se estan estudiando otras aplicaciones tales como ace-
leradores de la maduracién de quesos duros. La maduracion del queso es un proceso costoso y
relativamente largo, por eso existe un creciente interés economico en acortarlo mediante la
incorporacion de hidrolizados de queso que permita la aceleracién de la formacion del aroma
y sabor del queso (Kilcawley y col., 2012).

Muchos de los estudios realizados en este sentido se han centrado sobre la protedlisis,
al ser éste el proceso fundamental que ocurre durante la maduracion de la mayoria de los que-
SOS.

La protedlisis que ocurre durante la maduracion del queso proporciona péptidos de ba-
jo peso molecular y aminoacidos libres que intervienen en el sabor bésico del mismo y son
precursores de compuestos volatiles que inciden en sus caracteristicas finales. La forma en
que estos procedimientos afectan a las reacciones de formacion de volatiles es un tema de
investigacion sobre el que existen pocos datos todavia. (Bergamini y col., 2006)

Los hidrolizados proteicos de queso (cheese like systems o pastas de queso) son papi-
llas con un contenido aproximado en sélidos totales de 40%, en las que se desarrolla un com-
pleto aroma y sabor después de ser incubadas a 30°-35 °C durante 4-5 dias. La incorporacion
de proteasas, lipasas y oligoelementos a las pastas mejora su efectividad.

Las enzimas proteoliticas se suman a la acciéon de la plasmina natural de la leche. La
caseina es degradada a péptidos de alto peso molecular y algunos péptidos son convertidos en
amino4cidos por las proteasas de la microflora. La transformacion de las proteinas en péptidos
y amino4cidos vuelven mas moérbida la cuajada y su sabor se ve fuertemente potenciado. Los
aminodcidos, especialmente la metionina, son precursores de reacciones determinantes de
aromas y sabor en los quesos (Diezhandino y col., 2015).

A pesar de ser un objetivo muy deseado por la industria alimentaria, la maduracion
acelerada todavia no ha conseguido resultados satisfactorios para los quesos de mesa, a veces
por la pérdida de armonia entre los procesos de prote6lisis primaria y secundaria, otras por el

elevado costo de los procesos descriptos (Kumar y col., 2013).
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Problema técnico

Una proteina alimentaria puede tener una alta calidad nutritiva y no poseer propieda-
des funcionales adecuadas para su incorporacion en un determinado sistema alimentario.

La habilidad de un ingrediente alimenticio para interactuar con otros e impartir pro-
piedades deseables a un sistema alimentario es conocida como propiedades funcionales o
simplemente, funcionalidad (Pilosof y Bartholomai, 2000).

Las propiedades funcionales de las proteinas son de gran importancia tecnologica, y
existe un gran interés por conocer los mecanismos implicados en las mismas para poder mo-
dificarlas adecuadamente y extender el rango de aplicabilidad del producto (Yang y col,
2014; Bau y col, 2012).

El estudio de la relacién entre estructura proteica y funcionalidad es la base del disefio
racional de ingredientes proteicos para ser aplicados al desarrollo de alimentos con determi-
nadas caracteristicas texturales y organolépticas, a la formulacién de alimentos para deportis-
tas y de uso clinico, o sencillamente como estabilizantes, gelificantes, agentes de espumado o
de emulsificacion. A manera de ejemplo, se pueden citar los estudios estructurales y funcio-
nales realizados a las caseinas de la leche, las cuales se usan como ingredientes en la elabora-
cién de confituras (bombones, merengues, caramelos) (Fox, 1970; Mercier y col. 1971, 1973,
1976; Ribadeau-Dumas y col., 1993; Brignon, y col., 1972).

Desde el punto de vista funcional, los péptidos producidos por protedlisis presentan
menor tamafio molecular y estructura secundaria que las proteinas y por ende, se espera que
muestren una mayor solubilidad, menor viscosidad y cambios significativos (no predecibles a
priori) en la capacidad de retener agua, en la hidrofobicidad, en las propiedades espumantes,
gelificantes y emulsificantes con respecto a la proteina de origen.

Si bien la protedlisis y los cambios organolépticos que se producen durante la misma
ha sido ampliamente estudiada en relacion con el proceso de maduracién de los quesos, no
existe informacién bibliografica disponible respecto de la modificacion de las propiedades
funcionales de los quesos maduros por hidrélisis enzimdtica. Hasta el momento solo existe
escasa informacion que reporta el estudio de la actividad bioldgica de péptidos obtenidos por
hidroélisis de quesos maduros (cheese like systems) y de otros productos casearios (Hernan-
dez-Ledesma y col. 2002, 2005 y 2007; Silva y col. 2006). Por tal razon, aquel aspecto consti-
tuye la principal novedad cientifica de esta Invencion.

Para estudiar el proceso de hidrolisis de las proteinas (protedlisis) de un queso maduro

es importante conocer previamente los procesos bioquimicos involucrados en la maduracion
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del mismo, en los cuales incluyen no solo la protedlisis, sino también la lipolisis y la glicolisis
(Fox y col., 1990, Fox y Law, 1991).

La proteolisis es el principal y mas complejo evento que ocurre durante el proceso de
maduracién de los quesos y conduce a la formacion de péptidos grandes e insolubles en el
agua (comparables en tamafio a las caseinas intactas); péptidos medianos y pequeiios, solubles
en agua; y aminoacidos libres (Folkertsma y Fox 1992; Grappin y Beuvier, 1997). Este proce-
so contribuye significativamente al desarrollo de la textura, el gusto y el aroma del queso ma-
duro (Ardo, 1999).

Las fracciones peptidicas de bajo peso molecular (<500 Da) y solubles en agua, asi
como también los aminoécidos libres, son los que contribuyen mas al sabor y al aroma de los
quesos (Mc Sweeney y Fox, 1997). Los aminoacidos libres son los precursores de los com-
puestos volatiles del aroma, a través de reacciones que ocurren entre los mismos y con otros
compuestos del queso. Por otra parte, la proteolisis puede conducir también a sabores inde-
seables amargos, principalmente causados por la formacion de péptidos hidrofobicos (Mc
Sweeney, 2004).

Entonces, la hidrélisis de proteinas con proteasas resulta ser una forma atractiva de
mejorar las propiedades psicosensoriales de los quesos maduros.

Desde el punto de vista nutricional la hidrolisis proteica tiene importancia debido al
uso cada vez mayor de los hidrolizados en dietas especiales donde se necesita que los nutrien-
tes sean rapidamente absorbidos, como en el caso de disfunciones en el sistema digestivo.
Muchas dietas elementales se componen de aminoécidos libres sintéticos, péptidos, carbohi-
dratos de bajo peso molecular, vitaminas, minerales y cantidades minimas de grasa; lo cual
permite que dichos nutrientes puedan ser absorbidos en ausencia de enzimas digestivas o lue-
go de una amputacion importante de intestino (Fox y Flyn, 1994).

Particularmente, las férmulas hipoalergénicas de leches maternizadas, que se utilizan
como dieta alternativa para los infantes alérgicos a la leche de la vaca, estdn basadas en pro-
teinas hidrolizadas y sometidas a tratamiento térmico para evitar la unién de las mismas a
anticuerpos especificos (Rosendal y Barkholt, 2000).

Desde el punto de vista funcional, los péptidos producidos por proteélisis presentan
menor tamafio molecular que las proteinas y por ende, se espera que muestren una mayor
solubilidad, menor viscosidad y cambios significativos (no predecibles a priori) en la capaci-
dad de retener agua, en la hidrofobicidad, en las propiedades espumantes, gelificantes y

emulsificantes con respecto a la proteina de origen (Morr y Foegeding, 1990).
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Los péptidos producidos por protedlisis de diferentes proteinas vegetales (soja) y ani-
males (carnes, lacteos, pescado) son de utilidad en numerosas operaciones de procesado de
alimentos, pero es necesario conocer previamente su comportamiento funcional (Adler-
Nissen, 1976, 1979, 1984; Adler-Nissen y Olsen, 1979; Olsen y Adler-Nissen, 1979; Gunt-
her, 1979; Adler-Nissen y col., 1983).

Adler-Nissen y Olsen (1979) informaron que la solubilidad de un hidrolizado de pro-
teinas de soja con alcalasa fue independiente del pH, haciéndola util para su inclusion en
bebidas frutales y otros alimentos 4cidos.

Otros autores sefialaron que la capacidad espumante y emulsificante de las proteinas
hidrolizadas del suero de la leche dependian de la enzima proteolitica utilizada; puesto que
ambas propiedades mejoraron después de una hidrodlisis con pepsina, pero lo contrario ocurrid
como consecuencia de la hidrolisis excesiva que produjo pronasa, en similares condiciones
(Kuehler y Stine, 1974).

Chobert y col. (1988) informaron que la protedlisis de caseina comercial purificada
por una proteasa de Staphylococcus aureus V8 aumentd su solubilidad en el rango de pH: 4 —
5,1, pero en esa condicion disminuy6 abruptamente la actividad emulsificante. Estos autores
atribuyeron sus resultados a la posible floculacion de las proteinas en las cercanias del pl,
pero presuponen que quizas influyan otros factores tales como la presencia de una mayor
cantidad de residuos cargados negativamente o de péptidos no anfifilicos (como se necesitan
para obtener buenas propiedades emulsificantes) después de la hidrolisis.

Estos ejemplos representativos, de los multiples que presenta la bibliografia, demues-
tran que cada proceso de hidrdlisis proteica debe ser estudiado individualmente con la enzima
de interés y que los resultados 6ptimos de los parametros funcionales (propiedades emulsio-
nantes, gelificantes, espumantes, solubilidad, etc.) implican generalmente situaciones de
compromiso de las variables operacionales (pH, temperatura, tiempo de hidrdlisis, relacion
enzima:sustrato, cantidad de agua agregada, etc.) que habra que resolver para obtener las
condiciones tecnolégicas que maximicen la produccién del hidrolizado proteico deseado.

La metodologia propuesta por la mayoria de los autores, estudia en forma indepen-
diente cada variable de la reaccion de hidrdlisis (Whitaker, 1974, 1977; Sorgentini y col.
1995; Radha y col. 2008). Es decir, no considera las interacciones que pueden producirse
entre las variables y su incidencia sobre los pardmetros funcionales de interés.

Por otra parte, el control del tamafio de los péptidos es esencial para lograr cambios
optimos y reproducibles en las propiedades funcionales del producto hidrolizado. Algunos

investigadores intentaron ejercer dicho control variando algunas condiciones de hidrdlisis
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(tiempo de reaccion, temperatura y actividad enzimatica) para modificar la velocidad de cli-
vaje de las uniones peptidicas (Adler-Nissen y Olsen, 1979). Luego, separaron los péptidos
obtenidos por ultracentrifugacion continua y los analizaron por cromatografia con el objeto
de vincular estos datos con los pardmetros funcionales de los hidrolizados proteicos produci-
dos en cada condicion estudiada.

Sin embargo, cuando el producto a hidrolizar contiene una mezcla de proteinas (como
la que contiene el queso de cabra) la separacion de los péptidos obtenidos y su correlacion
con los parametros funcionales de interés serian muy engorrosas.

Es por ello que, la presente invenci6n tiene por objeto desarrollar un disefio estadisti-
co de las variables involucradas en el proceso de hidrolisis del queso semiduro de cabra y
realizar el posterior analisis de los parametros funcionales de los hidrolizados obtenidos me-
diante técnicas quimiométricas, con el objeto de determinar las condiciones operacionales
que permitan obtener hidrolizados con propiedades funcionales éptimas para su incorpora-
cién a diferentes sistemas alimentarios. Mediante esta estrategia se evita la separacion de los
péptidos obtenidos por hidrélisis y su vinculacion con las propiedades funcionales.

Desde el punto de vista psicosensorial, 1as proteinas en su estado natural no contribu-
yen quimicamente a la formacion de sabores en los alimentos. En cambio, los productos de
hidrolisis tienen péptidos y aminoéacidos que le confieren sabor y son mucho mas reactivos
frente a otros componentes de los alimentos como los azucares y las grasas, creando sabores
especificos (Flavourzyme®, 2014).

Recientemente, en la industria alimenticia se comenzaron a comercializar quesos esta-
cionados (cheddar, parmesano, regianito y provolone) modificados enzimaticamente, con el
objeto de obtener un producto primario (pasta) cuya intensidad de sabor es varias veces supe-
rior a la del queso original; y como tal se puede utilizar para saborizar alimentos o para ser
agregada durante la elaboracion de otros quesos con el objeto de acelerar su maduracion (No-
varom ®, 2008).

De acuerdo a lo informado y publicitado por las mismas empresas, en la produccion
de los hidrolizados se priorizd realzar y potenciar el sabor de los quesos maduros, utilizando
enzimas lipoliticas y proteoliticas (capaces de hidrolizar grasas y proteinas, respectivamente),
generando moléculas mas pequefias (4cidos grasos libres, péptidos y aminoacidos) que influ-
yen sobre el desarrollo del gusto, aroma y textura del producto final. La evaluacién de los
mismos se realizaria mediante analisis psicosensorial de los hidrolizados obtenidos. Los que-

sos enzimaticamente modificados reemplazan ventajosamente a los quesos rallados en cual-



quier aplicacion industrial: galletitas, productos para copetin, horneados o extrudados, comi-
das, caldos y sopas, rellenos, chacinados, etc. (Unilever Food Solutions Argentina, 2008).

Se presentan en forma de pasta o de polvo seco, cuyo tamafio de particula y sabor fue
estandarizada (Novarom ®, 2008).

No obstante, las caracteristicas sapidoaromaticas del producto hidrolizado van a de-
pender del queso del que se parte, del tipo y de las proporciones de las enzimas utilizadas, asi
como de las variables involucradas en el tratamiento de las muestras.

No existe informacion disponible que estos tratamientos hayan sido realizados en que-
sos semiduros de cabra.

Por otra parte, la empresa Novozymes publicitéo un complejo fungal de exo y endo-
peptidasas para ser utilizado en la industria de los alimentos funcionales (food functionality
industry) con el objeto de hidrolizar una gran cantidad de proteinas, entre ellas las de la leche
(milk protein modification) (Novozymes ®, 2007).

Los “ingredientes funcionales”, como los denomina la empresa Novozymes, se pro-
ducen a partir de proteinas alimentarias hidrolizadas con enzimas tales como Alcalase ® y
Neutrase ®. Algunas propiedades importantes de las proteinas hidrolizadas y sus aplicaciones

en alimentos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Propiedades funcionales de las proteinas hidrolizadas y sus aplicaciones en alimen-

tos.
Propiedades Aplicaciones

Emulsificantes Carnes, aderezos de ensaladas, salsas,
blanqueadores de café.

Hidratacion Masas, pastas y carnes, salsas.

Viscosidad Bebidas, masas y pastas.

Gelacion Quesos, gelatinas y salsas.

Espumantes Merengues y tortas.

Cohesion (o union cohesiva) Masas, pastas y productos texturados.

Propiedades texturales Alimentos texturados.

Algunos hidrolizados de proteinas que se comercializan son: soja soluble isoeléctrica
(ISSPH), sustituto de clara de huevo (proteinas hidrolizadas de soja), emulsificantes de pro-
teinas de soja, gluten de trigo soluble, espumante de gluten de trigo, hidrolizados de células de

sangre, de proteinas de suero de queseria, de caseina, de gelatina, de proteinas solubles de
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carne y extracto de levadura (Aletor, 2010; Liu y col., 2015; Luo y col., 2014; Xu y col,,

2012).

Es importante destacar que no hay patentes (ni otros avales cientificos) que indiquen
que a los hidrolizados industriales de quesos se les hayan realizado estudios de las propieda-
des funcionales (emulsificacion, espumado, hidratacion, gelacién, hidrofobicidad, etc.), las
cuales constituyen un aspecto tecnoldgico esencial cuando un aditivo o ingrediente va a ser
incorporado en la elaboracion de diferentes sistemas alimentarios (sopas, pastas, confituras,
panes, salsas, etc.).

El analisis de los resultados de la protedlisis (propia de la maduracion del queso o in-
ducida posteriormente con enzimas proteoliticas) es a menudo algo complicado y multivarian-
te en su naturaleza. Existen antecedentes bibliograficos del anélisis de datos sensoriales des-
pués de la proteolisis mediante técnicas estadisticas multivariantes (Pripp y col. 2000). Sin
embargo, no se han aplicado dichas técnicas quimiométricas al estudio de las modificaciones
de las propiedades funcionales debidas a la proteélisis, objeto de esta Invencion.

Entonces, encontrar una correlacion significativa en un modelo multivariante indicaria
un vinculo importante entre los analisis (bioquimicos, fisico-quimicos y reoldgicos) y el com-
portamiento funcional del alimento hidrolizado a ser usado como ingrediente o aditivo de di-
ferentes sistemas alimentarios; mientras que si las correlaciones son poco significantes, estaria
indicando que las diferencias representadas por los analisis antes mencionados tienen bajo
impacto sobre el comportamiento funcional del alimento hidrolizado.

Por todo lo expuesto previamente, la presente invencion desarrolla un novedoso pro-
cedimiento estadistico para determinar la correlacién entre las variables involucradas en el
proceso de hidrélisis proteica del queso semiduro de cabra y los parametros funcionales de los
hidrolizados obtenidos, con el objeto de determinar las condiciones operacionales optimas
para obtener hidrolizados con propiedades funcionales a medida para su incorporacion a dife-
rentes sistemas alimentarios.

Para llegar a este objetivo se consider6 que:

J El hidrolizado proteico de queso semiduro de cabra va a poseer caracteristicas funcio-
nales mas adecuadas que el producto original para su uso como, ingrediente o aditivo
alimentario.

J La aplicacion de técnicas estadisticas multivariantes a los hidrolizados proteicos de

queso de cabra permite formular modelos empiricos — estadisticos para predecir y con-

trolar el comportamiento funcional de éstos.
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J Mediante estrategias de anélisis para multiples respuestas, tales como graficos de con-
torno y funciones de deseabilidad, es posible optimizar los pardmetros funcionales de

los hidrolizados proteicos de queso de cabra en funcion de la aplicacion deseada.

Objetivos

La presente invencidn tiene por objeto desarrollar una estrategia para predecir, contro-
lar y optimizar las propiedades funcionales de los hidrolizados proteicos de queso semiduro
de cabra para el disefio de aditivos funcionales a medida para determinados sistemas alimenti-
cios; utilizando una enzima proteolitica de origen vegetal, disponible comercialmente, de bajo
costo y aprobada para uso alimenticio, como es papaina (Carica papaya).
Para llevar a cabo este objetivo y otros que se haran evidentes de la lectura de la presente des-
cripcién, se provee un procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades
funcionales de hidrolizados proteicos de queso, que comprende las etapas de: a-hidrolizar
dispersiones acuosas de queso mediante el agregado de diferentes cantidades de una enzima
proteolitica en un buffer variando los siguientes factores de proceso: la temperatura, el tiempo
de hidrélisis, la cantidad de buffer agregado, relacion enzima/sustrato y el pH de las disper-
siones, donde los experimentos de hidrélisis se llevan a cabo aplicando un disefio Estadistico
Experimental Doehlert multinivel (DOE),
b-Determinar la variacién de los parametros funcionales del queso y de los hidrolizados pro-
teicos obtenidos en el paso a), donde dichos parametros funcionales se seleccionan del grupo
que comprende al menos una de las siguientes: el nitrogeno aminico libre (NA), el nitrégeno
soluble total (NT),el indice de solubilidad de proteinas (ISP), la viscosidad, la capacidad de
absorcion de agua (WHC), el agua retenida (HW), el indice de actividad emulsificante (IAE),
el indice de estabilidad de la emulsiéon (IEE), la capacidad espumante (FC), la estabilidad de
la espuma (FS) y la hidrofobicidad superficial (So), bajo diferentes condiciones de pH, tempe-
ratura, relacion enzima:sustrato, tiempo de hidrélisis y cantidad de buffer agregado,
c-Analizar y modelar los resultados obtenidos mediante técnicas quimiométricas, y
d-Optimizar los parametros funcionales de los hidrolizados proteicos en funcion del sistema
alimentario al cual van a ser incorporados utilizando estrategias de andlisis para multiples
respuestas, tales como graficos de contorno y de funciones de deseabilidad.
En otra modalidad preferida de la invencion se provee un procedimiento para para predecir,
controlar y optimizar las propiedades funcionales de hidrolizados proteicos de queso de

acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas incluye la etapa de evaluar el grado de hidrolisis
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obtenido, en las condiciones previamente establecidas, mediante métodos cromatograficos
(HPLC) y electroforéticos (SDS-PAGE).

Preferentemente, el procedimiento de la presente invencion utiliza una enzima proteolitica,
mas preferentemente, una enzima proteolitica de origen vegetal, tal como la papaina.

En otra modalidad preferida de la invencién, el procedimiento de la presente invenciéon com-
prende ademés, una etapa de hidrolisis de dispersiones de queso, con preferencia dispersiones
de queso de cabra, donde al menos una de las condiciones operativas del proceso de hidrolisis
(factores del proceso de hidrélisis) seleccionadas entre el pH, la relacién enzima: sustrato, la
temperatura, el tiempo de hidrélisis y la cantidad de buffer, se varia dentro de rangos prede-
terminados. Ellos son los siguientes rangos:

el pH se varia entre 4 y 10, preferentemente entre 5y 9;

la relacion enzima: sustrato se varia entre 4, 4.10° y 0,3 (mg /g de caseina del queso), prefe-
rentemente entre 5,5.10° y 0,22 (mg /g de caseina del queso);

la temperatura se varia entre 25 y 85 °C, preferentemente, entre 35y 70° C;

los tiempo de hidrolisis se varian entre 25 y 320, preferentemente, entre 30 a 270 min;

la cantidad de buffer se varia entre 8 y 36 (g de buffer / g de proteina), preferentemente, entre
10 y 30 (g de buffer / g de proteina).

Los hidrolizados obtenidos por medio del presente procedimiento poseen propiedades Optimas
y pueden ser incorporados a diversos sistemas alimentarios, tal como salsas y sopas, mousse

de queso, productos de panificacion y aceleradores de la maduracion de otros quesos duros.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Superficie de respuesta de nitrégeno aminico libre (NA) de los hidrolizados protei-
cos de queso de cabra y la interaccion entre la temperatura y la cantidad de buffer agregado.
Figura 2: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados de nitrogeno
aminico libre (NA) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los valores experi-
mentales, segun el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.

Figura 3: Superficie de respuesta de nitrégeno soluble total (NT) de los hidrolizados protei-
cos de queso de cabra y las interacciones de la cantidad de buffer agregado con: (a) la tempe-
ratura y (b) la relacion E:S.

Figura 4: SDS-PAGE comparativo de las muestras ID N° 27 e ID N° 15 (Tabla 6) de los hi-

drolizados proteicos de queso de cabra.
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Figura 5: Correlacién entre el error relativo porcentual de los valores calculados de nitrégeno
soluble total (NT) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los valores experi-
mentales, segtin el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.

Figura 6: Correlacion entre el indice de solubilidad de proteinas (ISP) calculado y experi-
mental, y la cantidad de buffer agregado a los hidrolizados proteicos de queso de cabra.
Figura 7: Correlacion entre el indice de solubilidad de proteinas (ISP) y el nitrégeno soluble
total (NT) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra (coeficiente de correlacion:
0,5861).

Figura 8: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados para el indi-
ce de solubilidad de proteinas (ISP) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los
valores experimentales, segin el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.
Figura 9: Superficie de respuesta de la viscosidad (n) de los hidrolizados proteicos de queso
de cabra y la interaccion entre la temperatura y la cantidad de buffer agregado.

Figura 10: Correlacion del error relativo porcentual de los valores modelados de nitrégeno
total (NT) respecto a los experimentales vs los valores experimentales de nitrégeno total
(NT).

Figura 11: Dependencia de la viscosidad (n) con la temperatura de los hidrolizados proteicos
de queso de cabra, segun el modelo logaritmico para soluciones acuosas poliméricas.

Figura 12: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados de viscosi-
dad (n) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los valores experimentales,
segun el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.

Figura 13: Correlacion entre el indice de solubilidad de proteinas (ISP) y el nitrégeno soluble
total (NT) de los hidrolizados de queso semiduro de cabra.

Figura 14: Cromatogramas comparativos obtenidos por HPLC de los hidrolizados proteicos
de queso de cabra (N° ID 10 y 27) y su respectivos blanco sin papaina.

Figura 15: Espectros de masa (EM) de las fracciones separadas y colectadas por HPLC (tr:
A: 3 miny B: 62,5 min de la muestra ID N° 27), correspondiente al hidrolizado proteico de
queso de cabra.

Figura 16: Superficie de respuesta del indice de actividad emulsificante (IAE) de los hidroli-
zados proteicos de queso de cabra y la interaccion entre la relacion E:S y el tiempo de hidrdli-

S1S.
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Figura 17: Correlacién entre el error relativo porcentual de los valores calculados para el
indice de actividad emulsificante (IAE) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus
los valores experimentales, segiin el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.
Figura 18: Superficie de respuesta del indice de estabilidad de la emulsion (IEE) de los hidro-
lizados proteicos de queso de cabra y la interaccion entre la temperatura y la relacion E:S.
Figura 19: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados del indice
de estabilidad de la emulsion (IEE) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los
valores experimentales, segun el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.
Figura 20: Independencia de la capacidad espumante (FC) respecto de los factores estudiados
(temperatura, pH, relacién E:S, cantidad de buffer agregado y tiempo de hidrélisis). E
Figura 21: Dependencia de la estabilidad de la espuma (FS) con el tiempo de hidrélisis de los . %
hidrolizados proteicos de queso de cabra. |
Figura 22: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados del indice
de estabilidad de la espuma (FS) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los
valores experimentales, segtin el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.
Figura 23: Dependencia de la capacidad de retencion de agua (WHC) con (a) el pH y la rela-
cion E:S, (b) la cantidad de buffer agregado y la relacién E:S, y (c) la cantidad de buffer agre-
gado y el pH de los hidrolizados proteicos de queso de cabra.

Figura 24: Dependencia del indice de solubilidad de proteinas (ISP) con la capacidad de re-
tencién de agua (WHC) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra.

Figura 25: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados de la capa-
cidad de retencion de agua (WHC) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los
valores experimentales, seglin el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.
Figura 26: Superficie de respuesta del porcentaje de agua retenida (HW) de los hidrolizados
proteicos de queso de cabra y la interaccion de la temperatura y la cantidad de buffer agrega-
do.

Figura 27: Dependencia del indice de solubilidad de proteinas (ISP) con el porcentaje de
agua retenida (HW) de los hidrolizados proteicos de queso semiduro de cabra.

Figura 28: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados del agua
retenida (HW) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los valores experimenta-
les, segun el disefio estadistico experimental mostrado en la Tabla 6.

Figura 29: Superficie de respuesta de la hidrofobicidad superficial (So) de los hidrolizados

proteicos de queso de cabra y la interaccion entre el tiempo de hidrdlisis y la temperatura.
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Figura 30: Correlacion entre el error relativo porcentual de los valores calculados de la hidro-
fobicidad superficial (So) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los valores
experimentales, segun el disefio experimental mostrado en la Tabla 6.

Figura 31: Funcién deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs relacion E:S y cantidad de buffer agregado para el disefio
de un aditivo para panificacion con propiedades funcionales a medida.

Figura 32: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. pH y tiempo de hidrélisis para el disefio de un aditivo
para panificacién con propiedades funcionales a medida.

Figura 33: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. temperatura y tiempo de hidrdlisis para el disefio de un
aditivo para panificacion con propiedades funcionales a medida.

Figura 34: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs relacion E:S y cantidad de buffer agregado para el disefio
de un aditivo para salsas y sopas con propiedades funcionales a medida.

Figura 35: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. pH y tiempo de hidrélisis para el disefio de un aditivo
para salsas y sopas con propiedades funcionales a medida.

Figura 36: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. temperatura y tiempo de hidrélisis para el disefio de un
aditivo de salsas y sopas con propiedades funcionales a medida.

Figura 37: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. temperatura y tiempo de hidrdlisis para el disefio de un
aditivo para acortar la maduracion de otros quesos duros con propiedades funcionales a medi-
da.

Figura 38: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. pH y tiempo de hidrdlisis para el disefio de un aditivo
para acortar la maduracion de otros quesos duros con propiedades funcionales a medida.
Figura 39: Funcion deseabilidad de las respuestas de las propiedades funcionales de un hidro-
lizado proteico de queso de cabra vs. relacion E:S y cantidad de buffer agregado para el dise-
fio de un aditivo para acortar la maduracién de otros quesos duros con propiedades funciona-

les a medida.
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Descripcion detallada de la invencion

En nuestro pais el Cédigo Alimentario Argentino define al queso como “el producto
fresco 0 madurado que se obtiene por separacién parcial del suero de la leche o leche reconsti-
tuida (entera, parcial o totalmente descremada), o de sueros lacteos, coagulados por la accioén
fisica del cuajo, de enzimas especificas, de bacterias especificas, de dcidos organicos solos o
combinados, todos de calidad apta para uso alimentario; con o sin el agregado de sustancias
alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos especificamente indicados, sustancias
aromatizantes y materiales colorantes” (articulo 605 - (Resolucién Conjunta SPRYRS y SAG-
PyA N° 33/2006 y N° 563/2006)).

Se entiende por queso fresco el que esté listo para el consumo poco después de su fa-
bricacion, mientras que por queso madurado el que ha experimentado los cambios bioquimi-
cos y fisicos necesarios y caracteristicos de la variedad de queso.

Para la clasificacion de los quesos se utilizan distintos criterios generales y no se impi-
de el establecimiento de denominaciones y requisitos mas especificos, caracteristicos de cada
variedad de queso.

De acuerdo con el contenido de materia grasa del extracto seco en porcentaje, los que-
sos se clasifican en:

Extra graso o doble crema: cuando contengan no menos del 60%.
Grasos: cuando contengan entre 45,0 y 59,9%.

Semigrasos: cuando contengan entre 25,0 y 44,9%.

Magros: cuando contengan entre 10,0 y 24,9%.

Descremados: cuando contengan menos de 10,0%.

De acuerdo con el contenido de humedad, en porcentaje, los quesos se clasifican en:
Quesos de baja humedad (generalmente conocidos como de pasta dura): humedad hasta
35,9%.

Quesos de mediana humedad (generalmente conocidos como de pasta semidura): humedad
entre 36,0 y 45,9%.
Quesos de alta humedad (generalmente conocidos como de pasta blanda o macios): humedad
entre 46,0 y 54,9%.

Quesos de muy alta humedad (generalmente conocidos como de pasta muy blanda o mole):
humedad no menor a 55,0%. Los quesos de muy alta humedad se clasificardn a su vez de
acuerdo con: si han recibido o no, tratamiento térmico luego de la fermentacion, en:

»  Quesos de muy alta humedad tratados térmicamente.
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Quesos de muy alta humedad.

Siguiendo con el articulo 605 del Codigo Alimentario Argentino: en la elaboracion de

quesos se utilizaran:

v

Ingredientes obligatorios: Leche y/o leche reconstituida (integral o entera, semidesnata-

da o parcialmente descremada, desnatada o descremada y/o suero lacteo).
Se entiende por leche la proveniente de especies bovina, caprina, ovina o bufalina.
Cuando no exista una referencia especifica de la especie, entiéndase como leche bovina.
Coagulante apropiado (de naturaleza fisica y/o quimica y/o bacteriana y/o enzimaética).

Ingredientes opcionales: Cultivo de bacterias lacticas u otros microorganismos especifi-

cos, cloruro de sodio, cloruro de calcio, caseina, caseinatos, solidos de origen lacteo, es-
pecias, condimentos u otros ingredientes opcionales, permitidos solamente conforme a
lo previsto explicitamente en los articulos que describen variedades individuales o gru-
pos de variedades individuales de ciertas variedades particulares de quesos.

Aditivos: Podran ser utilizados en la elaboracion de quesos los aditivos indicados en la
lista que figura a continuacion en la que se indica ademas la clase de queso para la o las
cuales estan autorizados. La utilizacion de otros aditivos podra estar autorizada en los
articulos que describen variedades individuales o grupos de variedades individuales de

quesos.

Tabla 2: Aditivos permitidos en la elaboracién de quesos.

INS Nombre Funcién maxima Limite / Conc. Clase de
) queso (*)
330 Acido citrico Regulador de acidez b.p.f. m.a.h.
270 Acido lactico Regulador de acidez b.p.f. m.a.h.
260 Acido acético Regulador de acidez b.p.f. m.a.h.
Aroma natural de ahu- Aromatizante b.p.f. m.a.h.,
mado a.h., mh,,
Aromatizantes (excepto  Aromatizante b.p.f. m.a.h.
aromas a queso y crema)
234 Nisina Conservador 12,5 mg/kgde m.ah,
. queso a.h., mh.,
200 Acido sorbico Conservador 1000 mg/kgde m.ah.,
201 Sorbato de sodio queso en acido  a.h.,, m.h.,
202 Sorbato de potasio sorbico b.h.
203 Sorbato de calcio

17



INS

251
252

1105
235

160a ii
160b

140 i
1401
1411

100

120
160a i

1011
162
928

171
466

407

412

410

415

416

414

406

Nombre

Nitrato de sodio

Nitrato de potasio (solos
o combinados)
Lisozima

Natamicina (s6lo en la
superficie de los quesos,
quesos cortados o fetea-
dos)

Carotenoides naturales

Betacaroteno, Bixina,
Norbixina, Urucu, Anna-
to, Rocu

Clorofila

Clorofilina

Clorofila cuprica, sales

deNayK

Carcuma, Curcumina

Carmin

Betacaroteno sintético
(idéntico al natural)
Riboflavina

Rojo de remolacha
Perdxido de Benzoilo

Didxido de Titanio
Carboximetilcelulosa

Carragenina

Goma Guar

Goma de Algarrobo o
jatai (1)

Goma xantano

Goma karaya

Goma arabiga

Agar

Funcién maxima

Conservador

Conservador
Conservador

Colorante

Colorante

Colorante

Colorante
Colorante

Colorante
Colorante
Colorante

Colorante
espesante/estabilizante

espesante/estabilizante
espesante/estabilizante
espesante/estabilizante
espesante/estabilizante
espesante/estabilizante
espesante/estabilizante

espesante/estabilizante

Limite / Conc.
50 mg/kg de
queso (en nitra-
to de sodio)

25 mg/l de le-

1 mg/dm2 max.
5 mg/kg no
detectable a 2
mm de profun-
didad. Ausencia
en la masa

10 mg/kg de
queso (como
norbixina)

15 mg/kg de
queso (en clo-
rofila)

b.p.f.

b.p.f.

600 mg/kg de
queso

b.p.f.

b.p.f.

20 mg/1 de le-
che

b.p.f.

5 g/kg de queso
5 g/kg de queso
5 g/kg de queso
5 g/kg de queso
5 g/kg de queso
5 g/kg de queso
5 g/kg de queso

5 g/kg de queso

Clase de

queso (*)

m.h., b.h.

m.h., b.h.
m.a.h.,
a.h., m.h.
b.h.

m.a.h.,
a.h., m.h.
b.h.

a.h., m.h.
b.h.

m.a.h.,
a.h., m.h.
m.a.h.
m.a.h.,
a.h., mh
b.h.

a.h., m.h.
b.h.

a.h., m.h.
m.a.h.
**)
m.a.h.
**)
m.a.h.
**)
m.a.h.
(**)
m.a.h.
**)
m.a.h.
(**)
m.a.h.
**)
m.a.h.

(**)

b

ki

b

b

*3

b

b
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Clase de

INS Nombre Funcién maxima Limite / Conc. queso (*)
400 Acido alginico espesante/estabilizante 5 g/kg de queso  m.a.h.
401 Alginato de sodio **)

403 Alginato de amonio
404 Alginato de calcio
405 Alginato de propilengli-
col
440 Pectina o pectina amida-  espesante/estabilizante 5 g/kg de queso  m.a.h.
da (* *)
402 Alginato de potasio espesante/estabilizante 500 mg/kg de m.a.h.
queso (**)
Almidones modificados  espesante/estabilizante  b.p.f. m.a.h.
**)
Lipasas Agente de maduracion  b.p.f. m.h., b.h.
Proteasas Agente de maduraciéon  b.p.f. b.h.

(*) m.a.h. quesos de muy alta humedad.

a.h. quesos de alta humedad.

m.h. quesos de mediana humedad.

b.h. quesos de baja humedad.

(**) quesos de muy alta humedad tratados térmicamente.

(1) Entiéndase "Goma Garrofin" como sinénimo de Goma de Algarrobo o Jatai.

v' Coadyuvantes de tecnologia / elaboracion: Podran ser utilizados en la elaboracion de los
quesos de muy alta humedad tratados térmicamente los cultivos de bacterias lacticas u

otros microorganismos especificos.

También en el Codigo Alimentario Argentino se establecen practicas de higiene para
la elaboracion del producto. La leche a ser utilizada debera ser higienizada por medios meca-
nicos adecuados y sometida a pasteurizacion, o tratamiento térmico equivalente para asegurar
fosfatasa residual negativa (AOAC, 1995, 979.13 p.823) combinado o no con otros procesos
fisicos o bioldgicos que garanticen la inocuidad del producto. Queda excluida de la obligacion
de ser sometida a pasteurizacion o tratamiento térmico la leche higienizada que se destine a la
elaboracion de quesos que se sometan a un proceso de maduracién a una temperatura superior
a los 5°C durante un lapso no menor de 60 dias.

Los quesos deberan responder a las siguientes exigencias:

1. Criterios macroscOpicos y microscopicos: el producto no debera contener sustancias ex-
trafias de cualquier naturaleza.

2. Criterios microbioldgicos: los quesos deberan cumplir con lo establecido en la Tabla 3.
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3. Contaminantes: los contaminantes organicos e inorganicos no deben estar presentes en

cantidades superiores a los limites establecidos en el Cédigo Alimentario Argentino.

Tabla 3: Requisitos microbioldgicos de los quesos de mediana humedad (36% < humedad <

46%):
Microorganismos Criterios de Categoria Métodos de Ensayo
€ Aceptaciéon ICMSF

Coliformes/g n=5c¢=2

(30°C) m=1000 M = 5000 5 FIL 73A : 1985

Coliformes/g n=5c¢c=2

(45°C) m =100 M =500 5 APHA 1992, Cap. 24

(APHA, 1992)

Estafilococos coag. n=5c¢=2

positiva /g. m=100 M=1000 5 IL 145 : 1990
n=5¢=0

Salmonella spp /25 g. m=0 10 FIL 93A : 1985

Listeria monocytogenes/ n=5¢=0

25g m=0 10 FIL 143 : 1990

n: numero de unidades de muestra analizada.

¢: numero maximo de unidades de muestra cuyos resultados pueden estar comprendidos entre
m (calidad aceptable) y M (calidad aceptable provisionalmente).

m: nivel méximo del microorganismo en el alimento, para una calidad aceptable.

M: nivel méximo del microorganismo en el alimento, para una calidad aceptable provisional-
mente.

Fuente: ICMSF - Métodos de Muestreo para Analisis Microbiologicos.

M¢étodo de toma de muestra: FIL 50 C: 1999.

El articulo 611 del Codigo Alimentario Argentino establece las condiciones en que
debe comercializarse el queso excluyendo el contenido de sustancias extrafias o de microor-
ganismos, larvas o insectos, como asi también los que contengan toxinas, o residuos de pla-
guicidas, antimicrobianos o cualquier sustancia quimica en cantidades superiores a lo permiti-

do por el mismo Cddigo.
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Maduracion del queso

El queso en su origen fue una forma de conservar los principales nutrientes de la leche
(proteinas y lipidos). Asi, se evitd el desarrollo de microorganismos patégenos y alterantes
por la combinacion de acidificacion, deshidratacion, bajo potencial redox y salado.

Sin embargo, en la mayoria de las variedades de queso la actividad de agua que se
mantiene permite una serie de cambios bioquimicos, microbioldgicos y enzimaticos que °de-
penden de la composicion de la cuajada, microbiota existente y actividad residual de las en-
zimas nativas de la leche y del cuajo, y contribuyen a la maduracion durante su almacena-
miento en condiciones de humedad y temperatura controladas.

Las caracteristicas de cada tipo de queso son debidas al proceso de elaboracién y al

origen de la leche utilizada (vaca, oveja o cabra), tal como se describe en la Tabla 4.

Tabla 4: Factores en la produccioén que originan distintos estilos de queso.

Temperatura de

Origen de Cuajada coccién de la cua- Microbiota acompa-
la leche ilante
jada

Vaca o Acida. o Pasta cruda o Bacterias lacticas
Oveja - Accién de microorganismos o Pasta cocida a. Homo- o hetero-
Cabra (in6culos o microbiota nati- fermentativas.
Otros: va). b. Mesofilas, termofi-
yegua, - Ajuste directo del pH (glu- las.
camella, cono —(J- lactona, acidos or- . Adjuntos no ini-
etc. ganicos). ciadores.

o Enzimaética. Levaduras superfi-

Cuajo animal.
Cuajo microbiano.
Quimosina recombinante.

Cuajo vegetal.

o Mixta.

ciales.

Mohos superficia-
les.

Bacterias superfi-
ciales.

Mohos interiores.

La maduracion del queso implica cambios en las propiedades de la cuajada, acompa-
flados por el desarrollo de sus caracteristicas tipicas. La glicolisis, lipdlisis y protedlisis son

reacciones primarias de hidrélisis de los principales componentes de la leche: lactosa, triglicé-
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ridos y proteinas, y son en gran parte responsables de los cambios de textura y del sabor basi-
co del queso.

Posteriormente, ocurren numerosas transformaciones de los productos finales de estas
reacciones primarias hasta compuestos directamente implicados en el desarrollo del aroma y
sabor tipico del mismo (Fox y Law, 1991).

Glicdlisis

La lactosa de la leche se elimina en gran parte durante el drenaje del suero de queseria,
pero la fraccion remanente (0,7 — 1,5%) es fermentada principalmente a 4cido L-lactico. El
acido L-lactico producido es metabolizado hasta CO, y H,0, y una serie de 4cidos de cadena
corta, 0 sus correspondientes sales, dependiendo de la microbiota y la tecnologia de elabora-
cion de cada variedad de queso. El 4cido L-lactico producido en la fermentacion de la lactosa
Junto con los 4cidos volatiles, aldehidos y alcoholes contribuye al aroma del queso.

La transformacion de la lactosa en acido L-lactico por las bacterias del cultivo inicia-
dor ocurre fundamentalmente en la cuba de fermentacion, aunque también contintia durante el
prensado y el oreo. El pH disminuye hasta valores proximos a 5,2-5,5.

Ademds, la lactosa puede ser utilizada por las bacterias del cultivo, pero en ocasiones
también puede utilizarse por bacterias heterofermentativas indeseadas, lo que da lugar a la
aparicion de defectos como agrietamiento u ojos en el queso (Fox y col., 1996).

En ciertas variedades, tales como los quesos tipo Emmental, se afiaden bacterias pro-
pidnicas junto al cultivo iniciador para dar lugar a una fermentaciéon secundaria del 4cido
L-lactico con produccion de 4cidos propidnico y acético, asi como también CO, responsable
de la formacioén de ojos en la pasta del queso (Shin y col., 2011).

Algunas bacterias lacticas como Leuconostoc y Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis metabolizan el citrato que permanece en la cuajada tras el desuerado originando
principalmente acetoina y diacetilo, compuestos que intervienen en el aroma de quesos y de la
manteca (Fox y col. 1990).

Lipdlisis

La lip6lisis no es un fendmeno predominante en la maduracién de la mayoria de los
quesos, a excepcion de los madurados por mohos y algunas variedades de quesos elaborados
con pastas de cuajo. Los productos que se generan a partir de la grasa de leche son 4cidos gra-
sos libres, algunos de los cuales son volatiles y contribuyen en gran medida al aroma del que-

so. Ademads, son precursores de otros compuestos involucrados en el aroma como ésteres eti-
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licos y metilicos y metilcetonas. El exceso de lipolisis puede dar lugar a sabores rancios, a
jabdn y otros defectos (Mc Sweeney y Sousa, 2000).

Las enzimas lipoliticas del queso pueden proceder de la leche, de los microorganismos
o de las preparaciones enzimadticas (pastas de cuajo), que se afiaden a la leche como coagulan-
te en la elaboracion de quesos italianos como el Romano y el Parmesano y algunos espafioles
como el Majorero de Fuerteventura. Sin embargo la lipasa nativa de la leche es termosensible
por lo que esta enzima sélo es activa en el queso elaborado con leche cruda (Battistotti y col.
1993; Prado y col. 1993). '

Las bacterias lacticas presentan débil actividad lipolitica, aunque se han detectado ac-
tividades esterasicas en Lactococcus y Lactobacillus (Khalid y Marth, 1990; Williams y
Banks, 1997).

Los enterococos, presentes en algunos quesos como consecuencia de la contaminacion
ambiental también presentan actividad lipolitica aunque su actividad proteolitica es superior
(Menéndez y col 1999a; Tzanetakis y Litopoulou Tzanetaki, 1989).

Las bacterias psicrotrofas pueden proliferar en la leche durante la refrigeracion (espe-
cialmente si la leche no ha recibido un tratamiento de termizacion previo a la pasteurizacion o
esterilizacion), y si esto sucediese serian una fuente importante de enzimas lipoliticas. Las
lipasas de estos microorganismos son termorresistentes y se asocian a la superficie del glébulo
graso, quedando retenidas en la cuajada. De esta forma, las lipasas de las bacterias psicrotro-
fas pueden seguir actuando durante la maduracion del queso (Serhaug y Stepaniak, 1997).

Los micrococos ejercen su actividad lipolitica sobre los acidos grasos de cadena larga,
proporcionando mono y diglicéridos hidrolizables por las bacterias lacticas, modificando el
desarrollo del aroma (Menendez y col., 1999b).

Los mohos que crecen en la superficie o en el interior de ciertos tipos de quesos po-
seen una actividad lipolitica importante. En los quesos azules, las lipasas de Penicillium ro-
queforti hidrolizan la grasa de la leche liberando principalmente los 4cidos butirico, caproico,
caprilico y céprico, asi como también otros acidos grasos de cadena larga. En este tipo de
quesos, ¢l sabor y aroma se debe principalmente a la presencia de metilcetonas producidas por
oxidacion de los acidos grasos libres (Fox y col. 1996).

Los hongos del género Aspergillus y Penicilium son capaces de producir lipoxidasas, en-
zimas que catalizan la incorporacién de O, en la cadena del acido graso, segun la ecuacién

(Barberis y Quiroga, 2008).
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oxidacion descarboxilacién

HOOC—R——mm HOOC—-—|Cl:——R’ —= CHj; ?—-R’
0] 0]
metilcetona

ecuacion (1)

Protedlisis

La protedlisis, proceso mediante el cual la caseina (proteina mayoritaria de la leche) se
hidroliza a compuestos de menor peso molecular como péptidos y aminodcidos libres, es uno
de los fenémenos mas importantes que tienen lugar durante la maduracién de muchos tipos de
quesos, pues contribuye tanto a la textura como al aroma y sabor del producto terminado.

Los fenémenos proteoliticos pueden dividirse en proteolisis primaria y secundaria.

La prote6lisis primaria corresponde a la hidrdlisis de las caseinas, liberando péptidos
de distinto tamafio. Se produce como resultado de la accidn del cuajo (quimosina y pepsina),
de las proteasas nativas de la leche (plasmina) y en menor medida de las proteasas de las bac-
terias lacticas del fermento (Hayaloglu y col., 2013).

La protedlisis secundaria convierte estos péptidos en aminoacidos libres, y estos sirven
de sustrato para la produccion de otras sustancias sapidas. Los microorganismos del queso son
los principales responsables de la protedlisis secundaria (Murtaza y col., 2014).

La proteolisis influye en la textura debido a la rotura de la malla proteica, al incremen-
to del pH por formacién de NH; y a la mayor capacidad de retener agua por los grupos amino
y carboxilo formados. La formacién de péptidos de pequefio tamafio molecular y aminoacidos
influye directamente en el sabor basico del queso. Ademads, los aminoacidos son precursores
de otros compuestos responsables del aroma (Oliszewski y col., 2013).

En la proteolisis también se originan compuestos responsables de caracteristicas orga-
nolépticas no deseadas, como péptidos amargos, cuyo nivel en determinadas ocasiones puede
superar el umbral de percepcion sensorial del amargor. La accion de las enzimas proteoliticas
desempefia un papel especial en la formacién de sabores amargos. En contra de opiniones
previas, que relacionaban el sabor amargo con aminodacidos especificos o con la longitud de la
cadena peptidica, Ney (1979) fue el primero en relacionar el amargor de los productos lacteos
con la hidrofobicidad promedio de los péptidos, y encontr6é que los péptidos de 100-600 Da
con una hidrofobicidad promedio de mas de 1400 cal/mol daban lugar a sabores amargos.
Posteriores trabajos indican que la presencia de un aminoécido basico (como la arginina) en el
extremo N-terminal o la presencia de un aminoacido hidrofébico en el extremo C-terminal

aumentarian el amargor (Kanehisa y Okai, 1984; Shigenaga y col., 1984).
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El grado de protedlisis varia entre los distintos tipos de queso, desde las variedades

con poca proteélisis como el Mozzarella, a aquellas otras como los quesos azules madurados

por mohos, donde la proteélisis es muy intensa (Cais-Sokolinska y col., 2014).

Agentes proteoliticos

En la degradacion de la caseina intervienen distintas enzimas proteoliticas, entre las que des-

tacan:

La quimosina, asi como otros cuajos de origen animal, vegetal y microbiano, participan en
el proceso de coagulacion (por hidrélisis) de la K-caseina y son responsables de la hidroli-
sis inicial de la a S; - caseina durante la maduracion del queso (Bijl y col., 2014).

Las enzimas proteoliticas endogenas de la leche, estan constituidas mayoritariamente por
la plasmina y la catepsina, siendo la k-caseina el sustrato preferido de la plasmina (Khaldi
y col,, 2014).

Las proteasas microbianas presentes en la leche cruda proceden principalmente de las bac-
terias psicrotrofas. Estos microorganismos, fundamentalmente del género Pseudomonas,
sintetizan proteasas termorresistentes que pueden dar lugar a efectos adversos durante la
elaboracion y maduracién del queso. La mayoria de las proteasas de psicrotrofos tienen
actividad coagulante de la leche, porque degradan k- y a-caseinas y tienen una actividad
variable sobre proteinas séricas no desnaturalizadas (Serhaug y Stepaniak, 1997).

Las enzimas proteoliticas de las bacterias lacticas que forman parte del cultivo iniciador
en la elaboracion del queso son de los géneros Lactococcus, Lactobacillus y Streptococ-
cus, y actuan hidrolizando la caseina y los polipéptidos originados por el cuajo, dando
péptidos pequefios y aminoacidos (Visser, 1993).

Las enzimas proteoliticas de bacterias lacticas que no forman parte del cultivo iniciador
(NSLAB, segun sus iniciales en inglés) provienen de lactobacilos heterofermentativos fa-
cultativos, y constituyen la poblacién microbiana mayoritaria al final de la maduracion de
muchos quesos. En algunos tipos de quesos también se encuentran enterococos, microor-
ganismos que poseen un sistema proteolitico muy activo (Bhowmik y Marth, 1990).

Otras enzimas proteoliticas microbianas proceden de la microbiota secundaria y de con-
taminacion. Entre ellos, los micrococos poseen un sistema proteolitico muy importante,
que participa en la degradacion de la oS- y x-caseina (Bhowmik y Marth, 1990; Menén-
dez y col. 1999a). Las proteinasas de microorganismos de Penicillium spp., Geotrichum
candidum y Brevibacterim linens juegan un papel importante en la proteolisis de quesos

madurados por mohos (Gripon y Fox, 1993).
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La intensidad de la protedlisis durante la maduracion del queso depende de la natura-
leza y concentracién de las enzimas proteoliticas arriba mencionadas y de varios factores que
modifican su actividad, tales como pH, temperatura, concentracion de sales y potencial redox

(Shahab Lavasani y col., 2012).

Maduracion acelerada de los quesos

La maduracién del queso es un proceso costoso y relativamente largo, de ahi las indu-
dables ventajas econémicas que redundarian del control de este proceso mediante la acelera-
cion en el desarrollo de sus caracteristicas organolépticas.

Muchos de los estudios realizados en este sentido se han centrado sobre la proteolisis,
al ser éste el proceso fundamental que ocurre en la maduracién de la mayoria de los quesos.
Los cambios bioquimicos que se producen durante la maduracion deben realizarse de forma
acompasada para obtener un queso de la calidad requerida.

A pesar de ser un objetivo muy deseado por la industria alimentaria la maduracion
acelerada todavia no ha conseguido resultados satisfactorios para los quesos de mesa, a veces
por la pérdida de armonia entre los procesos de proteolisis primaria y secundaria, otras por el
elevado costo de los procesos descritos.

La proteolisis que ocurre durante la maduracion del queso proporciona péptidos de ba-
jo peso molecular y aminodcidos libres que intervienen en el sabor basico del mismo y son
precursores de compuestos volatiles que inciden en el resultado final.

Los procedimientos basados en el aumento de la protedlisis estan orientados a acelerar
la formacion del aroma y el sabor del queso. La forma en que estos procedimientos afectan a
las reacciones finales de la formacion de los compuestos volatiles es un tema de investigacion
sobre el que existen pocos datos todavia.

Los métodos para acelerar la maduracion del queso son motivo de atencioén y revision
periddica (El Soda y Pandian, 1991; Fox y col., 1996; Izco y col., 1999; Manning y col.,
1984). La elevacion de la temperatura de maduracion, la inclusién de enzimas exdgenas, la
utilizaciéon de fermentos con modificaciones quimicas, fisicas o genéticas, y el uso de cultivos
adjuntos o de homogeneizados de queso son los métodos estudiados hasta el momento para

acelerar la proteolisis del queso y son revisados a continuacion.

Elevacion de la temperatura
El incremento de la temperatura de maduracion es un método efectivo, sin dificultades
técnicas, que no supone elevados costos ni barreras legales. No obstante, su aplicacion, ade-

mas de aumentar el riesgo de crecimiento de microorganismos alterantes, sélo es factible en
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ciertas variedades de queso (Folkertsma y col., 1996). Es de destacar que debido a su accion

inespecifica puede dar lugar a la aparicién de alteraciones.

Adicion de enzimas

La adicidn de enzimas ha sido el método mas estudiado para acelerar la proteolisis de
los quesos (Ezzat, 1990; Fernandez Garcia y col., 1993; Fernandez Garcia y col., 1994; Kosi-
kowski y Iwasaki, 1974), pero su aplicacion no parece ser comercialmente viable al presentar
una serie de desventajas como son: barreras legales en diferentes paises, falta de control sobre
su actuacion durante la maduracion del queso, y dificultad de una distribucidn uniforme en la
cuajada. La encapsulacion de las enzimas permite solucionar este Giltimo problema pero hasta
la fecha la eficiencia del proceso es baja y los costos elevados (Lariviere y col., 1991; Picon y
col., 1995, 1996, 1997).

Existen numerosos trabajos en los que se ha estudiado la adicién de combinaciones de
enzimas con distinta especificidad. En queso tipo Manchego la adicién de FlavourAge (mez-
cla de proteinasas, peptidasas y lipasas de A. oryzae) acorté la maduracién sin alterar las ca-
racteristicas sensoriales del producto (Jin y Park, 1996). En queso Manchego se han utilizado
también preparados enziméticos con actividad lipolitica, con buenos resultados organolépticos

(Fernandez Garcia y col., 1993).

Pastas de queso (“Cheese slurries”)

Este método fue desarrollado inicialmente como un método de estudio en el laborato-
rio sobre los fendmenos de maduracién de una forma acelerada. Las pastas de queso son papi-
llas con un contenido aproximado en sélidos totales del 40%, en las que se desarrolla un com-
pleto aroma y sabor después de ser incubadas a 30°-35 °C durante 4-5 dias (Thakar y Upadh-
yay, 1992). Estas pastas asi maduradas pueden ser afiadidas en el proceso de elaboracion del
queso, tanto a la leche como a la cuajada, para acelerar la maduraciéon (Ammar y col., 1994).
La incorporacién de proteinasas, lipasas y oligoelementos a las pastas mejora su efectividad.

El principal inconveniente de la utilizacion de las pastas de queso es el alto riesgo de
contaminacion microbiana.

Este método ha derivado en una tecnologia explotada comercialmente que produce los
quesos modificados enziméticamente, que son utilizados como base para hacer productos con

sabor a queso (Kilcawley y col., 1998).

Adicion de adjuntos
La adicién de adjuntos, especialmente lactobacilos de elevada actividad peptidasica,

para acelerar el desarrollo del aroma y sabor del queso tiene un gran interés potencial. En este
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sentido se ha descrito como el empleo de cepas seleccionadas de lactobacilos mesdfilos au-
menta la concentracion de aminoacidos precursores del aroma, mejorando las caracteristicas
sensoriales del queso (Mc Sweeney, 2004). No obstante aun son necesarios mas estudios con

el fin de seleccionar aquellas cepas que aporten las caracteristicas Optimas deseadas.

Adicion de aminodcidos

Al intervenir los aminoacidos en el sabor basico del queso y ser precursores de otros
compuestos responsables del aroma, se ha abordado la aceleracion de la maduracién del queso
mediante la adicion directa de los mismos. No obstante, Wallace y Fox (1997) observaron que
la adiciéon de un contenido muy alto de aminoécidos a la cuajada de queso Cheddar no intensi-
ficaba el aroma, poniendo de relieve el importante papel que juegan las posteriores reacciones
de conversion de estos aminoacidos. Por otra parte, a escala industrial esta practica no es eco-

nomicamente rentable.

Seleccion/modificacion de cultivos iniciadores

Los métodos basados en la seleccién y/o modificacion de microorganismos ofrecen
numerosas posibilidades. Dentro del grupo de microorganismos modificados se incluye tanto
a los que han sido sometidos a tratamientos fisicos 0 quimicos para alterar algunas de sus fun-
ciones celulares (atenuados) como a aquellos otros modificados genéticamente con el fin de
incrementar o disminuir algunas de sus actividades enzimaticas.

Las enzimas proteoliticas de los microorganismos son fundamentales y se suman a la
plasmina natural de la leche. La caseina es degradada a péptidos de alto peso molecular por
efecto de una intensa actividad proteolitica aportada por diversos microorganismos y algunos
péptidos son convertidos en aminoacidos por las peptidasas de la microflora. La transforma-
cién de las proteinas en péptidos y aminoacidos vuelven mas moérbida la cuajada, la que de
gomosa y /o dura pasa a cremosa y sabrosa.

Los aminoécidos son precursores de reacciones determinantes de aromas y sabor en
los quesos, especialmente metionina que es un importante componente del sabor (Barberis,
2002).

Otros métodos

Se pueden utilizar microorganismos modificados genéticamente (OMG) como adjun-
tos de mutantes deficientes en actividad lactasa (Lac-), lo que permite aumentar el nimero de
células viables presentes en la matriz del queso y con ello acelerar la maduracion (Rodriguez

y col., 1996). Se han obtenido buenos resultados en ensayos realizados a escala piloto, aunque
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el costo de produccion de la masa celular que se requiere a escala industrial puede disminuir
la rentabilidad de esta alternativa.

Actualmente, la lisis celular como método de aceleracion de la proteolisis y con ello
de la maduracion del queso, es una de las principales lineas de investigacion. En este sentido,
los estudios se han centrado tanto en el empleo de cepas con elevada actividad autolitica como
cultivos iniciadores o adjuntos, como en el desarrollo de métodos que provoquen la lisis celu-
lar. Estos métodos incluyen tratamientos con lisozima, choques térmicos (frio o calor), altas
presiones, tratamientos permeabilizantes de membranas y pulsos eléctricos. No obstante, los
estudios se dirigen a producir la lisis celular por otros procedimientos como termoinduccién
(El Soda y col., 1999), induccion de fagos (Kawabata y col., 1997), clonaje de genes liticos
(De Ruyter y col., 1997) y empleo de bacteriocinas (Garde y col., 1997; Oumer y col., 1999).

Alta presion hidrostdtica

La tecnologia de tratamiento de alimentos mediante alta presion isostatica es una de
las mas prometedoras entre las llamadas tecnologias emergentes.

La mayoria de los desarrollos se han orientado hacia la conservacion de alimentos, pe-
ro el potencial para transformar productos no es menos importante.

Se ha comprobado que un tratamiento del queso a 50 MPa causa una aceleracion de la
protedlisis durante el tiempo de mantenimiento de la presién, volviendo al ritmo normal
cuando se libera la presion. La efectividad de este tratamiento es mayor cuanto menor es el
tiempo de maduracion previo al tratamiento por alta presion.

Por otro lado, un tratamiento corto e intenso (400 MPa durante 5 min) produce un in-
cremento permanente en el ritmo de la protedlisis. La intensidad de este tratamiento causa una
inactivacion parcial del cuajo residual, interfiriendo en la prote6lisis primaria. La hidrélisis de
la [JS-caseina es menor a causa de esta inactivacion. El resultado es una mayor proporcion de
péptidos hidréfobos. También el tratamiento a 400 MPa reduce en unos 3 drdenes de magni-
tud los recuentos de bacterias lacticas correspondientes al fermento.

El aumento de la actividad proteolitica en estos quesos se debid a un aumento en la ac-
tividad de las peptidasas provenientes del citoplasma de las bacterias lacticas tras su lisis o
gracias a la mayor permeabilidad de la membrana favorecida por la presion. La aceleracion de
la protedlisis se ve favorecida por el mayor pH y mayor actividad de agua de los quesos trata-
dos por alta presion.

Al tratar el queso mediante alta presién se provoca un cambio en su microestructura

que se refleja en los cambios de textura, y en menor medida en el color. Los quesos se con-
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vierten en menos quebradizos y su color en menos luminoso y més intenso (con un mayor
valor de chroma). La microestructura se convierte en mas compacta, con una red proteica mas

regular y continua (Saldo Periago, 2002).

Queso tipo artesanal natural de leche de cabra

El queso semiduro de cabra es producido en diversas instalaciones distribuidas en
nuestro pais a partir de leche entera pasteurizada de cabra. No existe ninguna reglamentacion
especifica sobre estos quesos, y por tanto las practicas de elaboracién no estan totalmente es-
tandarizadas.

La fabricacion de los mismos a nivel industrial proviene de la recuperacion y tipifica-
cion de las pautas tradicionales de elaboracion y maduracién, para lograr la calidad deseada
de forma reproducible. Los quesos se elaboran a partir de leche entera de cabra previa pasteu-
rizacion, sin quimicos ni féculas.

El queso tipo artesanal natural de leche de cabra (La Blanquita S.A., San Luis, Argen-
tina) presenta una corteza lisa, consistencia firme, homogénea y sin cdscara. Posee tamafio
chico (350 g), forma cilindrica, caras paralelas y perfil convexo. El interior es compacto, sin
cavidades mecanicas y de un color blanco-amarillento uniforme. Su textura es firme y poco
untuosa. Tiene un sabor y aroma bien desarrollado y caracteristico.

El proceso de elaboracion es el tipico de un queso semigraso (33 %), de mediana hu-
medad (38 %), elaborado con leche entera estandarizada, acidificado por cultivos de bacterias
lacticas, y coagulado por cuajo y/o enzimas especificas. La masa es cocida, moldeada, pren-
sada, salada y sometida a una maduraciéon minima de 1 mes.

El rotulado nutricional se presenta en conformidad con las exigencias establecidas por

el Codigo Alimentario Argentino:

Tabla S: Rotulado nutricional del queso de cabra (La Blanquita S.A., San Luis).

Cantidades Porcién (20 g) % VD
Valor energético 78 kcal (326 kJ) 3.9
Carbohidratos 0,63 ¢ 0,2
Proteinas 6,08 g 8,1
Grasas Totales 573 g 10,4
Grasas Saturadas 285¢g 12,9
Grasas Trans 0,00 g 0,0
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Cantidades Porcion (20 g) % VD
Fibra Alimentaria 0,10 g 0,4

Sodio 108,40 mg 4,5

Porcentaje de valor diario (% VD) en base a una dieta de 2000 kcal u 8400 kJ (los valores

diarios pueden ser mayores o menores dependiendo de sus necesidades energéticas).

Hidrolizados proteicos casearios

Los compuestos saborizantes ayudan a completar el perfil organoléptico de productos
con sabores muy suaves o que han perdido su potencia a través de las etapas de desarrollo.
Una novedosa forma de saborizar naturalmente es mediante los procesos enzimaticos, que
generan nuevos compuestos aromaticos y de sabor, mejorando el “mouthfeel” del alimento.

En la produccién de saborizantes se utilizan productos proteicos (quesos, carnes) y de
origen vegetal modificado enzimaticamente. Generalmente, las proteasas y lipasas son las mas
utilizadas para estas aplicaciones.

A continuacién se describen algunas enzimas comerciales:
Enzeco® Fungal Protease Concentrate: derivada del Aspergillus oryzae a 500.000 HUT. Es
un concentrado de proteasas 4cidas y neutras fingicas, de costo moderado, para la hidrolisis
de proteinas en general. Es activo en el rango de pH de 3,0 a 6,0 y a temperaturas de hasta
50°C.
Enzeco® Fungal Protease 400: derivada de Aspergillus oryzae a 400.000 HUT y compuesta
por proteasas 4cidas, neutras y alcalinas. Presenta un mayor contenido en aminopeptidasas,
como la LAP (leucina aminopeptidasa), y otras peptidasas acido-estables como la GTG-asa
(sustrato Glu-Tyr-Glu), que el Fungal Protease Concentrate. Es activaa pH 5,0 a 11,0; con
niveles 6ptimos de 7,0 y 11,0. Su rango de temperatura de trabajo es de hasta 60°C.

Cabe aclarar que el Cédigo Alimentario Argentino en el Articulo 605 permite el agre-

gado de lipasas y proteasas como agentes de maduracion.

Sabores ldcteos enzimdticamente modificados

Por medio de procesos enzimaticos se reproducen e incluso aceleran los procesos natu-
rales que generan el sabor caracteristico en los lacteos, obteniéndose lo que se denominan
“Ingredientes Lacteos Modificados Enzimaticamente” (en inglés EMDI).

A partir de queso, leche, o crema y por medio de procesos de lipolisis y proteolisis

controlados se pueden crear sabores concentrados lacteos que solo aportan las caracteristicas
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de sabor buscadas, y mejoran el “mouthfeel” (sensacion en la boca) del nuevo producto dise-

flado (Kilara y col., 2011).

Propiedades de los EMDI

Los EMDIs pueden utilizarse conjuntamente con ingredientes lacteos, para realzar y/o
reforzar el sabor de las notas lacteas ya existentes en un producto, o pueden adicionarse a pro-
ductos formulados sin ingredientes lacteos, tales como los quesos analogos y extendidos. Re-
sultan de utilidad en procesos donde se complica la inclusién de ingredientes lacteos, sensi-
bles al desarrollo microbiano.

Los productos lacteos afrontan diferencias sensoriales a lo largo del afio, y las mismas
pueden ser “compensadas” con el uso de los EMDIs que aportaran al producto final un sabor
consistente, estable y parejo. Desde el punto de vista econdmico, se obtiene un beneficio de-
bido a las bajas dosis necesarias para realzar el sabor de estos productos. Los rangos van des-
de décimas porcentuales hasta un 2 %, en el caso de los quesos reprocesados.

Los EMDIs desarrollados para ser utilizados como “sistemas de saborizacién” suelen
estar exceptuados de ser declarados en los rétulos, por ser 100 % provenientes del producto
natural (http://www.alimentacién.enfasis.com).

El proceso de obtencién de estos sabores es a partir de queso, butteroil (fase grasa de
la manteca), leche o crema. Estas materias primas se acondicionan, ya sea por el agregado de
sales, ajuste de acidez, temperatura, etc., a las necesidades especificas de las enzimas utiliza-
das.

Chr. Hansen de México ha desarrollado una amplia gama de sabores lacteos por medio
de procesos biotecnoldgicos de ultima generacion, tales como:

EMC (Enzyme Modified Cheese): son sabores de queso tipo cheedar, parmesano, suizo,
mozzarella, etc., logrados a través de modificaciones enzimaticas.

EMDF (Enzyme Modified Dairy Flavor): son sabores lacteos a partir de yogurt, crema y
leche desarrollados a través de procesos enzimaticos.

Los sabores de Chr. Hansen son obtenidos via fermentacion y/o reaccién enzimatica y
se presentan en polvo (encapsulados), liquidos o como pastas solubles en agua o en grasas. Su

dosificacion oscila entre 0,05 % - 2,0 % dependiendo de la aplicacion (http:/chr-hansen.es/).

Propiedades funcionales.
Las propiedades funcionales de los ingredientes y aditivos alimenticios juegan un rol
clave cuando son incorporados a determinado proceso alimenticio. Sin embargo, un atributo

considerado deseable en un ingrediente puede ser indeseable para otro. Por ejemplo, un ingre-
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diente que aporta alta viscosidad es deseable en una sopa o en una salsa pero no lo es en una
bebida.

Del mismo modo, una alta capacidad de formar espuma es deseable en la preparacion
de mousse, merengues y tortas; pero no lo es en la elaboracion de una salsa. O bien, una alta
capacidad de retencion de agua, es deseable en panificacion pero es innecesario en un adere-
Zo.

La habilidad de un ingrediente para interactuar con otros e impartir propiedades de-
seables a un sistema alimenticio es conocido como funcionalidad (Pilosof y Bartholomai,
2000).

Los alimentos son sistemas complejos que estan formados por varios componentes
(proteinas, grasas, carbohidratos, sales minerales) los cuales influyen conjuntamente en las
propiedades funcionales. Por lo tanto, la funcionalidad de un ingrediente no puede ser consi-
derada independiente de otros. Mas bien, los efectos funcionales observados son el resultado
de la interaccion entre los ingredientes. Esta interaccion ha dificultado el estudio de la funcio-
nalidad. Sin embargo, las proteinas juegan un papel preponderante en las propiedades funcio-
nales de los alimentos y se espera que los estudios de la funcionalidad de las mismas sean
utiles para predecir, controlar ¢ impartir caracteristicas deseables a sistemas alimentarios mds
complejos.

A continuacion se describen brevemente las propiedades funcionales estudiadas en es-

te trabajo.

Solubilidad

La solubilidad de un material proteico describe la capacidad de formar soluciones co-
loidales y no pude ser definido por los productos de solubilidad usados por ejemplo para sa-
les. Este comportamiento complica la definicién de solubilidad y dado que no se puede hacer
una definicion termodindmica, existen diferentes definiciones operacionales.

La solubilidad se define como la proporcién de nitrégeno (o de proteina) de una mues-
tra proteica que se solubiliza luego de un determinado procedimiento de solubilizacién. Se
expresa comuinmente como nitrégeno soluble en agua, indice de solubilidad de nitroégeno
(NSI), proteina soluble en agua o indice de proteina soluble (PSI) o indice de dispersibilidad
de proteina (PDI). Cada una de estas expresiones se corresponde con diferentes medios y pro-

cedimientos experimentales para separar y cuantificar la proteina soluble.
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La solubilidad de las proteinas depende del estado fisico-quimico de sus moléculas
que puede ser alterado por el calentamiento, procesamiento, secado y condiciones de almace-
namiento. La solubilidad de la mayoria de las proteinas depende del pH, fuerza ionica, tempe-

ratura y presencia de solventes orgénicos.

Absorcion y retencion de agua

El agua es usualmente el componente mayoritario de los alimentos. El contenido y/o
estado fisico del agua influye tanto en las propiedades organolépticas y de textura de un ali-
mento como en su estabilidad microbiologica y fisico-quimica. Las propiedades de hidrata-
cion estan vinculadas a la interaccion de las proteinas con el agua e influyen en diversos as-
pectos inherentes a la formulacién, procesamiento y almacenamiento de los alimentos (Pilosof
y Bartholomai, 2000).

La propiedad de absorciéon de agua de las proteinas es importante en productos de pa-
naderia ya que se incrementa el rendimiento de la masa y mejora las caracteristicas de mani-
pulacién de la misma. En otros casos, es deseable una determinada absorcion de agua para
que el producto alcance la consistencia deseada.

En productos carnicos se usan concentrados de proteina de soja preparados por lixivia-
cion con alcohol de hojuelas desgrasadas. Esto mejora la absorcion de agua y minimiza el
encogimiento durante la coccion.

La interaccion agua-proteina es también un factor clave para impartir una textura simi-
lar a la de productos cérnicos preparados por extrusion a base de harinas de soja. Estos pro-
ductos absorben de 2,4 a 3,4 veces su peso seco después de la hidratacién y la textura crujien-

te se transforma en masticable (como la de la carne).

Viscosidad

La viscosidad es una propiedad importante en los alimentos que afecta la palatabilidad,
la calidad de la textura y el manejo mecéanico de los materiales fluidos. La mecénica de fluido
de las proteinas esta relacionada con la solubilidad (Pilosof y Bartholomai, 2000).

Los fluidos como el agua o el aceite fluyen sobre la superficie en forma de capas. La
capa externa siempre se mueve a mayor velocidad que cada una de las capas inferiores adya-
centes a ella. Este fendmeno se produce porque existe una resistencia a fluir entre las capas de
fluido. Las fuerzas que ocasionan la resistencia al movimiento entre las capas se denominan

fuerzas viscosas.
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Entonces, la viscosidad de un fluido (gas o liquido) se define como la propiedad de és-

tos que se manifiesta por la resistencia al movimiento que ofrece una capa de dicho fluido

sobre otra capa adyacente a él.

El SI de unidades de medida de viscosidad de un fluido es Newton . seg / m* (N.s/m?),

aunque también es usual expresar los resultados en centipoise (cP).

Tomando como base los cambios que experimenta la viscosidad segun el fluido en el que

se determine, éstos se clasifican en cinco tipos:

1.
2.

Fluidos ideales: es un fluido imaginario incompresible y no tiene viscosidad.

Fluidos reales: como se infiere de su denominacién, todos los fluidos son reales y por lo
tanto tienen algun valor de viscosidad, pequefio o grande. En general, si son liquidos su
viscosidad se reduce con el aumento de la temperatura y si son gases, la viscosidad au-
menta con la temperatura.

Fluidos Newtonianos: son aquellos fluidos reales que obedecen a la Ley de Newton.

Es decir, la tension de corte (shear stress, T) que se produce entre varias capas de fluido es
proporcional a la velocidad de la fuerza de corte (shear strain, F) o gradiente de velocidad.

Es decir:
T=— ecuacion (2)

Donde:
T : tension de corte.
F: fuerza aplicada.

A area transversal del fluido.

Si un fluido Newtoniano se mueve a lo largo de una superficie sélida se producira una
tension de corte (1) sobre la superficie y su velocidad en ese punto es 0, pero a cierta altu-
ra de dicha superficie el flujo del fluido tiene la velocidad propia de éste. La region entre
esos dos puntos se denomina “capa limite o capa de Nerst” (boundary layer).

La tension de corte (t) impartida sobre la superficie limite, como resultado de la pér-

dida de velocidad, se expresa de la siguiente forma (ecuacién 3):

r=n—0— ecuacion (3)

Donde:

n: viscosidad dinamica del fluido.
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u : velocidad del fluido a lo largo del limite.

y : espesor de la capa limite.

4. Fluidos no Newtonianos: son aquellos fluidos reales que no obedecen a la Ley de Newton
de viscosidad. En dichos fluidos la tension de corte (t) impartida sobre la superficie limite
no es proporcional al gradiente de velocidad (du/dy) (ecuacién 3).

5. Fluidos plasticos: son aquellos que no fluyen hasta que son sometidos a un esfuerzo cor-
tante limite determinado, llamado esfuerzo de deformacion plastica, umbral de fluencia o

limite de fluencia.

La viscosidad de un fluido depende de numerosas variables tales como: la temperatura, la
concentracion, el tipo de solucion (polimeros vs. solutos de bajo peso molecular), la fuerza

i0nica, etc.

En particular, la dependencia de la viscosidad con la temperatura es un fendémeno que a
menudo resulta complicado de explicar dada la cantidad de factores (ademas de la temperatu-
ra) que intervienen en la determinacion de la viscosidad de una solucion.

Como se mencioné previamente, se espera que la viscosidad de un liquido tienda a decre-

cer a medida que aumenta la temperatura, seglin alguno de los siguientes modelos:
1) Modelo exponencial

n=",X et

ecuacion (4)

Donde:

T: temperatura (°C).
n : viscosidad (cP).

Mo y b: coeficientes.

Este es un modelo empirico que usualmente funciona para un rango limitado de tempera-

turas.

2) Modelo de Arrhenius

Se basa en asumir que el flujo de un fluido obedece a la ecuacion de Arrhenius para ciné-
tica molecular:
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E
n =1, X e(ﬁ) ecuacion (5)
Donde:
T: temperatura (°C).
n : viscosidad (cP).
No: coeficiente.

E: energia de activacion.

R: constante universal de los gases.

3) Modelo de Williams-Landel-Ferry

[-Cn (T—T,))

n(T) = 1, X e Cy+T-T, ecuacion (6)
Donde:

T: temperatura (°C).
Ty temperatura de transicion vitrea (°C) = Tg + 43 °K.
n : viscosidad (cP).

To: coeficiente.

Ci: 8,86 (parametro empirico).

C,: 101,6 °K.

Es usado para polimeros fundidos u otros fluidos que tienen una temperatura de transicion

vitrea.

4) Modelo de Seeton

Se basa en el ajuste de curvas de viscosidad de muchos liquidos (refrigerantes, hidrocar-
buros y lubricantes) y la dependencia con la temperatura. Se aplica sobre amplios rangos de
temperatura y viscosidad.

La viscosidad para soluciones acuosas con una precision de 2,5 % en un rango de 0 a 370

°C viene dado por la ecuacidn:

n=fx0,02414x103787-140) ecuacion (7)

Donde:
n: viscosidad (cP)
T: temperatura (° K).
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f: factor de conversion.

Propiedades emulsificantes

La emulsificacidn es una propiedad funcional importante en la elaboracién de salchi-
chas, batidos pasteleros y masas, cremas para el café, postres helados y aderezos para ensala-
das. En este sentido las mas utilizadas son las proteinas de soja debido a su capacidad de for-
mar emulsiones agua-aceite.

Las proteinas de soja son particularmente eficientes en las emulsiones debido a que
sus moléculas tienen regiones hidrofilicas e hidrofobicas. En soluciones acuosas la region
hidrofilica est asociada con el agua, y la region hidrofobica es expuesta al interior de la pro-
teina globular. Durante la emulsificacion, la interfase aceite-agua permite que la region hidro-
fobica (lipofilica) de la molécula se asocie a la fase grasa mientras que la region hidrofilica
permanece asociada con la fase acuosa. Por lo tanto, la proteina que es soluble en la fase
acuosa cuando se forma la emulsion, tiene una mayor oportunidad de orientarse correctamente
en la interfase para estabilizar la emulsion.

Por esta razén, se espera que las variables que afectan a la solubilidad, también influ-
yan sobre las propiedades de emulsificantes (Xue y col., 2013).

La capacidad de formar emulsion informada en diversos productos de proteina de soja
varia de 2-20 ml de aceite por g de proteina.

La estabilidad de la emulsion se ve afectada por las propiedades inherentes a la emul-
sificacion de la proteina, y a las condiciones bajo las cuales se realiza dicha emulsificacién. El
pH y la energia suministrada durante la formacion de la emulsion tienen un profundo efecto
en la estabilidad de la emulsion. El incremento de la energia durante la preparacion de la
emulsion incrementa la estabilidad de la misma hasta alcanzar un punto limite. La relacion
entre el pH y la estabilidad de la emulsién es similar a la relacién entre el pH y la solubilidad

de las proteinas.

Formacion de espuma

El fenémeno de formacién de espuma es similar a la emulsificacion, excepto por que
la fase discontinua es aire o gas en lugar de grasa (Pilosof y Bartholomai, 2000).

La proteina que tradicionalmente se usaba como espumante en productos de confiteria
(coberturas, postres y pasteles) es la albumina de huevo, pero la proteina de soja es un buen

sustituto parcial o total de este ingrediente tradicional mas caro.
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Durante la formacion de espuma, la proteina se concentra en la interfase de la burbuja
de gas y el liquido, reduciendo la tension superficial e incrementando la viscosidad. Asi se
mantiene la burbuja de gas y se minimiza el drenado del liquido.

Para tener un desempefio satisfactorio, gran parte de la proteina debe ser inicialmente
soluble y orientar sus superficies polares y no polares con las fases liquida y gaseosa, respec-
tivamente. Las moléculas de proteina deben interactuar unas con otras para formar una pelicu-
la estable, pero la interaccion no debe ser demasiado fuerte sino la proteina se coagula y se
rompe la pelicula, resultando en la ruptura de la espuma.

Existen muchas variables en los sistemas alimenticios que pueden afectar este delicado
balance requerido para desarrollar y mantener la espuma.

El volumen de la espuma depende de la concentracion de proteina y del pH, siendo
preferidos los valores por encima del punto isoeléctrico. Las trazas de lipidos en los aislados
de soja actiian como inhibidores de la espuma y su remocion mejora las propiedades espu-
mantes. La presencia de sucrosa disminuye el volumen de espuma pero mejora la estabilidad
de ésta. El cloruro de sodio incrementa el volumen de la espuma y mejora la estabilidad de la
espuma.

Actualmente se utilizan hidrolizados de proteina de soja para mejorar las propiedades

espumantes y aditivos en base a jarabe de maiz para estabilizar la espuma (Wijeratnel, 2005).

Hidrofobicidad Superficial

Las propiedades funcionales estan relacionadas con el contenido de aminoécidos hi-
drofébicos y su ubicacion espacial en la proteina. Los aminoécidos hidrofébicos tienden a
localizarse en el interior de las moléculas de proteinas globulares en solucidn, evitando un
contacto con el medio acuoso. Sin embargo, debido a impedimentos estéricos no todos lo
aminodcidos hidrofobicos se encuentran en el interior de la proteina. Le extincién de superfi-
cies apolares expuestas determinan la solubilidad, absorcion a interfases, y otras propiedades

funcionales de las proteinas.

Materiales y Métodos
Preparacion de la muestra:
Se trabajo con queso semiduro de cabra (La Banquita S.R.L., San Luis, Argentina) con

un mes de maduracion y sin agregado de aditivos ni saborizantes. La composicién del mismo

permite tipificarlo como un queso semiduro, semigraso y de mediana humedad.
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Se prepararon dispersiones acuosas de queso de cabra previamente procesado, durante
2 min en un homogenizador manual de laboratorio. A 10 g de muestra procesada se le agrega-
ron diferentes cantidades de buffer fosfato (pH: 5 a 9) y de papaina; y se mantuvieron bajo
agitacién a 200 rpm, utilizando un agitador orbital rotatorio (Marca GFL, Alemania). Las
temperaturas y los tiempos de hidrélisis se variaron de 35 a 70° C, y de 30 a 270 min, respec-

tivamente,

Diserio estadistico de experimentos (DOE):

Debido al considerable niimero de variables (factores y respuestas) intervinientes en el
proceso de hidrélisis del queso de cabra (pH, temperatura, tiempo de hidrélisis, cantidad de
buffer agregado, relacion enzima: sustrato, nitrégeno soluble total, nitrogeno aminico libre,
solubilidad, propiedades emulsionantes, viscosidad, capacidad de retencién de agua, hidrofo-
bicidad superficial, propiedades espumantes), es necesario llevar a cabo la medicion en forma
eficiente, es decir con una adecuada economia del nimero de ensayos, tiempo y costos. Ade-
mas, dichas mediciones deben proveer precision suficiente. Estos aspectos son incumbencia
del disefio de experimentos.

En este caso, se llevo a cabo un Disefio Doehlert, este es un disefio simétrico multini-
vel clasificado como “de celda uniforme”. Esto significa que los puntos de muestreo se ubi-
can, para los casos de mas de tres variables, en la superficie de una hiperesfera de radio 1, y
en su centro. Todos los puntos son equidistantes del centro en el espacio multidimensional y
el disefio resulta ortogonal. Trabajar con disefios ortogonales redunda en el beneficio de obte-
ner modelos de expresion mas sencilla como se detallara mas adelante.

Para 5 variables el disefio Doehlert resulta ser el mas econémico en numero de expe-
rimentos respecto de otros disefios multinivel. Otra caracteristica fundamental es que los fac-
tores tienen diferentes niimeros de niveles, para mas de tres factores el nimero de niveles es:
3 para uno de ellos, 5 para otro y 7 para todos los restantes (Doehlert, 1970). De modo que se
pueden asignar libremente mayor nimero de niveles a los factores que necesitan més descrip-
cién y menor numero de niveles a los factores dificiles de cambiar experimentalmente. Los
rangos de las variables intervinientes en el proceso de hidrélisis del queso de cabra se estable-
cieron en ensayos previos y se muestran a continuacion:
pH: 5 a9, (7 niveles).

Temperatura: 35 a 70 °C, (7 niveles).
Tiempo de hidrélisis: 30 a 270 min, (7 niveles).
Cantidad de buffer agregado: 10 a 30 (g de buffer / g de proteina), (3 niveles).
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Relaci6n enzima: sustrato: 5,5.10° a 0,22 (mg /g de caseina del queso), (5 niveles).

Las respuestas medidas en las 31 corridas (por duplicado) del Disefio Doehlert fueron:
proteinas solubles, nitrégeno aminico libre, solubilidad, propiedades emulsionantes (actividad
y estabilidad de la emulsion), viscosidad, capacidad de retencion de agua, hidrofobicidad su-
perficial, propiedades espumantes (capacidad de formar espuma y estabilidad de la espuma).
Ademés, se demostrd el grado de hidrélisis mediante el analisis de péptidos y aminoacidos

por HPLC y SDS-PAGE.

Determinacion de proteinas solubles totales y nitrogeno aminico libre:

Las muestras hidrolizadas se trataron a ebullicion (para frenar la actividad enzimatica)
y luego se enfriaron a -4°C y se centrifugaron a 3000 x g, durante 15 min. Se analizaron pro-
teinas solubles y nitr6geno aminico libre en los sobrenadantes obtenidos de la centrifugacion,
libres de grasa y filtrados con papel Whatman N° 1, mediante los métodos de Kjeldahl y fe-
nol-hipoclorito modificado, respectivamente (AOAC, 1995; Fawcet y Scott, 1960).

Determinacion de la solubilidad:

La solubilidad se define como la proporcion de nitrégeno (o proteina) de una muestra
proteica que se solubiliza luego de un procedimiento especifico, puesto que no puede aplicar-
se una definicién termodindmica de solubilidad como para sales (basada en los productos de
solubilidad). Dicho pardmetro describe la capacidad de la muestra de formar soluciones coloi-
dales y depende del pH, fuerza i6nica, temperatura y presencia de solventes organicos (Morr y
col. 1985).

Se puede expresar como indice de nitrégeno soluble (NSI) o como indice de solubili-
dad de proteina (ISP). Para nuestro caso se expresd como indice de solubilidad de proteina
(AOCS, 1987):

ISP= Cantidadde protemasolublex 100 ecuacion (8)

Cantidadde proteinatotal

Para calcular este indice a partir de los datos obtenidos, se realizo el siguiente célculo:

P Concentracion de proteina en el sobrenadante (mg/ml) x Volumen de sobrenadante (ml) <100 [_] %
Peso de muestra (mg) x Concentracion de proteina en la muestra (mg/100 mg de muestra)

ecuacion (9)
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La proteina soluble de los sobrenadantes y de la muestra se cuantificaron por el méto-

do de Kjeldahl, citado previamente.

Propiedades emulsionantes:
Determinacion de la actividad y estabilidad de la emulsién.

El 4rea interracial que puede ser cubierta por una concentracién dada de proteina tiene
relacion con la capacidad de crear y estabilizar emulsiones. A su vez existe una relacién sim-
ple entre la turbidez producida por una dispersion de particulas y el 4rea interfacial de una
emulsion, por lo que es posible evaluar turbidimétricamente las propiedades emulsionantes de

las proteinas:

T=K.m a’ N ecuacion (10)

Donde, la turbidez (T) de una solucién que contiene particulas esféricas es proporcio-
nal al radio medio de las particulas (a), al nimero de particulas (N) y al coeficiente de difu-
sion de la luz (K). ‘

En este trabajo, se determing el indice de la actividad emulsionante (IAE, m%g) y el
indice de la estabilidad de la emulsion (IEE, min) de los hidrolizados proteicos, tomando co-
mo base el método turbidimétrico de Pearce y Kinsella (1978) modificado por Tang y col.
(2005).

Para formar la emulsion se utilizaron 2 ml de Ia solucién sobrenadante del hidrolizado
de queso de cabra y se diluyeron con 18 ml del mismo buffer utilizado para la hidrélisis. Se
adicionaron 6 ml de aceite de maiz (8: 0,23) y se agit6 durante 3 min a maxima velocidad, en
un homogenizador. De la emulsion se tomaron 50 pl y se volcaron sobre 2,5 ml de SDS al 0,1
% (DF: 51). Se mezclaron en un vortex y se midi6 la absorbancia a 500 nm (Ag). Se midi6
nuevamente la absorbancia a los 20 minutos (Ay). El dato de absorbancia obtenido inmedia-
tamente (Ag) permitié obtener el indice de actividad emulsificante (IAE), y también calcular

el indice de estabilidad de la emulsion (IEE).

_ 2x2,303xA,xDF BE = — 2o
cx¢ X(I-G) Ap—Ay

ecuacion (11) ecuacion (12)

IAE x 20

Donde:
c: es la concentracién de proteinas en el sobrenadante (mg/ml).

¢@: es el camino dptico (0,01 m).
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T:2,303x Ag /¢
0: es la fraccion de aceite usado para formar la emulsion.

DF: es el factor de dilucion.

Determinacion de la viscosidad:

Dada la naturaleza no newtoniana y tixotropica de los agregados proteicos (interaccion
proteina — proteina que incluye la floculacién, coagulacion y gelificacion) en estudio, se de-
termind la viscosidad aparente (Hermansson 1978, 1979). Estas medidas son fuertemente de-
pendientes de la instrumentacion usada. En este trabajo, la viscosidad de los hidrolizados y de
la muestra original procesada se determiné mediante un reémetro programable (Marca Brook-
field, Modelo DV-III). Las mediciones se realizaron a 24°C, con una rutina de 9 mediciones a
distintas revoluciones (desde 100 a 140 rpm), a partir de las cuales se obtuvo la viscosidad
media. Se midi6 paralelamente la viscosidad de un ensayo en blanco sin la enzima en las

mismas condiciones (Suréwka y col., 2004).

Determinacion de la capacidad de retencion de agua:

La cantidad de agua que un material proteico puede retener bajo la accion de una fuer-
za centrifuga depende de las condiciones de centrifugacion. Estandarizando la fase de centri-
fugacion es posible reducir los efectos de las condiciones de operacion.

En este trabajo, se aplico el procedimiento desarrollado por Piva y col. (1981), en el

cual se tiene en cuenta la fraccién de proteina solubilizada durante el procedimiento.

MUESTRA
Suspension
v

CENTRIFUGACION
(30 min a 3000 x g, 20 °C)

[ SEPARACION ]

¥ A

RESIDUO SOBRENADANTE
Pesada (R + W>) Pesada (S + W)

! '

[ CONGELACION Y LIOFILIZACION ]

¥ hY
[ PEsaoAR) | | PEsapA(S) |
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Los resultados se expresaron de la siguiente manera:

WHC=W,/R ecuacion (13)
HW = [W, /(W + W)] x 100 ecuacion (14)
Donde:

WHC = retencion de agua (en inglés water holding capacity) [=] (g H,O / g de residuo seco).
HW = agua retenida (en inglés held water) [=] %.

Determinacion de la hidrofobicidad superficial:

Las medidas de hidrofobicidad superficial de las muestras originales e hidrolizadas
fueron llevadas a cabo mediante una sonda de 1-anilino-8-naftaleno-sulfonato (ANS), utili-
zando el método de Kato y Nakai (1980). Los sobrenadantes de los hidrolizados de queso de
cabra se diluyeron en forma seriada con buffer fosfato 0,01 M (pH: 7) para obtener concentra-
ciones de proteinas entre 0,01 — 1 mg/ml. Las concentraciones de proteina en el sobrenadante
fueron determinadas por €l método de Bradford (1976). Luego, 40 01 de ANS (8 mM en buf-
fer fosfato 0,1 M, pH: 7) se adicionaron a 2 ml de muestra. La intensidad de fluorescencia se
midi6 con un espectrofotometro de fluorescencia (Perkin-Elmer 2000) a 365 nm (excitacion)
y 484 nm (emisién). La pendiente inicial de la curva IF vs. Concentracion de proteinas (por
analisis de regresion lineal) se usé como indice de hidrofobicidad de proteinas (Hayakawa y

Nakai, 1985; Sorgentini y col. 1995; Molina Ortiz y col., 2004).

Determinacion de las propiedades espumantes:
Capacidad de formar espuma y estabilidad de la espuma.

La formacién de espuma se midi¢ usando una columna de vidrio graduada con un dis-
co de vidrio poroso (tipo G 4) en el fondo. Se insufl6 gas N, a un flujo (fr, ml/min) de 180
ml/min a través de 30 ml de las fracciones solubles y totales de los hidrolizados (conteniendo
0,5 a 2 mg / ml) disueltas en NaCl 0,5 M, hasta que un volumen fijo de espuma alcance un
volumen final (Vf, ml) de 275 ml. Se registr6 el tiempo para alcanzar este volumen (tf, min).
Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado y se compararon con un blanco de que-

so de cabra procesado sin hidrolizar. La capacidad de formar espuma (FC) se calculé como:

FC = L ecuacion (15)

fry
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Simultdneamente, se registrd el volumen de liquido remanente en el tubo de vidrio a
diferentes tiempos, hasta el final del burbujeo. Se determiné el volumen de liquido que se
incorporé a la espuma al final del burbujeo (Vmax, ml). Se midi6 el tiempo (t;;) para drenar
la mitad del liquido incorporado a la espuma al final del burbujeo. La estabilidad de la espuma
se midi6 como constante especifica de velocidad de drenado (FS) (Sorgentini y col., 1995;
Kato y Nakai, 1980; Elizalde y col. 1990).

FS = V—r—na):T— ecuacion (16)
Grado de hidrdlisis obtenido:
Analisis de péptidos y aminoacidos por SDS-PAGE y HPLC:

Los sobrenadantes obtenidos por centrifugacién a 3000 x g durante 30 min se filtraron
a través de papel Whatman N° 1. Las soluciones obtenidas se filtraron nuevamente a través de
membranas de 0,45 a 0,5 pm (Miller — LCR 3 6 Millex - Millipore).

En el andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE) se
utiliz6 una alicuota del filtrado con una concentracion de 1 mg/ml. Se sembraron patrones de
pesos moleculares de proteinas. El gel de poliacrilamida tuvo una concentracion de 14 % (p/v)
(Laemmli, 1970).

Los anélisis por HPLC se llevaron a cabo en un equipo Gilson, utilizando una columna
RP-18 a 40 °C. Se inyectaron 60 pl de filtrado y la deteccion se realizé a 214 nm. El eluyente
A fue TFA (0,1 %) en agua y el eluyente B fue TFA (0,07 %) en agua y acetonitrilo (1:9 v/v).
La separacion se efectué mediante un flujo de 1 ml / min del eluyente A durante 10 min y
luego, se aplico un gradiente lineal de 0 a 30 % y de 30 a 66 % de eluyente B, durante 80 y 20

min, respectivamente (Elizalde y col., 1990; Bergamini, y col., 2006).

Espectroscopia FTIR (Fourier transform infrared technique):

Los espectros infrarrojo se realizaron a 25 °C, utilizando un espectrémetro infrarrojo
Nicolet Protégé (modelo 460) con transformada de Fourier, provisto de un beamsplitter de CsI
en el rango comprendido entre 225 y 4000 cm™. La resolucién espectral fue mejor que 1 cm™
en el rango estudiado (1500-1800 cm™).

Las determinaciones espectrométricas IR se realizaron usando una fraccion de los lio-
filizados obtenidos a partir de los sobrenadantes de los hidrolizados de queso de cabra. Se
mezcl6 la muestra con 600 mg de KBr y se formé una pastilla con una prensa hidraulica. Es-
tudios previos de microscopia demostraron que no hay ninguna alteracién en el espectro infra-

rrojo de las proteinas causadas por el KBr (Prestrelski y col. 1993; Dong y col., 1995; Van der
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Weert y col., 2001). El espectro final fue obtenido por sustraccion de la sefial correspondiente
al vapor de agua en la regioén comprendida entre 1500 y 1800 cm” (Dong y Caughey, 1994).
Ademas, se llevo a cabo un espectro de referencia de cada uno de los blancos (sin enzima) de
las muestras analizadas, los cuales fueron sustraidos de los espectros de aquellos.

La correccion de la linea base y la segunda derivada del espectro se realiz6 utilizando
el programa OMNIC del espectrometro. Las cantidades relativas de los diferentes componen-
tes de la banda amida I fueron determinadas por medio del andlisis de la segunda derivada.

Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

Evaluacion quimiométrica de los resultados obtenidos

El estudio de sistemas complejos que carecen de modelos tedricos deductivos y que
involucran a un numero grande de variables es competencia de la infometria. Hay variantes
dentro de este vocablo general que pertenecen a ramas especificas de la ciencia, como son:
quimiometria, econometria, biometria, etc. La quimiometria comprende una combinacién de
técnicas matematicas, estadisticas y computacionales para resolver problemas multivariantes
(Massart, y col., 1988, 1997; Berthold y Hand, 2003).

En general, el estudio del tipo de problema tratado aqui comprende varios pasos, cuyo
objetivo final es obtener un modelo empirico-estadistico que permita predecir el comporta-
miento del sistema. Ademas, el modelo una vez elaborado sirve habitualmente para optimizar
los parametros del proceso de manera de obtener la méxima eficiencia en algunas de sus ca-
racteristicas.

Para optimizar el niimero de experiencias necesarias y la calidad de los resultados es-
tadisticos obtenidos, se eligié un disefio tipo Doehlert; es decir un disefio mutinivel que per-
mite evaluar variables (factores y respuestas), determinar cuales son los factores significativos
y sus asociaciones.

Las respuestas evaluadas fueron: proteinas solubles, nitrégeno aminico libre, solubili-
dad, propiedades emulsionantes (actividad y estabilidad de la emulsion), viscosidad, capaci-
dad de retencién de agua, hidrofobicidad superficial y propiedades espumantes (capacidad de
formar espuma y estabilidad de la espuma).

Los factores estudiados fueron: pH, temperatura, relacién enzima : sustratos (E:S),
cantidad de buffer agregado y tiempo de hidrélisis.

El analisis estadistico se llevé a cabo por técnicas de célculo lineal y no lineal, em-
pleando técnicas multivariables basicas como Anova miltiple y componentes principales

(Zupan y Gasteiger, 1999; Kohonen, 1995).
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Se desarrollaron modelos lineales para comprender el comportamiento de las varia-
bles, es decir la influencia del conjunto de factores sobre las respuestas (pardmetros funciona-
les).

Por ultimo, se validaron los modelos obtenidos para estimar si reunian las caracteristi-
cas esperadas en cuanto a errores de prediccion, rango abarcado de factores y respuestas y

valor final de los mismos.

Optimizacion de los parametros funcionales de los hidrolizados proteicos de queso de
cabra en funcion de la aplicacion deseada

Finalmente, se realizé la optimizacion de los pardmetros funcionales de los hidroliza-
dos proteicos de queso de cabra en funcion de la aplicacion deseada, utilizando estrategias de
andlisis para multiples respuestas, tales como graficos de contorno y funciones de deseabili-
dad (Meyers y Montgomery, 1995; Wu y Hamada, 2000).

Asi, se disefiaron cuatro aditivos funcionales a medida en base a hidrolizados proteicos
de queso de cabra, para ser adicionados a: salsas y sopas, mousse de queso (cheese cake),

productos de panificacion y aceleradores de la maduracion de otros quesos duros.

Resultados y Discusion

Debido al considerable nimero de variables que intervienen en el proceso de hidrélisis
de las proteinas del queso de cabra (pH, temperatura, tiempo de hidrélisis, cantidad de buffer
agregado, relaciéon enzima:sustrato), se llevé a cabo un Disefio Estadistico Experimental
Doehlert multinivel. Mediante dicho disefio se evaluaron todas las variables (factores y res-
puestas) cuya relacién no es lineal. La Tabla 6 muestra los niveles experimentales usados para
obtener resultados estadisticos significantes de los pardmetros funcionales de los hidrolizados
proteicos de queso de cabra.
Tabla 6: Niveles experimentales del disefio estadistico Doehlert.

Relacién Enzi-

Ne° Tiempo de Cantidad de buffer
ma/Sustrato . - Temperatura
p pH hidroélisis o agregado

ID (mg/g de caseina X °C) de buffer/ tei
del queso) (min) (g de buffer/g proteina)
5 niveles 7 niveles 7 niveles 7 niveles 3 niveles

1 0,11275 7 150 52,5 20

2 0,22 7 150 52,5 20

3 0,166375 8,732 150 52,5 20

4 0,166375 7,57736 247,92 52,5 20

5 0,166375 7,57736 174,4956 66,334975 20
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Relacion Enzi-

Los rangos de las variables que intervienen en el proceso de hidrdlisis del queso de ca-

bra se establecieron en ensayos previos y se muestran en la Tabla 7.

Ne Tiempo de Cantidad de buffer
n e, R e el
del queso) (min) (g de buffer/g proteina)
6 0,166375 7,57736 174,4956 55,2671 27,746
7 0,0055 7 150 52,5 20
8 0,059125 5,268 150 52,5 20
9 0,059125 6,42264 52,08 52,5 20
10 0,059125 6,42264 125,5044 38,665025 20
11 0,059125 6,42264 125,5044 49,7329 12,254
12 0,166375 5,268 150 52,5 20
13 0,166375 6,42264 52,08 52,5 20
14 0,166375 6,42264 125,5044 38,665025 20
15 0,166375 6,42264 125,5044 49,7329 12,254
16 0,059125 8,732 150 52,5 20
17 0,11275 8,15464 52,08 52,5 20
@ 18 0,11275 8,15464 125,5044 38,665025 20
19 0,11275 8,15464 125,5044 49,7329 12,254
20 0,059125 7,57736 247,92 52,5 20
21 0,11275 5,84536 247,92 52,5 20
22 0,11275 7 223,4244 38,665025 20
23 0,11275 7 223,4244 49,7329 12,254
24 0,059125 7,57736 174,4956 66,334975 20
25 0,11275 5,84536 174,4956 66,334975 20
26 0,11275 7 76,5756 66,334975 20
27 0,11275 7 150 63,567875 12,254
28 0,059125 7,57736 174,4956 55,2671 27,746
29 0,11275 5,84536 174,4956 55,2671 27,746
30 0,11275 7 76,5756 55,2671 27,746
31 0,11275 7 150 41,432125 27,746

Tabla 7: Rangos y variables que intervienen en el proceso de hidrdlisis proteica del queso de

cabra.
Variables Rango Niveles
Relacion enzima/sustrato 5,5.10° /0,22 (mg/g de 5
(E:S) caseina del queso)
pH 5a9 7
Tiempo de hidrélisis 30 a 270 min. 7
Temperatura 35a70°C 7
Cantidad de buffer agregado 10 a 30 g /g de proteina 3

Las variables de dicho disefio fueron escaladas desde el disefio original Doehlert para 5

variables tal como muestra la Tabla 8.

48



Tabla 8: Valores escalados para un disefio Doehlert de 5 variables.

X1 X2 X3 X4 XS

Expe:?lento 5 niveles 7 niveles 7 niveles 7 niveles 3 miveles

1 0 0 0 0 0

2 1 0 0 0 0

3 0,5 0,866 0 0 0

4 0,5 0,28868 0,816 0 0

5 0,5 0,28868 0,20413 0,79057 0

6 0,5 0,28868 0,20413 0,15812 0,7746

7 -1 0 0 0 0

8 -0,5 -0,866 0 0 0

9 -0,5 -0,28868 -0,816 0 0

10 -0,5 -0,28868 -0,20413 -0,79057 0

11 -0,5 -0,28868 -0,20413 -0,15812 -0,7746

12 0,5 -0,866 0 0 0

13 0,5 -0,28868 -0,816 0 0

14 0,5 -0,28868 -0,20413 -0,79057 0

15 0,5 -0,28868 -0,20413 -0,15812 -0,7746

16 -0,5 0,866 0 0 0

17 0 0,57732 -0,816 0 0

18 0 0,57732 -0,20413 -0,79057 0

19 0 0,57732 -0,20413 -0,15812 -0,7746

20 -0,5 0,28868 0,816 0 0

21 0 -0,57732 0,816 0 0

22 0 0 0,61187 -0,79057 0

23 0 0 0,61187 -0,15812 -0,7746

24 -0,5 0,28868 0,20413 0,79057 0

25 0 -0,57732 0,20413 0,79057 0

26 0 0 -0,61187 0,79057 0

27 0 0 0 0,63245 -0,7746

28 -0,5 0,28868 0,20413 0,15812 0,7746

29 0 -0,57732 0,20413 0,15812 0,7746

30 0 0 -0,61187 0,15812 0,7746

31 0 0 0 -0,63245 0,7746

Las respuestas que se midieron a través de 31 corridas (por duplicado) del Disefio Doeh-
lert son: nitrégeno aminico libre, nitrégeno soluble total, indice de solubilidad de proteinas
(ISP), viscosidad, capacidad de absorcion de agua (WHC), agua retenida (HW), propiedades
emulsificantes (IAE: indice de actividad emulsificante, IEE: indice de estabilidad de la emul-
sion), propiedades espumantes (FC: capacidad espumante, FS: estabilidad de la espuma) ¢
hidrofobicidad superficial (So).

Cada respuesta se analizé por regresion lineal miltiple, segin el siguiente modelo:
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Respuesta =P, +B,. X, +B;. X, +. #Bs. Xy #B,, X7 B X Xy #8153 X Xy +.4

+Bys X, Xs +o+Bss. X5
ecuacion (17)

Siendo:

X; : relacion enzima:sustrato
X, :pH

X3 : tiempo de hidrélisis

X4 : temperatura

X5 : cantidad de buffer agregado

La Tabla 9 muestra el ordenamiento experimental diario seguido para controlar cada uno
de los parametros experimentales a fin de evitar sesgos en los resultados por probables efectos

de bloqueo.

Tabla 9: Ordenamiento de las experiencias por dia.

Dia N°ID

1° 1 6 10 19
2° 2 28 25 11
3° 3 29 1 23
4° 4 30 16 15
5° 5 31 1 27
6° 7 18 14 26
7° 8 24 21 13
8° 9 22 12 17
9° 20

Los modelos obtenidos fueron corroborados por andlisis probabilistico Bayes-Gibbs
(Hamada y Wu 1992; Chipman y col. 1997; Brown y col. 1998; Bernardo 2005). En la gran
mayoria de los casos ambas predicciones fueron coincidentes, pero en aquellos casos excep-

cionales donde se encontraron diferencias, se eligio el modelo més representativo.

Efecto de la hidrélisis de las proteinas casearias sobre el nitrégeno aminico

libre.

En la Tabla 10 se presentan las respuestas de nitrogeno aminico libre (NA) obtenidas

aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.
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Tabla 10: Determinacién de nitrégeno aminico libre (NA, g/ml). Disefio estadistico Doehlert.

Bloque de experiencias para cada dia.

Dia NeID

1 1 6 10 19
respuesta 0,70 0,63 0,39 0,50
replicado 0,69 0,63 0,43 0,41

2 2 28 25 11
respuesta 0,40 0,59 1,51 0,18
replicado 0,58 0,58 1,33 0,12

3 3 29 1 23
respuesta 1,11 0,28 0,83 0,61
replicado 1,19 0,26 0,78 0,59

4 4 30 16 15
respuesta 0,52 0,13 0,90 0,46
replicado 0,46 0,15 0,94 0,40

5 5 31 1 727\
respuesta 0,42 0,74 0,75 ( 1,50 )
replicado 0,39 0,67 0,77 \U1,23/

6 7 18 14 26
respuesta 0,21 0,52 0,68 1,12
replicado 0,20 0,51 0,64 1,43

7 8 24 21 13
respuesta 0,75 0,81, 0,49 0,68
replicado 0,78 0,87 0,47 0,75

8 9 22 12 17
respuesta 0,29 0,53 1,43 0,59
replicado 0,27 0,51 1,50 0,65

9 20
respuesta 0,34
replicado 0,31

Segun la Tabla 10, se obtuvieron valores maximos de 1,365 g/ml para la muestra ID
N° 27 y minimos de 0,41 g/ml para la muestra ID N° 10. Esto significa que el grado de hidré-
lisis de las proteinas solubles en el sobrenadante se incrementé hasta 188 % respecto del ais-
lado proteico sin hidrolizar, es decir como resultado de la optimizacién del proceso de hidroli-

sis.

El anélisis estadistico de NA mediante el modelo lineal propuesto en la ecuacion (17),
dio resultados significativos de 1° orden de NA para la temperatura, y la interaccion cantidad
de buffer agregado y temperatura, y de 2° orden para el pH, seglin la ecuacion (18).

Solo para este caso se trabajé con un t (Student) critico para una probabilidad del 90%,

en lugar del habitual 95%, entonces aparece como significativo el término pH? y los errores
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residuales del modelo son mas bajos, lo que permite un mejor ajuste a los valores experimen-

tales.

Y =Bo+Ba. Xa+ Paz. Xo’ +Pas. Xa. Xs ecuacion (18)

Donde:

Y :NA Bo: 0,5171
Xz . pH [342 0,3056
X4 : temperatura Ba2:  0,6661
X5 : cantidad de buffer agregado Bss: -1,2768

Como se mencioné precedentemente, trabajar con modelos de disefio ortogonal redun-
da en expresiones mas sencillas y, los coeficientes B; resultan independientes entre si.

Sin embargo, a partir del modelo normalizado se puede obtener el modelo calculado
con variables reales y sus nuevos valores de f;, donde aparecen términos adicionales y/o nue-
vas asociaciones entre las variables. Por ejemplo, la ecuacion (18), expresada en variables

normalizadas, se transforma en la ecuacion (19) con variables y unidades reales:

Y =Bo+B2. Xa+ Prz. Xo> + Pa. Xa + Bs. Xs +Bas. Xs. Xs ecuacion (19)

Donde:

Y :NA (g/ml) Bo: 0,1

X, :pH Ba: -2,331

X4 : temperatura (°C) Bro: 0,167

X5 : cantidad de buffer agregado (g / g de proteina) Ba: 0,1635
Bs: 0,38
Bss: -73x10°

Para los modelos sucesivos solo se presentaré la ecuacion con coeficientes normaliza-
dos para lograr mayor simplicidad en el andlisis.

La Figura 1 muestra la superficie de respuesta de NA y la interaccion entre la tempera-
tura y la cantidad de buffer agregado segiin la ecuacion (18), usando el software estadistico
Statistica (Statsoft Inc.). Los circulos en la Figura 1 muestran los puntos experimentales sobre
la superficie de respuesta. Cuando aparecen varios circulos en una misma ubicacién de coor-
denadas (X4, Xs), éstos muestran la variabilidad de NA con el resto de las variables, en ese

punto.
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Altos valores de pH y temperatura, permitieron maximizar el grado de hidrolisis de las
proteinas solubles del queso de cabra en el sobrenadante (NA), a la menor cantidad de buffer
agregado (10 g de buffer/g de proteina). Sin embargo, a gran cantidad de buffer agregado (30
g de buffer/g de proteina) se produjo una disminucion de NA con el aumento de la temperatu-
ra. Este efecto fue debido a la interaccién negativa de ambas variables (ecuacion 18).

Este comportamiento fue debido a que la enzima papaina es activa y estable hasta la
temperatura de 80 °C y tiene un pH 6ptimo de 9 (Glazer y Smith, 1971; Kim et al. 2012), fa-
voreciendo el proceso de hidrélisis de las proteinas solubles del hidrolizado en dichas condi-
ciones operacionales. No obstante, la ecuacién propuesta es valida solo hasta el nivel superior
del rango de pH experimentado, es decir pH 9 ( Kimmel y Smith, 1954).

La Figura 2 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual de los valores cal-
culados de nitrégeno aminico libre (NA) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra ver-

sus los valores experimentales. El error relativo porcentual se calcul6 segun la ecuacion (20):

_ (Valor experimental - Valor calculado)

Error relativo % = , x100 ecuacion (20)
Valor experimental

Los valores experimentales de NA mayores a 0,7 g/ml mostraron un méximo error relativo

porcentual de aproximadamente + 30 %.

Efecto de la hidrélisis de las proteinas casearias sobre el nitrégeno soluble

total,

En la Tabla 11 se presentan las respuestas de nitrogeno soluble total (NT) obtenidas

aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.

Tabla 11: Determinacién de nitrogeno soluble total (NT, g/l). Disefio estadistico Doehlert.

Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N°ID
1 1 6 10 19
uesta 417 4,12 319 52
licado 403 4,03 342 550
2 2 28 25 11
uesta 403 - 5,28 37 4 9
re licado 383 501 300 457
3 3 29 1 23
uesta 470 372 5,04 5,54
re licado 5,04 3,55 4,70 532
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4
respuesta
replicado

5
respuesta
replicado

6
respuesta
replicado

7
respuesta
replicado

8
respuesta
replicado

9
respuesta
replicado

4
2,69
3,02
5
4,53
4,30
VA
[ 1,01 )

1,21/
8

3,70
3,90
9
2,35
2,42
20
4,50
4,44

30
3,06
2,97

31
2,69
2,55

18
4,76
4,71

24
3,00
3,28

22
3,56
3,88

16
5,38
5,04

4,57
4,37
14
4,02
3,93
21
3,63
3,76
12
4,03
3,83

/15N

( 687 )

\z2.18/
27
4,03
3,70
26
4,20
4,94
13
3,36
3,49
17
3,43
3,56

Segun la Tabla 11, se obtuvieron valores maximos de 7,025 g/l para la muestra ID N°

15 y minimos de 1,11 g/l para la muestra ID N° 7. Esto significa que la liberacion de las pro-

teinas solubles del queso de cabra al sobrenadante se incrementd hasta 278%, respecto del

aislado proteico sin hidrolizar; es decir, como resultado de la optimizaci6én del proceso de

hidrolisis.

El analisis estadistico del NT contenido en todos los hidrolizados estudiados dio resul-

tados significativos de 1° orden para la relacién E:S, pH y cantidad de buffer agregado, y para

las interacciones de la cantidad de buffer agregado - temperatura y la relacion E:S, segun la

ecuacion (21).

Y=PBo+PB1.Xi+B2. Xo+Bs. Xs+ Prs. Xi. Xs+Pas. Xa. Xs

Donde:
Y:NT

Xy
X2
X4

X52

: relacion E:S
:pH

: temperatura

cantidad de buffer agregado

ecuacion (21)

Po:
B
Ba:
Bs:

Bl,si
[34,53

3,9684
0,6912
0,6162
- 0,9961
-2,3322
2,5061
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Al eliminar la muestra ID N° 7 en el extremo del rango (menor relacion E:S; 0,0055 mg de
papaina/g de caseina) se elimina un término ( Bi. Xp) en la ecuacion (21), obteniéndose la

ecuacion (22).

Y =Bo+P2. Xo+Bs. Xs+ Prs. Xi. Xs +Bas. Xa. Xs ecuacion (22)

Donde:

Y:NT Bo: 4,0638
X, : relacion E:S Ba: 0,6160
X :pH Bs:  -0,9961
X4 : temperatura Bis: -2,3322
X : cantidad de buffer agregado Bas:  2,5061

El signo (-) del coeficiente Bs en las ecuaciones (21) y (22) indica que el aumento en la
cantidad de buffer agregado disminuye la liberacion de NT desde la matriz (queso semiduro
de cabra) al sobrenadante, probablemente debido a un simple efecto de dilucién. El efecto s
acentlia aun més para valores altos de la relacion E:S y valores bajos de temperatura, debido
al efecto de las interacciones.

La Figura 3(a, b) muestra las superficies de respuesta de NT y las interacciones de la
cantidad de buffer agregado con la relacion E:S y la temperatura, segun las ecuaciones (21) y

(22), usando el software Statistica (Statsoft Inc).

Los valores maximos promedio de NT se obtuvieron a los mas altos valores de pH (9)
y a la més baja cantidad de buffer agregado (10 g de buffer/g de proteina). Este efecto fue mas
evidente a la mas alta relacién E:S (0,22 mg de papaina/g de caseina de queso) y a la mas baja
temperatura (35°C), debido a los efectos interactivos entre dichos factores.

Analizando las Figuras 1 y 3 (a) se observa que a bajo contenido de buffer agregado
(10 g / g de proteina) y alta temperatura (70°C) se obtiene la mayor liberacién de NA, a pesar
de no haberse obtenido la concentracion de NT méaxima. Esto significa que en dicha condicion
se obtiene el méximo grado de hidrélisis de las proteinas solubilizadas en el sobrenadante
(expresado como NA), pero no se obtuvo la maxima liberacion de dichas proteinas del queso
de cabra al sobrenadante.

Este fendmeno fue verificado por SDS-PAGE de los sobrenadantes de las muestras ID
N° 27 e ID N° 15, en las cuales se obtuvieron valores maximos de NA y NT respectivamente
(Figura 4).
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Los Blancos de la muestra ID N° 15 mostraron una fuerte banda a 32 KDa que corres-
ponde a la a Sp-caseina, la cual no fue hidrolizada en la muestra. Ademas, se produjeron com-
ponentes de alto peso molecular (péptidos y proteinas solubles), que fueron degradadas por la

enzima en la muestra ID N°15.
En el Blanco de la muestra ID N°27 se observan varias bandas de 16, 18,30 y 32 kDa

las cuales corresponden a B caseina, B lactoalbumina, a S;- y a S,-caseina, respectivamente
(Pardo y Natalucci, 2002; Vairo Cavalli y col., 2008). Dichas bandas fueron hidrolizadas en la
muestra [D N° 27.

Por otra parte, la relacion E:S afect6 la liberacion de péptidos y proteinas del queso al
sobrenadante pero no influy6 sobre su posterior hidrélisis en fragmentos de menor peso mole-

cular, como se desprende de las ecuaciones (18) y (21).

La Figura 5 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual de los valores cal-
culados de nitrogeno soluble total (NT) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus

los valores experimentales. El error relativo porcentual se calculd segun la ecuacion (20).

Los valores experimentales de NT mayores a 3 g/l mostraron un mdximo error rela-

tivo porcentual de aproximadamente 20 %.

Efecto de la hidrdlisis de las proteinas casearias sobre la solubilidad.

En la Tabla 12 se presentan las respuestas del indice de solubilidad de proteinas (ISP)

obtenidas aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6y8.

Tabla 12: Determinacion del indice de solubilidad de proteinas (ISP, %). Disefio estadistico

Doehlert. Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N°ID

1 1 6 10 19
respuesta 53,16 72,98 40,68 41,58
replicado 51,45 71,41 43,62 42,96

2 2 /7 287\ 25 11
respuesta 51,45 [ 93,39 ) 43,03 34,30
replicado 48,88 \ 88,68/ 38,32 35,69

3 3 29 1 23
respuesta 60,02 65,92 64,31 43,31
replicado 64,31 62,78 60,02 41,58

4 4 30 16 15
respuesta 34,30 54,15 68,60 53,70
replicado 38,59 52,58 64,31 56,13
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Dia N°ID
5 5 31 1 27
respuesta 57,77 34,30 58,31 51,45
replicado 54.82 32,58 55,74 47,16
6 777\ 18 14 26
respuesta [ 12,86 ) 45,39 51,29 53,65
replicado \15,43 3/ 49,52 50,11 63,08
7 8 24 21 13
respuesta 47,16 38,32 46,30 42,87
replicado 49,73 41,86 48,02 44,59
8 9 22 12 17
respuesta 30,01 45,39 51,45 43,73
replicado 30,87 49,52 48,88 45,45
9 20
respuesta 57,45
replicado 56,59

Segtin la Tabla 12, se obtuvieron valores méaximos de 91% para la muestra ID N° 28 y
minimos de 14 % para la muestra ID N° 7. Es decir, la solubilidad de las proteinas (ISP) en
los hidrolizados proteicos de queso de cabra aument6 231 % con respecto a los aislados pro-
teicos sin hidrolizar, como consecuencia de la optimizacién de los parametros funcionales del
proceso de hidrélisis.

El andlisis estadistico de ISP de todos los hidrolizados estudiados dio resultados signi-

ficativos de 1° orden solamente para la cantidad de buffer agregado, segun la ecuacion (23).

Y=Bo+ Bs Xs ecuacion (23)
Donde:
Y: ISP Bo: 50,35
Xs: cantidad de buffer agregado Bs: 11,67

En consecuencia, el aumento de la cantidad de buffer agregado incrementa la solubili-

dad de las proteinas de queso de cabra. Los otros factores no influyeron sobre la respuesta
ISP.

Si se convierten los coeficientes escalados en coeficientes experimentales, para una

apreciacion del modelo en unidades reales del sistema, la relacion se puede expresar:
Y= 27,02.+ 1,167 . X5 ecuacion (24)

Donde:
Y: ISP (%)

Xs: cantidad de buffer agregado (g / g de proteina)
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La Figura 6 muestra la correlacion entre la cantidad de buffer agregado y los valores
experimentales y predichos de ISP. La recta con los valores experimentales de ISP se obtuvo
tomando un promedio con todas las combinaciones posibles de niveles sin fijar el resto de las
variables (X, a X4). La variabilidad de los valores calculados de ISP para la misma cantidad
de buffer se debié a la combinacion de niveles con el resto de las variables.

Este hecho plantea la primera situacion de compromiso entre los parametros analiza-
dos hasta el momento: NA, NT e ISP.

Relacionando los perfiles de las Figuras 1, 3 y 6 se observa que los mayores valores de
NA y NT se obtienen a la menor cantidad de buffer agregado, pero en dicha condicion se pre-
senta el menor indice de solubilidad (ISP) de dichas proteinas. Este fenomeno se refleja en la
buena correlacion de la regresion entre el ISP y NT, presentado en la Figura 7.

Puesto que en la formulacion de aditivos saborizantes se requieren péptidos de bajo
peso molecular y aminodcidos porque ellos aumentan el sabor y son ma4s reactivos que las
proteinas con otros componentes de los alimentos (Pires et al., 2013), se deberian seleccionar
los menores valores de cantidad de buffer agregado dentro del rango estudiado.

Sin embargo, la cantidad de buffer agregado debe ser regulada segin la solubilidad de-
seada en el producto final, ya que ésta puede verse afectada como previamente se menciono.

La Figura 8 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual de los valores cal-
culados del indice de solubilidad de proteinas (ISP) de los hidrolizados proteicos de queso de
cabra versus los valores experimentales, segiin la ecuacién (20). Los valores experimentales
de ISP mayores de 35% presentan un error relativo porcentual maximo de (+) 40 %. En este
caso puede notarse que el error relativo alcanza valores altos en los extremos del rango de las

variables.

Efecto de la hidrdlisis de las proteinas casearias sobre la viscosidad.

En la Tabla 13 se presentan las respuestas de viscosidad (1) obtenidas aplicando el

disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.

Tabla 13: Determinacion de la viscosidad (1, cP). Disefio estadistico Doehlert. Bloque de

experiencias para cada dia.

Dia N°ID
1 1 6 19
uesta 157 152 15 156
re licado 1,56 150 1,28 1,57
2 2 28 25 11
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Dia | N° ID

respuesta 1,58 1,48 1,51 1,36
replicado 1,57 1,45 1,50 1,43

3 3 29 1 23
respuesta 1,53 1,49 1,57 1,55
replicado 1,56 1,49 1,56 1,51

4 4 30 16 15
respuesta 1,66 1,38 1,57 1,55
replicado 1,52 1,40 1,58 1,65

5 5 31 1 2T\
respuesta 1,71 1,38 1,73 ( 1,75 )
replicado 1,69 1,39 1,57 \UJ,73 /

6 7 18 14 26
respuesta 1,42 1,39 1,46 1,53
replicado 1,42 1,47 1,40 1,48

7 8 24 21 13
respuesta 1,45 1,58 1,49 1,50
replicado 1,40 1,62 1,49 1,47

8 9 22 12 17
Respuesta 1,45 1,40 1,56 1,57
Replicado 1,43 1,40 1,47 1,55

9 20
Respuesta 1,56
Replicado 1,53

Segtin la Tabla 13, se obtuvieron valores maximos de 1,74 cP para la muestra ID N°
27 y minimos de 1,265 cP para la muestra ID N° 10. Es decir, la viscosidad (n) en los hidroli-
zados proteicos de queso de cabra aument6 hasta 40 % con respecto a los aislados proteicos
sin hidrolizar, como consecuencia de la optimizacion de los parametros funcionales del proce-

so de hidrolisis.

El analisis estadistico de 1 en todos los hidrolizados estudiados dio resultados signifi-
cativos de 1° orden para todos los factores involucrados en este disefio y la interaccion entre

la cantidad de buffer adicionado y la temperatura, segun la ecuacion (25).

Y=00+0:.X, +Bz.X2+[33.X3+B4.X4+B5.X5+B4’5.X4.X5 ecuacion (25)
Donde:

Y:n Bo: 1,5044
X: relacion E:S Bi: 0,0812
X, :pH Ba: 0,0710
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X; : tiempo de hidrélisis Bs: 0,0425

X4 : temperatura Ba: 0,1346
X;s : cantidad de buffer agregado Bs: -0,0762
Bs s -0,1133

La Figura 9 muestra la superficie de respuestade n 'y la interacci6n entre la temperatu-
ra y la cantidad de buffer agregado, segin la ecuacion (25). El grafico se obtuvo utilizando el
software Statistica (Statsoft Inc.).

Los circulos en la Figura 9 muestran los puntos experimentales sobre la superficie de
respuesta. La variabilidad de n en una misma posicion de coordenadas X4, Xs se debio a las
diferentes combinaciones con el resto de las variables.

De acuerdo con la ecuacion (25), 1 aumenta con el incremento de la temperatura, la
relacion E:S y el tiempo de hidrélisis; y con la disminucion de la cantidad de buffer agregado.
Entonces, maximos valores de 1 de 1,74 cP se obtuvieron a 70°C, 0,22 mg de papaina/g de
caseina de queso, 270 min y 10 g de buffer/g de proteina.

Sin embargo, el incremento de 1 con la temperatura se compensé con el aumento dela
cantidad de buffer agregado debido al efecto de la interaccion negativa entre ambos factores,
cuando los mismos son de similar magnitud (los coeficientes P4 y PBs son aproximadamente
iguales pero de signo opuesto).

En concordancia con lo anterior, una importante disminucién de 1 se observé cuando
se agregd la maxima cantidad de buffer (30 g/g de proteina) a la maxima temperatura estudia-
da (70°C).

Segun otros autores, la 1 de los hidrolizados proteicos siempre disminuye aunque los
tratamientos enzimdticos hayan sido limitados (Lamsal et al, 2007). En contradiccion con
dichos resultados, la ecuacién (25) predice un incremento de 1 con el aumento del grado de
hidrolisis (NA y NT), el cual se observo a altos valores de pH y temperatura, y a baja cantidad
de buffer agregado.

En efecto, de acuerdo con la Figura 9 se observd un agudo aumento de n con el au-
mento de la temperatura, a la mas baja cantidad de buffer agregado (10 g/g de proteina).

Nosotros hipotetizamos que este comportamiento podria ser debido al hecho que los
péptidos y aminoacidos liberados del queso de cabra al sobrenadante por hidr6lisis enzimatica
se agregaran o bien que nuevos péptidos de mayor tamafio se formaran a partir de los frag-
mentos peptidicos previamente liberados al sobrenadante (sintesis catalizada por papaina),

siendo ambos procesos (hidrélisis y sintesis) favorecidos por el aumento de la temperatura.
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De acuerdo a la bibliografia, papaina tiene capacidad de catalizar en medios acuosos: -
la escision de uniones peptidicas (capacidad proteolitica) y, - la sintesis de nuevas uniones
peptidicas (capacidad amidolitica) (Mitin y col., 1997; Barberis y col., 2008). La capacidad de
las proteasas para catalizar la sintesis de nuevas uniones peptidicas ha sido demostrada por
numerosos autores y dio origen a un érea de intensa investigacién y desarrollo sobre la sinte-
sis de péptidos en medios no acuosos (Barberis y col., 2002; Illanes y col., 2009).

Intentando demostrar nuestra hipétesis, simulamos el comportamiento de la ) con la
temperatura para diferentes tipos de soluciones acuosas, segun las ecuaciones (2 a 7).

El ajuste de los datos experimentales a los diferentes modelos previamente descriptos

se muestra en la Figura 10 (a-d).

Los datos experimentales no ajustaron a los modelos previamente descriptos de m vs.
temperatura para soluciones acuosas, puesto que en dichas soluciones m disminuye con el
aumento de la temperatura.

La Figura 11 muestra la dependencia de los datos experimentales de n segun el mode-
lo tedrico logaritmico de 1 para soluciones acuosas poliméricas con la temperatura. Segin la
bibliografia, dichas soluciones muestran un comportamiento lineal con pendiente positiva
cuando se grafica el log de la viscosidad (cP) con la temperatura (°C), en el rango de 0 a 60
°C (http://www.newton.dep.anl.gov/askasci/mats05025.htm).

Los parametros estadisticos del modelo de la Figura 10 muestran un mejor ajuste que
los del modelo presentado en la Figura 11, lo que parece afirmar alguna de las hipétesis antes
enunciadas.

En la Figura 11, los parametros estadisticos r y 1’ mejoraron sensiblemente al prome-

diar los valores experimentales para cada temperatura * = 0,7303, r = 0,8546, p = 0,0143).

La Figura 12 muestra la correlacién entre el error relativo porcentual de los valores
calculados de la viscosidad (n) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los va-
lores experimentales, segun la ecuacion (20). Los valores experimentales de n mostraron un
buen ajuste al modelo y un error relativo porcentual méximo de + 6%.

Para corroborar nuestra hipétesis y al mismo tiempo, definir si se forman agregados
proteicos cuando aumenta la temperatura o se sintetizan nuevos polimeros a partir de los

fragmentos obtenidos por hidrélisis, se analizaron los hidrolizados proteicos por FTIR y
HPLC-EM.
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Las condiciones operacionales seleccionadas para obtener los hidrolizados proteicos
son aquellas que permitieron alcanzar la menor y la mayor viscosidad (sefialados con circulos
rojos en la Tabla 13). En ambos casos, se corrieron blancos preparados en idénticas condicio-
nes que las muestras, pero sin enzima.

La Figura 13 muestra la deconvolucion de la segunda derivada del espectro de FTIR
de las muestras de hidrolizados proteicos de queso de cabra (N° ID: 10 y 27), previa sustrac-
cién de sus respectivos blancos sin papaina.

La posicion de los diferentes componentes de la banda amida I de los hidrolizados pro-
teicos de queso de cabra (Tabla 14), fue asignada en base a estudios bibliograficos llevados a
cabo sobre numerosas proteinas (Dong y col., 1990, 1994, 1995; Huang y col., 1995; Barth,
2000).

Tabla 14: Posicion de los diferentes componentes de la banda amida I.

Bandas Frecuencia Bandas Frecuencia
(2 cm™) &2cm’)
1622 1698
Cadenas Laterales 1615 B-sheet 1689
1608 1635
1683
B Turn 1669 a-helix 1659
1674
1653
Random 1647

La mayoria de las bandas de la muestra ID N° 27 mostr6é menos absorbancia que las de
la muestra ID N° 10, excepto para las bandas de las cadenas laterales y las bandas B-sheet a
elevados nimeros de onda (Figura 13). La muestra ID N° 27 presenta absorbancias maximas
a 1683 cm™ y 1698 cm™ que corresponden a estructuras B-turn y p-sheet, respectivamente. La
disminucién o incluso la desaparicion de la banda B-sheet a 1689 cm’ y la aparicién de una
banda B-sheet a mayores nimeros de onda (1698 cm’™") de la muestra ID N° 27 son indicativos
de agregacion proteica (Dong y col., 1995). Este hecho indica que el aumento de la viscosidad
con la temperatura observado en la Figura 9 pudo ser debido a la agregacion de las proteinas.

Ademas el aumento en el ancho y la desviacion en la posicion y en la absorbancia rela-
tiva de las bandas a 1683 y 1698 cm™ son indicativos del desenrrollamiento de una proteina
(Dong y col., 1996).

El analisis de la segunda derivada permite analizar la semejanza entre dos espectros.
Pretrelski y col. (1993) desarrollaron un proceso matematico para calcular el coeficiente de

similitud espectral (similitud, r):
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Z xi+ yi ecuacion (26)

DG

Donde xi e yi son los valores de absorbancia del espectro de referencia y de la muestra

respectivamente, a una posicién de frecuencia i (cm™) en la banda amida I. Dicho valor de
correlacion es igual a 1 cuando no hay cambios conformacionales en la proteina.

Cuando hay grandes cambios conformacionales, las diferencias espectrales también
son grandes por lo que el coeficiente  se hace pequefio. De esta manera, el coeficiente r para
la relacion entre los espectros de los hidrolizados proteicos de queso de cabra (muestras ID N°
10 y 27) es de 0,825; confirmando que hay cambios conformacionales de las proteinas de los
hidrolizados en ambas condiciones. La muestra ID N° 10 presenta absorbancias maximas a
1653 cm™ y 1659 cm’' que corresponden a estructuras random y a-helix, respectivamente.
Los componentes random (o desordenados) se definieron por medio de estudios de cristalo-
grafia de rayos X como aquellos componentes que no son a-helix, ni B-sheet, ni B-turn (Ri-
chardson, 1991; Dong y col., 1990).

Las éreas relativas de los componentes de la banda amida I de las proteinas de los hi-
drolizados proteicos de queso de cabra (muestras ID N° 10 e ID N° 27), se determinaron des-
pués de corregir la linea base de la segunda derivada del espectro infrarrojo original y se

muestran en la Tabla 15.

Tabla 15: Areas relativas de los componentes de la banda amida I en el espectro infrarrojo de

las proteinas de los hidrolizados de queso de cabra (ID N° 10 e ID N° 27).

Frecuencia Areas relativas
Bandas
(2 cm-1) ID N° 27 IDN° 10
1636
B-sheet 1689 0,00197 0,00485
1698
a-helix 1660 0,00058 0,00257
1647
Random 1653 0,0019 0,0048
1669
B-turn 1674 0,00263 0,00383
1683
1622
Cadenas laterales 1615 0,00291 0,00078
1608
Area total (1600 — 1700) 9,99 .10 0,01683
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Comparando la relacion de dreas $-sheet / o-helix de las muestras ID N° 27 e ID N° 10
se observo que dicha relacion es de 3,396 para la primera y de 1,887 para la segunda. Una
estructura secundaria de mayor caracter B-sheet (en hoja plegada) indica mayor presencia de
uniones puente de hidrégeno intermoleculares y agregacion proteica, lo cual justifica el in-
cremento de la ) para la muestra ID N° 27.

Es importante recordar que métodos tales como la espectrometria IR solo pueden de-
terminar una conformacion promedio del conjunto de proteinas de la muestra analizada, pero
no puede medir el nimero de moléculas proteicas ni cada una de ellas como componentes
individuales. Sin embargo, es evidente que las condiciones de hidrélisis influyeron sobre las
fuerzas no covalentes (uniones puente de hidrogeno, interacciones idnicas, hidrofébicas y de
Van der Waals) que mantienen la estructura secundaria de las proteinas solubles del queso de
cabra y modificaron sus propiedades tecnofuncionales.

De este modo, se corrobora la hip6tesis que la formacién de agregados proteicos (en
los hidrolizados de queso de cabra) conduce a un aumento de la viscosidad con la temperatu-
ra.

La Figura 14 muestra los cromatogramas obtenidos por HPLC de los hidrolizados de
queso de cabra (N° ID: 10 y 27) y sus respectivos blancos sin papaina.

Se colectaron las fracciones que se supuso pueden corresponder a polimeros polipepti-
dicos obtenidos por sintesis catalizada por papaina —a partir de los péptidos y aminoécidos
liberados previamente por hidrélisis- y se analizaron por EM, para dilucidar su estructura.

La Figura 15 muestra los espectros de masa (EM) de las fracciones con (tg: 3y625
min de la muestra ID N° 27.

Para el pico con tg: 3 min, las M/Z: 69, 77, 79, 91, 105, 107, 115, 119, 121, 129, 133, 135,
143, 149, 173, 178, 189, 191, 259, 273, 279, 283, 313, 325, 329, 353, 355 y 367; correspon-
den a fragmentos de un péptido formado por Ser-Asp-Tyr-Phe-Cys.

Para el pico con tg: 62,5 min, las M/Z: 69, 70, 79, 81, 84, 91, 105, 117, 121, 145, 147, 163,
241, 313, 327, 353, 368, 369, 381 y 395; corresponden a fragmentos del pentapéptido Cys-
Cys-Ser-Lys-Phe.

Sin embargo, la hipétesis que la formacioén de nuevos péptidos de mayor tamafio con-
ducen a un aumento de la viscosidad de los hidrolizados proteicos de queso de cabra con el
incremento de la temperatura no pudo ser verificada debido a la complejidad del anélisis de

los mismos.
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Entonces, el comportamiento atipico de n en los hidrolizados proteicos de queso de
cabra fue atribuido al incremento de los puentes de H intermoleculares de la estructura secun-
daria con mas alto carécter p-sheet, también como a la agregacion de las proteinas solubles en

aquellas condiciones, como se demostro mediante los espectros de FTIR.

Efecto de la hidrélisis de las proteinas casearias sobre el indice de la actividad

emulsificante.
En la Tabla 16 se presentan las respuestas del indice de actividad emulsificante (IAE)

obtenidas aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.

Tabla 16: Determinacién del indice de actividad emulsificante (IAE, m? / g). Disefio estadis-

tico Doehlert. Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N° ID

1 1 6 10 19
respuesta 84,94 143,55 119,63 138,77
replicado 90,80 140,65 108,87 132,08

2 2 28 25 11
respuesta 154,35 118,54 141,11 76,46
replicado 157,70 118,14 150,35 86,85

3 3 29 1 23
respuesta 187,43 162,20 142,85 77,62
replicado 171,30 170,31 132,95 80,86

4 /74N 30 16 15
respuesta (231,53 ) 177,52 119,17 132,74
replicado \215,89/ 190,01 127,11 116,81

5 - 31 1 27
respuesta 74,12 171,38 136,86 143,00
replicado 81,65 173,23 134,80 158,48

6 7 18 14 260\
respuesta 211,86 85,27 81,21 [ 63,13 )
replicado 176,55 81,57 86,23 \69,74 /

7 8 24 21 13
respuesta 93,27 126,99 158,05 72,64
replicado 90,01 120,91 149,97 117,86

8 9 22 12 17
respuesta 214,02 112,34 163,43 189,60
replicado 203,03 98,26 172,03 180,73

9 20
respuesta 133,48
replicado 131,38
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Segun la Tabla 16, se obtuvieron valores méximos de 223,71 m?/g para la muestra ID
N° 4 y minimos de 66,43 m?/g para la muestra ID N° 26. Esto significa que el IAE en los hi-
drolizados proteicos de queso de cabra aument6 hasta 225 % con respecto a los aislados pro-
teicos sin hidrolizar, como consecuencia de la optimizacién de los parametros funcionales del
proceso de hidrélisis proteica.

Del analisis estadistico del IAE en todos los hidrolizados estudiados se obtuvieron re-
sultados significativos de 1° orden para la interaccion de la relacién E:S y el tiempo de hidro-

lisis, segun la ecuacion (27).

Y =Bo + Bis Xi - X3 ecuacion (27)
Donde:
Y: IAE Bo: 134,01
X;: relacion E:S Bis: 106,64

X3: tiempo de hidrolisis

La Figura 16 muestra la superficie de respuesta del IAE y la interaccion entre la rela-
cion E:S y el tiempo de hidrolisis, segln la ecuacion (27), usando el software Statistica (Stat-
soft Inc.).

El indice de actividad emulsificante (IAE) aumento significativamente con el aumento
del tiempo de hidrolisis y la relacion E:S.

Es probable que el aumento en el tiempo de hidrélisis promueva la difusion de los
péptidos y la interaccion péptido-lipido, favoreciendo el anclaje de las moléculas péptidicas
en la interfase agua-aceite y el incremento del IAE. A baja concentracién de proteinas, la ab-
sorcién de las proteinas en la interfase agua-aceite presenta un control cinético de difusion y
depende del tiempo hasta que se alcanza el estado estacionario (Agyare et al., 2009; Seki et
al., 2013).

Ademas, los mayores valores de la relacién E:S han aumentado la viscosidad (m) y
disminuido la hidrofobicidad superficial (So). Entonces, 1 y So podrian haber influido sobre
el IAE de los hidrolizados proteicos de queso de cabra.

En general, el aumento del grado de hidrolisis de las proteinas ha modificado las pro-
piedades emulsificantes de los subproductos de gluten de trigo, arroz y soja (Agyare y col,,

2009; Li y col., 2013; Surowka y col., 2004).
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Sin embargo, este tipo de comportamiento no ha sido observado en este trabajo y las
correlaciones entre NA, NT e IAE no se pudieron verificar. Esto significa que ni la concentra-
cién de proteinas solubles (NT) liberadas al sobrenadante desde la matriz del queso semiduro
de cabra, ni el acortamiento de las proteinas solubles en el sobrenadante (NA) han afectado el
IAE en las condiciones estudiadas.

La Figura 17 muestra la correlacién entre el error relativo porcentual de los valores
calculados del indice de actividad emulsificante (IAE) de los hidrolizados proteicos de queso
de cabra versus los valores experimentales, segin la ecuacion (20). Los valores experimenta-
les mayores a 90 m?/g mostraron un error relativo porcentual maximo de + 30 %.

El error general del sistema se estimo repitiendo varias medidas en el centro del disefio
(o sea, la media de los rangos de todas las variables) (datos no mostrados).

El error para cada modelo (Se) se calculé segin la ecuacion (28).
Se .y
Se (%) = % -100 ecuacion (28)

Donde:

Se (%): Error para cada modelo en el centro del disefio.

X : media de todos los valores de cada respuesta.

En este caso (IAE), Se (%) =28

En la ecuacion (20) el error no es promediado con el numero de grados de libertad
como en Se y por lo tanto, los valores que se obtienen son mayores. Sin embargo, los dos pun-

tos inferiores del lado derecho de la linea roja caen aproximadamente en 28.

Efecto de la hidrdlisis de las proteinas casearias sobre el indice de la estabili-
dad de la emulsion.

En la Tabla 17 se presentan las respuestas del indice de estabilidad de la emulsion
(IEE) obtenidas aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y
8.

Tabla 17: Determinacién del indice de estabilidad de la emulsion (IEE, min). Disefio estadis-

tico Doehlert. Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N°ID
1 1 6 10 19
uesta 70,30 40 42 44 64 63,68
re licado 68 57 38,35 46,04 61 03
2 2 28 25 11
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Dia N°ID

respuesta 58,29 39,81 57,78 55,00
replicado 50,77 40,84 62,98 56,52
3 3 29 1 23
respuesta 37,05 34,74 71,52 74,21
replicado 30,76 37,36 74,55 72,31
4 4 30 16 15
respuesta 40,40 29,18 40,00 52,00
replicado 41,15 30,08 45,16 56,70
5 5 31 1 27
respuesta 42,31 43,77 68,33 50,40
replicado 46,00 44,62 75,69 46,83
6 7 18 /714 26
respuesta 47,76 43,61 [ 85,60 ) 51,18
replicado 43,13 45,82 \.85,38/ 55,12
7 8 24 1 13
respuesta 37,05 78,13 37,23 © 41,03
replicado 41,82 66,67 36,63 42,19
8 9 22 12 17
respuesta 49,25 79,39 46,45 72,20
replicado 40,76 48,08 47,47 68,06

9 /7 20\
respuesta [ 28,14 )

replicado \26,53/

Segun la Tabla 17, se obtuvieron valores méximos de 85,49 min para la muestra ID N°
14 y minimos de 27,34 min para la muestra ID N° 20. Esto significa que el IEE en los hidroli-
zados proteicos de queso de cabra aument6 hasta 210 % con respecto a los aislados proteicos
sin hidrolizar, como consecuencia de la optimizacién de los parametros funcionales del proce-
so de hidrolisis proteica.

Del analisis estadistico del IEE en todos los hidrolizados estudiados se obtuvieron re-
sultados significativos de 1° orden para la cantidad de buffer agregado y la interaccién entre

la relacion E:S y la temperatura, y de 2° orden para el pH, segin la ecuacion (29).

Y = o + Bs.Xs + Bra. X1.Xa + P22 Xo© ecuacion (29)
Donde:
Y: IEE Bo: 52,5
X,: pH Bs: -13,5
X,: relacion E:S Bra: -41,5
X4: temperatura Baa: -13,3

Xs: cantidad de buffer agregado
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La Figura 18 muestra la superficie de respuesta del IEE y la interaccion entre la rela-

cién E:S y la temperatura, segin la ecuacion 29, usando el software Statistica (Statsoft Inc.).

Maximos valores del IEE se alcanzaron en dos condiciones:

- a altas temperaturas (60 a 70°C) y con la minima concentracion de enzima;

- a bajas temperaturas (35 a 40°C) y con la maxima concentracion de enzima.

Segiin la ecuacion (29) el IEE disminuye con el aumento del pH debido al alto grado
de hidrolisis de las proteinas solubles (NA) obtenido en esta condiciones.

En consecuencia, el excesivo acortamiento de las proteinas solubles del queso de cabra
causé una disminucion del IEE, lo cual fue observado por otros autores para hidrolizados de
gluten (Lam y Nickerson, 2013).

Probablemente, estas condiciones hayan disminuido el IEE debido al aumento de la
repulsion electrostatica entre las capas de los péptidos absorbidos en la superficie de la gota
de aceite, limitando la estabilizacién por repulsion estérica de los polipéptidos de alto peso
molecular. Segin Damodaran (2005), la repulsién estérica entre los polipéptidos evita el con-
tacto directo entre las gotas de aceite, impidiendo la floculacion y la coalescencia.

Por otra parte, el aumento en la cantidad de buffer agregado disminuy6 la concentra-
cion de nitrégeno total (NT), aumenté el indice de solubilidad de las proteinas (ISP) y dismi-
nuy6 la viscosidad (n) de los hidrolizados proteicos de queso semiduro de cabra. No obstante,
la dependencia entre la solubilidad (ISP) y el indice de estabilidad de la emulsién (IEE), ob-
servada por otros autores, no fue verificada en este trabajo (Luo y col., 2014).

La Figura 19 muestra el error relativo porcentual de los valores calculados del indice
de estabilidad de la emulsion (IEE) de los hirolizados proteicos de queso de cabra versus los
valores experimentales, segun la ecuacién (20).

Los valores experimentales de IEE mayores a 30 min mostraron un buen ajuste al mo-
delo en casi todo el rango de la variable y se obtuvo un error relativo porcentual maximo de

aproximadamente + 30 %.

Efecto de la hidrélisis de las proteinas casearias sobre la capacidad espuman-
te.

En la Tabla 18 se presentan las respuestas de la capacidad espumante (FC) obtenidas

aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.
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Tablas 18: Determinacién de la capacidad espumante (FC). Disefio estadistico Doehlert. Blo-

que de experiencias para cada dia.

Dia N°ID

1 1 6 10 19
respuesta 0,44 0,03 0,03 0,52
replicado 0,42 0,03 0,02 0,47

2 2 28 25 11
respuesta 0,32 0,31 0,06 0,05
replicado 0,85 0,32 0,02 0,06

3 3 29 1 23
respuesta 0,21 0,10 0,43 0,38
replicado 0,20 0,06 0,38 0,40

4 4 30 16 15
respuesta 0,26 0,04 0,26 0,49
replicado 0,57 0,03 0,21 0,45

5 5 31 1 27
respuesta 0,45 0,03 0,42 0,03
replicado 0,42 0,02 0,40 0,05

6 7 18 14 26
respuesta 0,29 0,40 0,33 0,05
replicado 0,27 0,26 0,31 0,04

7 7787\ 24 21 /13 7\
respuesta [ 0,65 ) 0,08 0,03 ( 0,68 )
replicado \_0,66_/ 0,03 0,04 \0,66_/

8 9 22 12 17
respuesta 0,25 0,03 0,43 0,50
replicado 0,23 0,03 0,41 0,52

9 20
respuesta 0,53
replicado 0,56

Segun la Tabla 18, se obtuvieron valores méaximos de 0,65 — 0,68 para las muestras ID
N° 8 y 13 y minimos de 0,03 para varias muestras. Estos valores de FC para los hidrolizados
proteicos de queso semiduro de cabra son notablemente inferiores a los informados en la lite-
ratura para otros hidrolizados proteicos. Asi, por ejemplo, Surowka y col (2004) consideraron
que valores de FC de 11 a 18 son aceptables para hidrolizados de proteinas de soja.

Esto indica claramente que, en general, el aumento del grado de hidrélisis no favorece
la capacidad espumante de los hidrolizados proteicos de queso de cabra.

Varios autores observaron que la solubilidad (ISP) y la capacidad espumante (FC) de
los hidrolizados proteicos de suero y de soja aumentaron significativamente con el tiempo de

hidrolisis y con la relacién E:S, pero este efecto no fue observado en este trabajo.
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Ademds, se sabe que el pH modifica la carga neta de las proteinas, la cual usualmente
afecta no solo la formacién de espuma sino también las propiedades viscoelasticas del film
(Drago y Gonzélez, 2000). Sin embargo, no se observo ningtin efecto del pH sobre la FC de
los hidrolizados proteicos del queso de cabra, bajo las condiciones estudiadas.

Es evidente que cierta estructura proteica se debe mantener para obtener buena capaci-
dad espumante y que la ruptura de las cadenas polipeptidicas disminuye la FC.

A pesar de las bajas concentraciones usadas de papaina en este disefio experimental
(DOE), es probable que la amplia especificidad de esta enzima proteolitica haya destruido
excesivamente la estructura proteica del queso.

Es también evidente que la FC de las proteinas hidrolizadas depende de la especifici-
dad de las enzimas proteoliticas usadas, de la naturaleza fisico-quimica de dichas proteinas y
de las condiciones experimentales de la proteolisis.

El analisis estadistico de FC no mostré ninguna relacion significativa con los factores

estudiados (Figura 20).

Efecto de la hidrdlisis de las proteinas casearias sobre la estabilidad de la es-

puma.
En la Tabla 19 se presentan las respuestas del indice de estabilidad de la espuma (FS)

obtenidas aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.

Tabla 19: Determinacion de la estabilidad de la espuma (FS, seg/ml). Disefio estadistico

Doehlert. Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N°ID

1 1 6 10 19
respuesta 1,11 0,06 0,16 0,96
replicado 1,04 0,25 0,12 1,15

2 2 28 25 11
respuesta 1,27 0,50 0,56 0,71
replicado 1,18 0,54 0,55 0,73

3 3 29 1 23
respuesta 1,27 0,25 1,06 0,86
replicado 1,29 0,25 1,08 0,80

4 4 30 16 15
respuesta 0,26 0,15 1,24 1.20
replicado 0,35 0,13 1,27 1.21

5 5 31 1 27
respuesta 0,70 0,27 1,06 0,26
replicado 0,78 0,25 1,03 0,58

6 7 18 14 26
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Dia N°ID

respuesta 0,34 0,49 0,71 0,70

replicado 0,40 0,40 0,65 0,78
7 8 : 24 21 13

respuesta 1,48 0,44 0,08 1,53

replicado 0,84 0,43 0,13 1,49
8 /9 N\ 22 12 17

respuesta 1155 ) 0,19 0,65 0,60

replicado 42/ 0,17 0,67 0,58
9 20

respuesta 0,28

replicado 0,30

Segun la Tabla 19, se obtuvieron valores maximos promedio de FS de 1,48 ml ™! .min!

para la muestra ID N°9 y minimos de 0,1 ml"'.min"' en varias muestras.
El andlisis estadistico de FS en todos los hidrolizados estudiados dio resultados signi-

ficativos de 1° orden para el tiempo de hidrolisis, segun la ecuacion (30):

Y =Bo+ B3 X5 ecuacion (30)
Donde:
Y :FS Bo: 0,756
X3 ¢ tiempo de hidrdlisis Bs:  -0,500

Este modelo en unidades reales seria:

Y =1,38-0.00416 . X3 ecuacion (31)

La ecuacion (30) indica que el aumento del tiempo de hidrdlisis provoca una disminu-
cion de FS. Este efecto fue debido al drenaje gravitacional y a la coalescencia de las burbujas.
La coalescencia ocurre porque el liquido drena desde el film (lamella) mientras dos burbujas
de gas se aproximan, conduciendo al debilitamiento del film y a su ruptura (Damodaran,
2005; Palazolo, 2005).

La adicién de NaCl disminuye la velocidad de drenaje gravitacional y mejora la estabi-
lidad de la espuma de los aislados proteicos de soja. Sin embargo, la fuerza idnica es un factor
que no fue incluido en este disefio experimental DOE (Agyare y col., 2009).

Otros autores informaron que la estabilidad de la espuma de los hidrolizados proteicos
de suero de queseria y de soja decrecié con el aumento del grado de hidrélisis (Calderdn de la

Barca y col., 2000; Lieske y Konrad, 1990).
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En las condiciones estudiadas en este trabajo, se advirtié que independientemente del
grado de hidrélisis de las proteinas del queso de cabra la estabilidad de la espuma fue excesi-

vamente baja en las condiciones estudiadas en este trabajo.

La Figura 21 muestra el efecto del tiempo de hidrélisis sobre FS de los hidrolizados
proteicos de queso de cabra, después de aplicar un modelo de célculo lineal.

La Figura 22 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual de los valores
calculados de la estabilidad de la espuma (FS) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra
versus los valores experimentales, segin la ecuacion (20).

Valores experimentales de Fs mayores a 0,6 ml ™. min"' mostraron un maximo error re-

lativo porcentual de aproximadamente + 50%. Es probable que otros factores no considerados

en este modelo permitan modelar mejor esta respuesta.

Efecto de la hidrélisis de las proteinas casearias sobre la retencion de agua.
En la Tabla 20 se presentan las respuestas de la capacidad de retencion de agua

(WHC) obtenidas aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6

y 8.

Tabla 20: Determinacion de capacidad de retencion de agua (WHC, g H,O / g de residuo).

Disefio estadistico Doehlert. Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N°ID
1 1 6 10 19
respuesta 1,53 2,28 1,21 1,03
replicado 1,55 2,23 1,19 1,03
2 2 28 25 11
respuesta 2,73 2,45 0,76 0,98
replicado 2,21 2,23 0,89 0,98
3 /77 37\ 29 1 23
respuesta [ 2,68 ) 2,23 1,52 0,93
replicado \3.48/ 2,26 1,56 0,92
4 4 30 16 15
respuesta 1,16 2,33 1,60 0,89
replicado 1,16 2,29 1,52 0,88
5 5 31 1 27
respuesta 1,67 1,02 1,47 1,85
replicado 1,75 1,04 1,55 1,72
6 7 18 14 26
respuesta 0,97 1,36 1,38 1,47
replicado 1,26 1,35 1,06 1,27
7 8 24 21 13
respuesta 1,02 1,12 0,80 1,11
replicado -~ L02 1,11 0,89 1,10
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Dia N°ID

8 9 22 12 17
res uesta 056 142 160 160

licado 054 146 167 162

9 20

uesta 072

licado 072

Segiin la Tabla 20, se obtuvieron valores maximos promedio de 3,08 g de agua/ g de
pellet seco para la muestra ID N° 3 y minimos de 0,55 g de agua/ g de pellet para la muestra

ID N° 9.

El analisis estadistico de WHC (capacidad de retencién de agua) dio resultados signi-
ficativos de 1° orden para la relacién E:S, el pH y la cantidad de buffer agregado, segin la

ecuacion (32):

Y=Bo+Bi. X1+ P2. Xat+ Bs. Xs ecuacion (32)
Donde:
Y : WHC Bo: 1,4325
X, : relacion E:S Bi: 0,5221
X, :pH Ba: 0,4556
X5 : cantidad de buffer agregado Bs: 0,5905

Como resultado de la optimizacién del proceso de hidrolisis proteica, se obtuvo un
incremento de 450 % en WHC, con respecto al aislado proteico sin hidrolizar. Las condicio-
nes que permitieron maximizar WHC fueron altos pH (9), relacion E:S (0,22 mg de papaina /
g de proteina) y cantidad de buffer agregado (30 g de buffer / g de proteina).

La Figura 23 (a-c) muestra la dependencia de la capacidad de retencion de agua
(WHC) con el pH, la relacién E:S y la cantidad de buffer agregado.

Ademas, WHC de los hidrolizados proteicos de queso semiduro de cabra mostré una
buena correlacién con el indice de solubilidad de proteinas (ISP) debido a que ambas respues-
tas mostraron dependencia con la cantidad de buffer agregado (Figura 24).

Segtin otros autores, el aumento del grado de hidrélisis (expresado como NA 'y NT en
este trabajo) de las proteinas de soja disminuyé WHC; mientras que dicha respuesta aumento
con el incremento del grado de hidrélisis de las proteinas de pescado (Surowka et al. 2004,
Pires et al., 2013). Sin embargo, tal relacién no fue observada en este trabajo, dentro del rango

estudiado.
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Segin otros informes bibliogréaficos las propiedades reoldgicas de los hidrolizados
proteicos correlacionan bien con su WHC (Sorgentini, y col., 1995; Urbanski, y col, 1982;
Yao, y col, 1988). En este caso, la viscosidad de los hidrolizados de queso de cabra, no estuvo
correlacionada con su capacidad de retencion de agua.

La Figura 25 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual (%) de los valo-
res calculados de la capacidad de retencién de agua (WHC) versus los valores experimentales,
seglin la ecuacion (20). Los valores experimentales d¢ WHC mayores a 1,2 g de H,O/g de
residuo seco mostraron un maximo error relativo porcentual de aproximadamente = 40%.

En la Tabla 21 se presentan las respuestas del porcentaje de agua retenida (HW) obte-
nidas aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.

Tabla 21: Determinacién de agua retenida (HW, %). Disefio estadistico Doehlert. Bloque de

experiencias para cada dia.

Dia N° ID
1 1 /7 6\ 10 19
respuesta 15,70% ( 29,35%) 16,92% 15,83%
replicado 15,69% \25,27% 16,86% 16,28%
2 2 /287N 25 11
respuesta 18,12% ( 27,19%) 13,74% 21,66%
replicado 17,24% \27,47% 14,68% 19,63%
3 3 77297\ 1 23
respuesta 17,94% { 27,17%) 15,27% 12,48%
replicado 16,78% \27,04%/ 15,48% 13,12%
4 4 30 16 15
respuesta 10,23% 25,39% 15,53% 16,60%
replicado 11,72% 27,63% 15,17% 16,74%
5 5 31 1 27
respuesta 20,18% 10,11% 15,14% 12,04%
replicado 20,70% 10,75% 15,02% 12,17%
6 7 18 14 26
respuesta 12,94% 12,89% 13,92% 14,05%
replicado 13,71% 13,00% 14,93% 13,31%
7 8 24 21 13
respuesta 13,01% 15,33% 12,38% 13,58%
replicado 13,08% 15,42% 12,24% 13,36%
8 9 22 12 17
respuesta 11,57% 14,15% 15,64% 15,37%
replicado 11,05% 15,08% 15,79% 15,12%
9 /7 20\
respuesta [ 9,38% )

replicado

\9,30%/
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Segun la Tabla 21, los méximos valores de HW fueron de 27% para las muestras ID
N° 6, 28 y 29, mientras los valores minimos fueron de 9,34 % para la muestra ID N° 20.

El analisis estadistico de la respuesta HW (agua retenida) dio resultados significativos
de 1° orden para la cantidad de buffer agregado y para la interaccion de la temperatura y la
cantidad de buffer agregado; y de 2° orden para la cantidad de buffer agregado, segun la ecua-

cién (33):

Y =Bo +PBs. Xs+Bas. Xe Xs +Pss. Xs° ecuacion (33)

Donde:

Y :HW Bo: 0,144

X, : temperatura Bs: 0,052

Xs : cantidad de buffer agregado Bas: 0,172
Oss: 0,087

La Figura 26 muestra la superficie de respuesta de HW y la interaccién entre la canti-
dad de buffer agregado y la temperatura segin la ecuacion (33), usando el software Statistica

(Statsoft Inc.)

Los maximos valores promedio de 27 % para HW se alcanzaron a las maximas tempe-
ratura (70 °C) y cantidad de buffer agregado (30 g /g de proteina), dentro del rango estudiado.

Por otra parte, HW de los hidrolizados proteicos de queso semiduro de cabra mostrd
una buena correlacion con el indice de solubilidad de proteinas (ISP) porque ambas respuestas
tuvieron una fuerte dependencia con la cantidad de buffer agregado (Figura 27).

La Figura 28 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual de los valores
calculados de agua retenida (HW) de los hidrolizados proteicos de queso de cabra versus los
valores experimentales, segiin la ecuacion (20).

Los valores experimentales de HW mostraron un buen ajuste al modelo en todo el ran-

go de la variable y se obtuvo un error relativo porcentual méximo de + 30%.

Efecto de la hidrélisis de las proteinas casearias sobre la hidrofobicidad su-
perficial.
En la Tabla 22 se presentan las respuestas de hidrofobicidad superficial (So) obtenidas

aplicando el disefio estadistico experimental esquematizado en las Tablas 6 y 8.
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Tabla 22: Determinacién de la hidrofobicidad superficial (So, Intensidad de fluorescencia

(IF) / mg de proteina /ml). Disefio estadistico Doehlert. Bloque de experiencias para cada dia.

Dia N°ID
1 1 6 10 19
respuesta 5,05 1,56 5,91 7,20
replicado 5,39 1,72 5,75 7,10
2 2 28 25 11
respuesta 5,20 3,83 2,35 7,77
replicado 5,37 4,08 2,24 7,03
3 3 77297\ 1 23
respuesta 3,30 [ 0,99 ) 4,96 8,83
replicado 3,27 \0,92/ 5,16 8,80
4 4 30 16 15
respuesta 8,78 2,69 11,41 3,99
replicado 8,74 2,69 11,61 4,19
5 5 31 1 27
respuesta 2,44 2,79 5,05 3,61
replicado 2,32 2,49 5,66 3,59
6 /7 O\ 18 14 26
respuesta (1 5,88 ) 3,07 2,04 10,90
replicado N4/ 3,35 2,05 10,74
7 8 24 21 13
respuesta 8,39 10,64 7,11 3,87
replicado 9,52 10,39 7,99 3,69
8 9 22 12 17
respuesta 8,39 7,67 1,62 2,98
replicado 8,42 7,38 1,58 2,86
9 20
respuesta 6,50
replicado 6,17

Segtn la Tabla 22, el maximo valor promedio de So fue de 15,64 IF/(mg de protei-
na/ml) y se logré en la muestra ID N° 7, mientras el minimo valor de 0,95 IF/(mg de protei-
na/ml) se alcanzé en la muestra ID N° 29.

Esto significa que So disminuy6 hasta 94% respecto del aislado proteico sin hidrolizar,
como resultado de la optimizacion del proceso de hidrolisis proteica.

El anlisis estadistico de So (hidrofobicidad superficial) dio resultados significativos
de 1° orden para la relacién E:S, la cantidad de buffer agregado y la interaccion entre el tiem-
po de hidrélisis y la temperatura, segin la ecuacion (34):

La ecuacion (34) es para el modelo escalado (adimensional).

Y=PBo+Pi.Xi+Bs. Xs+Ps4.X3. X4 ecuacién (34)

77



Donde:

Y :So Bo: 4,53
X, : relacion E:S Bi: -4,67
Xj3: tiempo de hidroélisis Bs:  -2,47
X4 : temperatura Bsa: -7,61

X : cantidad de buffer agregado

La ecuacion (35) corresponde al modelo con valores reales de los factores experimen-

tales obtenido para la hidrofobicidad superficial (So).

Y =-3,954 - 43,56 . X;+ 0,123 . X5 +0,349. X4, - 0,191 . X5 - 2,34x107 . X3. X4
ecuacion (35)

Donde:

Y= So (IF/mg de proteina/ml)

X, : relacién E:S (mg de papaina / g de caseina)

X;: tiempo de hidrdlisis (min)

X4 : temperatura (°C)

X; : cantidad de buffer agregado (g/g de proteina)

La Figura 29 muestra la superficie de respuesta de So y la interaccion entre el tiempo
de hidrélisis y la temperatura, segun la ecuacién (34), usando el software Statistica (Statsoft
Inc.).

Es importante destacar que los menores valores de So son los mas deseables, ya que
este parametro es un indicador de la presencia de péptidos amargos en los hidrolizados protei-
cos.

Segin las ecuaciones (34) y (35) y la Figura 29, los mas altos valores estudiados de
temperaturas (70°C), tiempo de hidrélisis (270 min), relacion E:S (0,22 mg de papaina/g de
caseina de queso) y cantidad de buffer agregado (30 g de buffer/g de proteina), permitieron
optimizar este parametro (So) y obtener el minimo de 0,95 IF/(mg de proteina/ml).

Sin embargo, también existe un area de minimo So a los menores valores de tempera-
tura (35°C) y tiempo de hidrélisis (30 min), debido a los efectos interactivos de dichos facto-
res (Figura 29).

De acuerdo con la bibliografia, So se correlaciona con el grado de hidrolisis (NA y

NT), la solubilidad (ISP) y el indice de actividad emulsificante (IAE) de los hidrolizados pro-
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teicos. Sin embargo, ninguna correlacion se observo entre dichas respuestas en este estudio
(Calderé6n de la Barca y col., 2000; Mahmoud y col., 1992; Qi, 1997; Wagner y Afion, 1990,
Li-Chan y col. 2006).

La Figura 30 muestra la correlacion entre el error relativo porcentual de los valores
calculados de la hidrofobicidad superficial (So) de los hidrolizados proteicos de queso de ca-
bra versus los valores experimentales, seglin la ecuacion (20).

Valores experimentales de So mayores a 4 IF/(mg de proteina/ml) tienen un error rela-

tivo porcentual méximo de aproximadamente + 40 % en los bordes del disefio experimental.

Disefio de aditivos con propiedades funcionales a medida, en base a
hidrolizados proteicos de queso de cabra

A continuacién se presenta un analisis cualitativo de las propiedades funcionales de-
seables para disefiar cuatro aditivos saborizantes en base a hidrolizados proteicos de queso de
cabra con propiedades funcionales a medida, para ser incorporados a diferentes sistemas ali-
mentarios. A saber: -aditivo para salsas y sopas, - ingrediente para mousse de queso, -aditivo

para productos de panificacion y - acelerador de la maduracion de otros quesos duros.

Aditivo para Sopas y Salsas:
Cuando se disefia un hidrolizado proteico de queso con propiedades funcionales a
medida para ser utilizado como aditivo de sopas y salsas, se pretende que el mismo presente:
. Potenciado sabor a queso: alta concentracién de nitrégeno aminico (NA) y alta

concentracion de nitrogeno proteico soluble (NT).

- Alta viscosidad (1)), para que aumente la consistencia y mejore la textura del ali-

mento a ser incorporado.

- Buena solubilidad (ISP) y alta actividad emulsificante (IAE) al mezclarse con el
resto de los ingredientes.

- Baja capacidad de formar espuma (FC) y si se forma que su estabilidad sea baja
(FS) al mezclarse con el resto de los componentes.

- Buena capacidad de retener agua (WHC).

- Baia hidrofobicidad superficial (So), debe ser compatible con sistemas alimenta-
rios acuosos y ademds, esta propiedad estd vinculada con la produccién de pépti-
dos amargos no deseables.

Se subrayaron aquellas propiedades funcionales que se consideraron més relevantes

para la produccién de un aditivo para salsas y sopas.
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Para lograr los objetivos anteriormente citados, se realizé un analisis cuanlitativo de la
incidencia de los factores estudiados: pH, temperatura, cantidad de buffer agregado, relacion
E:S y tiempo de hidrolisis; sobre cada respuesta funcional individual, a partir de los modelos
obtenidos.

La Tabla 23 resume las respuestas funcionales deseadas para el disefio de un aditivo a
ser utilizado en salsa y sopas, en base a hidrolizados proteicos de queso de cabra, y la varia-
cién de los factores para lograr dichos parametros funcionales, segin lo predicho por las
ecuaciones obtenidas del analisis estadistico y quimiométrico de los resultados experimenta-
les.

En la primera fila de la Tabla 23 se muestran las respuestas funcionales esperadas para
el disefio de un aditivo para salsas y sopas en base a hidrolizados proteicos de queso de cabra;
y el sentido de las flechas indica sus valores deseables (altos o bajos). En las filas 2° a 6° de la
Tabla 23 se presentan los valores (altos o bajos) que deben tomar los factores para lograr las

respuestas funcionales deseadas (de la 1° fila).
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Altos valores de pH contribuyeron a lograr las propiedades funcionales deseadas para
el disefio de un aditivo funcional a medida para salsas y sopas, en base a hidrolizados protei-
cos de queso de cabra. Sin embargo, tal condicién afect6 la estabilidad de la emulsion, pero
este parametro no esta dentro de los de mayor contribucidn (peso) para este sistema alimenta-

rio (sopas y salsas). Entonces se recomienda usar altos (1) pH.

Siguiendo el mismo razonamiento, la temperatura deberia ser establecida en un valor
alto, ya que de esa forma se obtiene alto NA (potencia el sabor), alta 11 y baja So (menor con-
centracion de péptidos amargos). No obstante, altas temperaturas no favorecieron la produc-
cién de NT ni el IEE, pero estos pardmetros no estan dentro de los de mayor contribucion
(peso) para este sistema alimentario (sopas y salsas). Entonces, se recomienda usar altas

(1) temperaturas.

La cantidad de buffer a agregar para producir el hidrolizado proteico de queso de cabra
con propicdades funcionales a medida para ser incorporado como aditivo de salsas y sopas,
plantea una verdadera situaciéon de compromiso puesto que una baja cantidad de buffer favo-
rece la liberacion de NA y NT, y aumentan m, pero aumenta también So (0 sea, la produccién
de péptidos amargos). Al mismo tiempo, se observa que en tales condiciones ISP (solubilidad)
y WHC (capacidad de retener agua) disminuyen. Entonces, se recomienda utilizar moderada

cantidad de buffer agregado.

La relacién E:S deberia ser establecida dentro de los méaximos valores estudiados,
puesto que favorece la liberacion de NT, aumenta 1 , y disminuye So; asi como también au-
menta IAE, IEE y WHC. Entonces, se recomienda establecer la maxima relacion M E:S

estudidada.
El tiempo de hidrélisis deberia ser fijado dentro de los maximos valores estudiados,

puesto que aumenta ) y IAE; y disminuye So y FS. Entonces, se recomienda establecer ma-

ximos (1) tiempos de hidrélisis.
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Mousse de queso:

Cuando se disefia un hidrolizado proteico de queso con propiedades funcionales a
medida para ser utilizado como ingrediente en la preparacion de mousse de queso, se preten-
de que el mismo presente:

- Potenciado sabor a queso: alta concentracién de nitrogeno aminico (NA) y alta

concentracion de nitrogeno proteico soluble (NT).

- Baja viscosidad (n) para que disminuya la consistencia.

- Buena solubilidad (ISP) y alta actividad emulsificante (IAE) al mezclarse con el
resto de los ingredientes.

- Alta capacidad de formar espuma y de mantenerse estable (FC y FS).

- Buena capdcidad de retener agua (WHC).

- Baja hidrofobicidad superficial (So) compatible con sistemas alimentarios acuosos
y ademas, esta propiedad esté vinculada con la produccién de péptidos amargos no

deseables.

Se subrayaron las propiedades funcionales que se consideraron mas importantes para
la produccion de un aditivo para mousse de queso.

Para lograr los objetivos anteriormente citados, se realizé un andlisis cualitativo de la
incidencia de los factores estudiados: pH, temperatura, cantidad de buffer agregado, relacion
E:S y tiempo de hidrélisis, sobre cada respuesta funcional individual, a partir de los modelos
obtenidos.

La Tabla 24 resume las respuestas funcionales deseadas para el disefio de un aditivo
(ingrediente) con propiedades funcionales a medida para preparar mousse de queso en base a
hidrolizados proteicos de queso de cabra y la variacion de los factores para lograr dichos pa-
rametros funcionales, segtin lo predicho por las ecuaciones obtenidas del analisis estadistico y
quimiométrico.

En la primera fila de la Tabla 24 se muestran las respuestas funcionales esperadas, y el
sentido de las flechas indica sus valores deseables (altos y bajos). En las filas 2% a 6* de la Ta-
bla 24 se presentan los valores (altos y bajos) que deben tomar los factores para lograr las

respuestas funcionales deseadas (de la 1° fila).
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Al seleccionar altos valores de pH para producir un hidrolizado proteico de queso de cabra
con propiedades funcionales a medida para preparar mousse de queso se observa que existe una
situacién de compromiso entre NA, NT y WHC; frente a ) e IEE. Altos valores de pH favorecen
a los tres primeros y desfavorecen a los dos segundos. Es por ello que el pH para producir un
hidrolizado proteico de queso apto para elaborar mousse deberé ser moderado.

Siguiendo el mismo razonamiento, la temperatura plantea una situacién de compromiso entre
NA y So vs. NT, 1 ¢ IEE. En consecuencia, la temperatura debera ser moderada.

Se considera adecuado agregar una moderada cantidad de buffer para producir el hidrolizado
proteico de queso de cabra con propiedades funcionales a medida para elaborar mousse. En este
caso, es importante que el producto obtenido sea soluble (T ISP), poco viscoso (¥ 1), retenga
buena cantidad de agua (T WHC) y tenga baja hidrofobicidad (¥ So), pero ese valor debe ser tal
que no afecte la liberacion de nitrégeno soluble total (TNT) y aminico libre (TNA), asi como
también mantenga una buena estabilidad de la emulsién formada (TIEE).

La relacion E:S deberia ser establecida dentro de los maximos valores estudiados, puesto que
favorece la produccion de NT, aumenta IAE, [EE, y WHC, y disminuye So; aunque aumenta .
Entonces, se recomienda agregar alta (T) E:S.

El tiempo de hidrélisis deberia ser fijado dentro de los minimos valores estudiados, puesto
que es la tinica variable que influye sobre la estabilidad de la espuma, en este caso esencial. Tam-
bién permitird disminuir la viscosidad de los hidrolizados obtenidos pero afectard la actividad
emulsificante y la hidrofobicidad superficial que debe ser baja para evitar sabor amargo. Enton-

ces: moderado tiempo de hidrélisis.

Aditivo para acortar el tiempo de maduracion de los quesos:
Cuando se disefia un hidrolizado proteico de queso de cabra con propiedades funcionales
a medida para ser agregado como un aditivo que permita acortar el tiempo de maduracion de
otros quesos duros, se pretende que el mismo presente:
- Potenciado sabor a queso: alta concentracion de nitrogeno aminico (NA) y nitrégeno total
(NT).
- Buena actividad emulsificante (IAE) al mezclarse con el producto caseario al cual va a ser
incorporado.

- Baja capacidad de formar espuma (FC) y estabilidad de la misma (FC).
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- Baja capacidad de retener agua (WHC), para favorecer la sinéresis de la cuajada.
- Baija hidrofobicidad superficial (So), para evitar la formacion de péptidos amargos.

Se subrayaron las propiedades funcionales que se consideraron mas importantes en el di-
sefio de un aditivo para ser incorporado como acelerador de la maduracion de otros quesos duros.

Al igual que en los casos anteriores se realizo un analisis cualitativo de la incidencia de
los factores estudiados: pH, temperatura, cantidad de buffer agregado, relacién E:S y tiempo de
hidrdlisis sobre cada respuesta funcional individual, a partir de los modelos obtenidos.

La Tabla 25 resume las respuestas funcionales deseadas para el disefio de un aditivo fun-
cional a medida que permita acelerar la maduracion de otros queso duros y la variacion de los
factores para lograr dichos parametros funcionales, tomando como base las ecuaciones obtenidas
del analisis estadistico y quimiométrico de los resultados experimentales.

En la primera fila de la Tabla 25 se muestran las respuestas funcionales esperadas para el
disefio de un aditivo con propiedades funcionales a medida para acelerar la maduracion de otros
quesos duros en base a hidrolizados proteicos de queso de cabra. El sentido de las fechas indica
sus valores deseables (altos y bajos). En las filas 2" a6 de la Tabla 25 se presentan los valores
(altos o bajos) que deben tomar los factores para lograr las respuestas funcionales deseadas (de la
1° fila).

En este caso, se recomienda utilizar altos valores de pH, temperatura, relacion E:S y tiem-

po de hidrolisis; y moderada a baja cantidad de buffer agregado.
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Aditivo para panificacion:

Cuando se disefia un hidrolizado proteico de queso con propiedades funcionales a medida
para ser utilizado como saborizante de productos de panificacion, se pretende que el mismo pre-
sente:

- Potenciado sabor a queso (alta concentracion de NA y NT).

- Alta solubilidad (ISP) y viscosidad ().

- Alta capacidad para emulsionar con el resto de los ingredientes (IAE, IEE).
- Alta capacidad de retener agua (WHC).

- Baija hidrofobicidad superficial (So).

Para lograr los objetivos anteriormente citados se realiz6 un analisis cualitativo de la inci-
dencia de los factores estudiados: pH, temperatura, cantidad de buffer agregado, relacion E:S y
tiempo de hidrdlisis, sobre cada respuesta funcional individual, a partir de los modelos obtenidos.

La Tabla 26 resume las respuestas funcionales deseadas para el disefio de un aditivo fun-
cional a medida para panificacion en base a hidrolizados proteicos de queso de cabra y la varia-
cion de los factores para lograr dichos parametros funcionales, segun las ecuaciones obtenidas del
analisis estadistico y quimiométrico de los resultados experimentales.

En la primera fila de la Tabla 26 se muestran las respuestas funcionales esperadas, y el
sentido de las flechas indica sus valores deseables (altos o bajos). En las filas 2° a 6° de la Tabla
26 se presentan los valores (altos y bajos) que deben tomar los factores para lograr las respuesas

funcionales deseadas (de la 1° fila).
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La Tabla 27 muestra un resumen de las conclusiones obtenidas en las Tablas 23 a 26. En
la misma se presentan los valores (altos, moderados o bajos) que deberian tomar los factores: pH,
temperatura, cantidad de buffer agregado, relacién E:S y tiempo de hidrolisis, para disefiar hidro-
lizados proteicos de queso de cabra con propiedades funcionales “a medida” para ser incorpora-
dos como aditivos o ingredientes para salsas y sopas, mousse de queso, productos de panificacion

y quesos de largo periodo de maduracion.

Tabla 27: Analisis cualitativo de la variacion de los factores (pH, temperatura, cantidad de buffer
agregado, relacion E:S y tiempo de hidrélisis) para disefiar hidrolizados proteicos de queso de
cabra con propiedades funcionales a medida para salsas y sopas, mousse de queso, aditivos para
acortar el tiempo de maduracién de otros quesos duros y productos de panificacion.

_ Aditivo para acor-
. Ingrediente para ) .
Aditivo para tar el tiempo de Aditivo para Pa-
Factor Mouse de queso
Salsas y Sopas maduracion de nificacién
(cheese cake)
otros quesos duros

pH T Moderado T T
Temperatura T Moderada T Moderada a T
Cantidad de

Moderada Moderada Moderada a ¥ Moderada
buffer agregado

Relacion E:S 0 0 0 0

Ti de hi-
1em1?o‘ .e ] T Moderado T T
drolisis

Optimizacion de los pardmetros funcionales de los hidrolizados proteicos

de queso de cabra en funcién de la aplicacion deseada.

Finalmente, se realizo la optimizacion de los parametros funcionales de los hidrolizados

proteicos de queso de cabra en funcién de la aplicacion deseada, utilizando estrategias de andlisis

para multiples respuestas tales como graficos de contorno y funciones de deseabilidad.
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Usualmente, se pueden utilizar paquetes de optimizacion estandar, tales como la progra-
macion lineal o cuadratica, con el objeto de solucionar problemas de optimizacion restringidos.
Sin embargo, estos sistemas no son adecuados para investigaciones cuyo objetivo es encontrar un
balance Optimo entre varias respuestas caracteristicas.

La optimizacion de procesos mediante la funcion “deseabilidad” permite definir la combi-
nacion de los valores de los factores en las que se obtienen las respuestas dptimas deseadas.

El célculo consiste en transformar los rangos seleccionados para una respuesta en un valor
d, donde 0 <d < 1. Los valores de d aumentan a medida que se aproximan a la 6ptima respuesta
buscada. De esta manera, se puede definir una funcién deseabilidad global (que considera todas
las respuestas de interés en el proceso) como la media geométrica de las deseabilidades (di’s).

Esto hace posible calcular para cada proceso en particular las combinaciones de valores
optimos de los factores que maximizan la deseabilidad global.

Segun el tipo de problema se pueden aplicar distintas clases de funciones de deseabilidad.
Asf es posible encontrar tres situaciones:

La primera, cuando al valor “¢” denominado “target” (valor buscado para la respuesta) se
le pueden asignar limites alto y bajo, “U” y “L”, respectivamente. En este caso la funcién desea-

bilidad se define como:

y-1" .

d= -y Ly<st, ecuacioén (36)
)A}_ @

dzt_——ﬁ H<y<U, ecuacion (37)

Ademés d= 0 cuando y <L 6 cuando y > U. Siendo y el valor de la respuesta estimada
por el modelo.

La eleccion de los valores para o y o es mas subjetiva que la eleccion de L y U. Un pe-
quefio valor de o<1 implicaria que la respuesta acepta un rango ancho de valores (tolerancia)
alrededor de “t”. Por otro lado, un valor alto de a>1 implicaria un agudo, estrecho, rango de tole-
rancia alrededor de “¢”. Si las consecuencias por estar por encima o por debajo del valor deseado
son muy diferentes, esta diferencia se puede reflejar en la eleccion de diferentes valores para o y

o en la ecuacién (38).

91



La segunda situacién problema seria cuando el valor buscado es el mas pequefio, es decir
el valor mas bajo posible (a). En este caso se elige un valor U como el valor por encima del cual

el producto se considera inaceptable. La funcion deseabilidad viene dada por:

,a<y<U, ecuacion (38)

El tercer caso es cuando el valor ideal para la respuesta es el mayor posible (teéricamente
tiende a infinito). Ahora el valor L es el limite por debajo del cual el producto se considera in-

aceptable. La ecuacion define la deseabilidad como:

,L<y<a, ecuacion (39)

Se puede definir una funcién de deseabilidad general como la media geométrica de los va-

loresde d (d;’s, i=1, ...., m,).

l
d= { dd,..d, }/" ecuacion (40)
Esto se puede ampliar a:

d= le‘a'ZW2 ...d;V”’ ecuacion (41)

Para reflejar las posibles diferencias en la importancia de las distintas respuestas donde
los pesos W, satisfacen 0 < W;< 1y W, + ... +W, = I (Derringer y Suich, 1980).

La Tabla 28 muestra los valores maximo y minimo de cada respuesta estudiada, asi como
también los rangos bajos, intermedio y alto de dichas respuestas, para graficar sus funciones de
deseabilidad, considerando cuatro hidrolizados proteicos de queso de cabra con propiedades fun-
cionales “a medida”, los cuales seran incorporados a diferentes sistemas de alimentarios:

- Aditivo para salsas y sopas,
- Aditivo para mousse de queso,
- Aditivo para productos de panificacion, y

- Aditivo para quesos de largo periodo de maduracion.
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Las Figuras 31 a 33 muestran la funcion deseabilidad de las respuestas de las propie-
dades funcionales para el disefio un hidrolizado proteico de queso de cabra con propiedades
funcionales a medida que sera usado como aditivo para panificacion (Tabla 26).

De acuerdo con las mismas los rangos 6ptimos de las variables son los siguientes:

Relacion E:S: 0,12 — 0,22 mg de papaina/g de caseina.

- Cantidad de buffer agregado: 20-30 g/g de proteina.
- pH:8-9
- Tiempo de hidrélisis: 50 a 100 min, 175 a 270 min.
- Temperatura: 40 a 50°C y 60 a 70 °C.
Las Figuras 34 a 36 muestran la funcién deseabilidad de las respuestas de las propie-
dades funciones para el disefio de un hidrolizado proteico de queso de cabra con propiedades
@ a medida que serd usado como aditivo de salsas y sopas (Tabla 23).
De acuerdo con las mismas, los rangos éptimos de las variables son los siguientes:
- Relacién E:S: en todo el rango de la variable, pero las dptimas respuestas se obtienen en
el rango de valores intermedios/altos.
- Cantidad de buffer agregado: 13 - 22 g/g de proteina
- pH:5-9.
- Tiempo de hidrélisis: 75 — 270 min.
- Temperatura: 52 —70 °C.

Las Figuras 37 a 39 muestran la funcion deseabilidad de las respuestas de las propie-
dades funcionales para el disefio de un hidrolizado proteico de queso de cabra con propieda-
e des funcionales a medida que sera usado como aditivo para acortar el tiempo de maduracion
de otros quesos duros (Tabla 25).
De acuerdo con las mismas, los rangos éptimos de las variables son los siguientes:
- Relacion E:S: 0,20 a 0,25 g/g de caseina de queso.
- Cantidad de buffer agregado: 10 a 20 g/g de proteina.
- pH:6-9.
- Tiempo de hidrélisis: 270 min.

- Temperatura: 45 - 52 °C.

94



Finalmente, los pardmetros funcionales de un hidrolizado proteico de queso de cabra
para ser utilizado como ingrediente de mousse de queso no pudieron ser optimizadas. El rango
6ptimo de la capacidad espumante es 1,748 — 2,285, y el mismo no estd dentro del rango ex-

perimental obtenido (0,1 — 1,48).

La Tabla 29 resume los valores dptimos de las variables operacionales para obtener aditivos

con propiedades funcionales a medida.

Tabla 29: Valores 6ptimos de las variables operacionales para obtener aditivos con propieda-

des funcionales a medida.

Temperatura E:S Cantidad Tiempo
Aditive para: pH l()o C;l (mg de papaina/g de buffer (minI;
de caseina) (ml)
) 40 - 50 50 -100
Panificacion 8-9 0,12 -0,22 20-30
60-70 175 -270
Salsas y sopas 5-9 52-170 0,20 - 0,30 13-22 75 <270

Acelerador de la
maduracion de 6-9 45 -52 0,20-0,25 10-20 270

otros quesos duros

Mousse de queso No pudo ser optimizado

Este hecho pone en evidencia que aun cuando las propiedades nutricionales y organo-
lépticas de los hidrolizados proteicos de queso de cabra sean 6ptimas, sus propiedades funcio-
nales inadecuadas para su incorporacién como ingrediente a mousse de queso (cheese cake)
impiden su utilizacién en este producto.

Comparando el analisis cualitativo esquematizado en la Tabla 27 con los valores 6pti-
mos de las variables operacionales para obtener aditivos con propiedades funcionales a medi-
da (Tabla 29) se observa que éstos ultimos aportan precisiéon y condiciones que no pudieron

predecirse cualitativamente.
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Conclusiones

La presente invencion tuvo por objeto desarrollar una estrategia para predecir, contro-
lar y optimizar las propiedades funcionales de los hidrolizados proteicos de queso semiduro
de cabra para el disefio de aditivos funcionales a medida para determinados sistemas alimen-
tarios, utilizando una enzima proteolitica de origen vegetal, disponible comercialmente, de
bajo costo y aprobada para uso alimenticio, como €s papaina (Carica papaya). Este desarro-
lo se traducira en un incremento de las aplicaciones y una mayor comercializacion del pro-
ducto original.

Inicialmente, el trabajo se focalizé en el estudio y modelamiento de los pardmetros
funcionales claves para la optimizacién de la produccion de los hidrolizados proteicos de
queso semiduro de cabra, usando metodologfas estadisticas y quimiométricas.

Se desarroll6 un disefio estadistico de experimentos (DOE) y una metodologia de su-
perficie de respuesta (RSM) para describir el efecto de diferentes factores (pH, temperatura,
cantidad de buffer agregado y relacion E:S) sobre los siguientes pardmetros funcionales (res-
puestas) de las proteinas hidrolizadas de queso semiduro de cabra: nitrogeno aminico libre
(NA), nitrégeno soluble total (NT), indice de solubilidad de proteinas (ISP), viscosidad (1),
capacidad de absorcién de agua (WHC), agua retenida (HW), propiedades emulsificantes
(IAE: indice de actividad emulsificante, IEE: indice de estabilidad de la emulsion), propieda-
des espumantes (FC: capacidad espumante, FS: estabilidad de la espuma) e hidrofobicidad
superficial (So).

Todas las variables (factores y respuestas) fueron evaluadas al mismo tiempo por re-
gresion lineal multiple y se obtuvieron buenas correlaciones entre los valores experimentales
y predichos. Dichas correlaciones permiten predecir, controlar y optimizar cada parametro
funcional en funcion de los factores del proceso que lo afectan significativamente y los efec-
tos interactivos entre los mismos.

En resumen, para lograr un sabor a queso potenciado del producto original, mediante
la hidrélisis proteica, se deben seleccionar las condiciones que maximizaron NA y NT. Es
decir, los mayores valores de pH (9) y relacién E:S (0,22 mg de papaina / g de caseina); y los
mas bajos valores de cantidad de buffer agregado (10 g/g de proteina). La temperatura pre-
sentd una situacion de compromiso ya que méximos valores de NA y NT se obtuvieron a 35
°C y 70 °C, respectivamente.

Ademés, si para la formulacion de aditivos saborizantes se requieren buenas propie-

dades emulsificantes (IAE y IEE), se deberian seleccionar los més bajos valores de pH (5),
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cantidad de buffer agregado (10 g/ g de proteina) y temperatura (35 °C); y los mas altos valo-
res de relacién E:S (0,22 mg de papaina / g de caseina) y tiempo de hidrolisis (270 min).

Sin embargo, para obtener hidrolizados proteicos con buena solubilidad (ISP) y capa-
cidad de retencién de agua (WHC) se requiere alta cantidad de buffer agregado (30 g/g de
proteina). Entonces, la cantidad de buffer agregado se debe regular de acuerdo al ISP y WHC
deseados en el producto final.

Del mismo modo, el pH se debe regular de acuerdo al IEE deseado en el producto
final, ya que altos valores de pH fueron indispensables para lograr hidrolizados proteicos con
un sabor a queso potenciado, con alta viscosidad y capacidad de retencion agua; pero fueron
perjudiciales para mantener una adecuada IEE de los mismos.

Por otra parte, para obtener hidrolizados proteicos en base a queso semiduro de cabra
que puedan ser utilizados en el disefio y formulacion de aditivos saborizantes, se requiere que
los mismos tengan bajas concentraciones de péptidos amargos (So), y para ello, se deben se-
leccionar los mayores valores de todos los factores, dentro del rango estudiado. Estas condi-
ciones también favorecen altos valores de ISP, WHC e IAE; mientras que las demas respues-
tas (NA, NT, n, IEE y FS) no alcanzaran sus valores 6ptimos.

En conclusién, establecer el conjunto de condiciones operacionales que optimizan
todos los parametros funcionales simultdneamente, a partir de los modelos obtenidos, resultd
practicamente imposible...

En virtud de lo anterior, se realizo la optimizacion de los pardmetros funcionales de
los hidrolizados proteicos de queso de cabra en funcion de la aplicacién deseada; utilizando
estrategias de analisis para multiples respuestas, tales como graficos de contorno y funciones
de deseabilidad.

Asi, se disefiaron y optimizaron las condiciones operacionales para la produccion de
hidrolizados proteicos de queso semiduro de cabra con propiedades funcionales “a medida”,
para ser incorporados a diferentes sistemas de alimentarios: - Aditivo para salsas y sopas, -
Aditivo para mousse de queso, - Aditivo para productos de panificacién, y - Aditivo para
acelerar la maduracion de otros quesos duros. No obstante, no fue posible lograr experimen-
talmente las condiciones requeridas para producir un ingrediente para mousse de queso con
propiedades funcionales a medida, debido a la excesiva disminucién de las propiedades es-
pumantes en los hidrolizados proteicos de queso de cabra.

Las conclusiones de los resultados de esta Invencion ponen en evidencia la intrincada
dependencia de las propiedades funcionales deseadas de un ingrediente con las variables estu-

diadas, lo que ocasiona multiples situaciones de compromiso desde el punto de vista opera-
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cional. A esto se suma que los alimentos son sistemas complejos que estan formados por di-
versos componentes (proteinas, grasas, carbohidratos, vitaminas, sales minerales, etc.) los
cuales influyen en las propiedades funcionales. Por lo tanto, la funcionalidad total de un in-
grediente no puede ser considerada independiente de otros componentes del alimento. Sin
embargo, la funcionalidad de los ingredientes individuales son utiles para predecir, controlar y

algunas veces para impartir caracteristicas deseables a sistemas alimentarios reales.
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REIVINDICACIONES

1-Procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de hidrolizados

proteicos de queso, CARACTERIZADO PORQUE comprende las etapas de:

a-hidrolizar dispersiones acuosas de queso mediante el agregado de diferentes cantidades de una enzi-
ma proteolitica en un buffer variando los siguientes factores de proceso: la temperatura, el tiempo de
hidrolisis, la cantidad de buffer agregado, relacién enzima/sustrato y el pH de las dispersiones, donde
los experimentos de hidrélisis se llevan a cabo aplicando un disefio Estadistico Experimental Doehlert

multinivel (DOE),

b-determinar la variacion de los parametros funcionales del queso y de los hidrolizados proteicos ob-
tenidos en el paso a), donde dichos parametros funcionales se seleccionan del grupo que comprende al
menos una de las siguientes: el nitrégeno aminico libre (NA), el nitrégeno soluble total (NT),el indice
de solubilidad de proteinas (ISP), la viscosidad, la capacidad de absorcién de agua (WHC), la agua
retenida (HW), el indice de actividad emulsificante (IAE), el indice de estabilidad de la emulsion
(IEE), la capacidad espumante (FC), la estabilidad de la espuma (FS) y la hidrofobicidad superficial
(So), bajo diferentes condiciones de pH, temperatura, relacion enzima:sustrato, tiempo de hidrélisis y

cantidad de buffer agregado,
c-analizar y modelar los resultados obtenidos mediante técnicas quimiométricas, y

d-optimizar los parametros funcionales de los hidrolizados proteicos en funcién del sistema alimenta-
rio al cual van a ser incorporados utilizando estrategias de analisis para multiples respuestas, tales

como graficos de contorno y de funciones de deseabilidad.

2-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de hidroliza-
dos proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE ademas
incluye la etapa de evaluar el grado de hidrdlisis obtenido, en las condiciones previamente estableci-

das, mediante métodos cromatograficos (HPLC) y electroforéticos (SDS-PAGE).

3-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de hidroliza-
dos proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE el modelo

obtenido en la etapa ¢) para el nitrégeno aminico libre esta representado por la siguiente ecuacion:

Y =PBo+PB2. X+ Baa. Xo? + Pa. Xg + Ps. Xs +Bas. Xa. Xs ecuacion (18)
Y : NA (nitrégeno aminico libre, g/ml), Bo: 0,1
Xy :pH By  -2,331
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X4 : temperatura

X5Z

cantidad de buffer agregado

Bao:

Ba:
Bs:

Bas:

0,167
0,1635
0,38

7,3 x 107

4-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de

hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO

PORQUE el modelo obtenido en la etapa c) para el nitrégeno soluble total esta representado

por la siguiente ecuacion:

Y=Bo+Bi.Xi+PB2. XatPs. Xs+ Brs. Xi. Xs+Pas. Xa. Xs

Donde:

Y: NT (nitrégeno soluble total, g/l)

Xi
X3
X4
Xs

: relacion E:S (enzima/sustrato)
:pH
: temperatura

: cantidad de buffer agregado

Po:
Bi:
Pa:
Ps:

Bis:
Bas:

ecuacion (21)

3,9684
0,6912
0,6162
- 0,9961
-2,3322
2,5061

5-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de

hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO

PORQUE el modelo obtenido en la etapa c) para el indice de solubilidad de proteinas esta

representado por la siguiente ecuacion:

Y =

Bo+ Bs X

Donde:

Y: ISP (indice de solubilidad de proteinas, %)

Xs: cantidad de buffer agregado

Bo:
Bs:

ecuacion (23)

50,35
11,67
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6-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa c) para la viscosidad estd representado por la si-

guiente ecuacion:

Y=Bo+PB1.Xi+B2. Xo+P3. X5+ Bs. Xa +Bs. X5+ Bas. Xa. Xs ecuacion (25)
Donde:
Y: n (viscosidad, cP) Bo: 1,5044
X: relacion E:S Bi: 0,0812
X;:pH Ba: 0,0710
X3 : tiempo de hidrolisis Bs: 0,0425
X4 : temperatura Ba: 0,1346
Xs : cantidad de buffer agregado Bs: -0,0762
Bss: -0,1133

7-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa c) para indice de actividad emulsificante esta repre-

sentado por la siguiente ecuacion:

Y =80 +B13 Xi.X3 ecuacion (27)
Donde:

Y: IAE (indice de actividad emulsificante, m?/g) Bo: 134,01

X: relacién E:S (enzima/sustrato) Bis: 106,64

Xs: tiempo de hidrdlisis

8-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa ¢) para el indice de estabilidad de la emulsion esta

representado por la siguiente ecuacion:
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Y = Bo + Bs.Xs + Prs. Xi.Xa + B2 X2 ecuacion (29)

Donde:

Y: IEE (indice de estabilidad de la emulsion, min) Bo: 52,5
X pH Bs: -13,5
X;: relacion E:S Bia: -41,5
X4: temperatura Bz2: -13,3

Xs: cantidad de buffer agregado

9-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa c) para la estabilidad de la espuma esta representado

por la siguiente ecuacion:

Y =Bo+ B3 X3 ecuacion (30)
Donde:

Y : FS (estabilidad de la espuma, seg/ml) Bo: 0,756

X3 : tiempo de hidrdlisis Bs: -0,500

10-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa c¢) para la capacidad de retencion de agua esta repre-

sentado por la siguiente ecuacion:

Y=Bo+PB1.Xi+P2.Xo+ Bs. Xs ecuacion (32)
Donde:
Y : WHC (capacidad de retencion de agua, g de H,O/g de residuo)

Bo: 1,4325
X : relacién E:S Bi: 0,5221
X, :pH Ba: 0,4556
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X5 : cantidad de buffer agregado Bs: 0,5905

11-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa c) para el agua retenida esta representado por la

siguiente ecuacion:

Y =Bo+PBs.Xs+Pas. Xa Xs + Pss. X ecuacion (33)

Donde:

Y : HW (agua retenida, %) Bo: 0,144

X4 : temperatura Bs: 0,052

Xs : cantidad de buffer agregado Bss: 0,172
Bss: 0,087

12-El procedimiento para para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales de
hidrolizados proteicos de queso de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO
PORQUE el modelo obtenido en la etapa c¢) para la hidrofobicidad superficial esta represen-

tado por la siguiente ecuacion:

Y=PBo+PBr.XitPs. Xs+Psa.X5. X4 ecuacion (34)

Donde:
Y : So (hidrofobicidad superficial, IF (mg de proteina/ml))

Bo: 4,53
X : relacién E:S Bi: -4,67
X3: tiempo de hidrodlisis Bs:  -2,47
X4 : temperatura Bs4a: -7,61

X : cantidad de buffer agregado

13-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE dicha enzima

proteolitica es una enzima de origen vegetal.
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14-El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 13, CARACTERIZADO PORQUE dicha enzi-

ma proteolitica de origen vegetal es papaina.

15-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE dichas dis-

persiones acuosas de queso son dispersiones acuosas de queso de cabra.

16- El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1, CARACTERIZADO PORQUE el pH

oscila entre 4 y 10, preferentemente entre 5y 9.

17-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la relacion
enzima: sustrato oscila entre 4,4. 107 y 0,3, preferentemente entre 5,5.107 y 0,22 (mg /g de caseina del

queso).

18-El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, CARACTERIZADO PORQUIE la temperatu-

ra oscila entre 25 y 85, preferentemente entre 35y 70° C.

19-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE los tiempos

de hidrélisis oscilan entre 25 y 320, preferentemente entre 30 y 270 min.

20-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE la cantidad
de buffer oscila entre 8 a 36, preferentemente entre 10 y 30 (g de buffer / g de proteina).

21-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE el sistema
alimentario se selecciona entre salsas y sopas, mousse de queso, productos de panificacién y acelera-

dores de la maduracion de otros quesos duros.

22-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE los rangos
éptimos de las variables del proceso de hidrélisis que permiten obtener un hidrolizado de queso para
un aditivo para panificacion son los siguientes:

- Relacion E:S: 0,12 ~ 0,22 mg de papaina/g de caseina,

- Cantidad de buffer agregado: 20-30 g/g de proteina,

- pH:8-9,

- Tiempo de hidrélisis: 50 a 100 min, 175 a 270 min,

- Temperatura: 40 a 50°C y 60 a 70 °C.

23-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE los rangos

optimos de las variables del proceso de hidrélisis que permiten obtener un hidrolizado de queso para

aditivo de salsas y sopas son los siguientes:
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- Relacion E:S: en todo el rango de la variable, pero las optimas respuestas se obtienen en el
rango de valores intermedios/altos,

- Cantidad de buffer agregado: 13 - 22 g/g de proteina,

- pH:5-9,

- Tiempo de hidrélisis: 75 — 270 min,

- Temperatura: 52 — 70 °C.

24-El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE los rangos
6ptimos de las variables del proceso de hidrolisis que permiten obtener un hidrolizado de queso para
aditivo para aceleradores del tiempo de maduracion de otros quesos duros son los siguientes:

- Relacion E:S: 0,20 a 0,25 g/g de caseina de queso,

- Cantidad de buffer agregado: 10 a 20 g/g de proteina,

- pH: 6 -9,

- Tiempo de hidrélisis: 270 min,

- Temperatura: 45 — 52 °C.

COORDINADCR GENERAL

DIRECCION DE VINCULACION TECNOLOGICA
CONICET
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RESUMEN

La invencion provee un procedimiento para predecir, controlar y optimizar las propiedades funcionales

de los hidrolizados proteicos de queso, que comprende las etapas de:

a-hidrolizar dispersiones acuosas de queso mediante el agregado de diferentes cantidades de una enzi-
ma proteolitica en un buffer variando los siguientes factores de proceso: la temperatura, el tiempo de
hidrolisis, la cantidad de buffer agregado, la relacién enzima/sustrato y el pH de las dispersiones, don-
de los experimentos de hidrélisis se llevan a cabo aplicando un disefio Estadistico Experimental Doeh-

lert multinivel (DOE),

b-determinar la variacién de los parametros funcionales del queso y de los hidrolizados proteicos ob-
tenidos en el paso a), donde dichos parametros funcionales se seleccionan del grupo que comprende al
menos una de las siguientes: el nitrégeno aminico libre (NA), el nitrogeno soluble total (NT),el indice
de solubilidad de proteinas (ISP), la viscosidad, la capacidad de absorcion de agua (WHC), la agua
retenida (HW), el indice de actividad emulsificante (IAE), el indice de estabilidad de la emulsidn
(IEE), la capacidad espumante (FC), la estabilidad de la espuma (FS) y la hidrofobicidad superficial
(So), bajo diferentes condiciones de pH, temperatura, relacion enzima:sustrato, tiempo de hidrolisis y

cantidad de buffer agregado,
c-analizar y modelar los resultados obtenidos mediante técnicas quimiométricas, y

d-optimizar los pardmetros funcionales de los hidrolizados proteicos en funcién del sistema alimenta-
rio al cual van a ser incorporados utilizando estrategias de analisis para multiples respuestas, tales

como graficos de contorno y de funciones de deseabilidad.
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