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ABSTRACT

One of the major problems facing today's dairy industry is the disposal of whey; this is due to
the high content of organic materials, mostly lactose, which represents an environmental
problem. Environmental regulatory agencies require the dairy industry to develop alternatives
to dispose of acid whey.

The aim of this study was to use the whey acid in the development of Dulce de Leche
with probiotics and determine how they affect the physicochemical characteristics of
traditional Dulce de Leche. We developed Dulce de Leche with formulation of 100%, 75%,
50% and 0% whey and / or lactose-free milk by 40%, was added guar gum proportion to the
content of whey and was stored at 25 °C. Proximate analysis of the characterization of the
product and sensory analysis to determine the most preferred. Lactobacillus casei was added to
the treatment most preferred by consumers (75% serum).

These tests were conducted for the formulation of proximal texture analysis (hardness,
adhesiveness, cohesiveness and viscosity), color, pH, aw, Brix and microbiological count (final
product chosen in the sensory panel) of molds, yeasts, coliforms, and lactic acid bacteria
(Lactobacillus casei), was stored at 15 °C and 4 °C. It was found that in the treatments with
higher levels of whey the color is darker and higher in moisture, protein adhesion, hardness and
viscosity is lower.

In other panelists perceived the grittiness present in all samples analyzed. The sample
with Lactobacillus casei, the physicochemical characteristics such as protein, moisture, fat, ash,
pH and color (L, Hue, and Saturation) remains unchanged. The viscosity increases during

storage, due to the clumping phenomenon was evident at 25 °C in 30 days of storage and



temperature are retarded 15 °C (80 days) and 4 °C. Lactobacillus casei, adapts and survives
easily throughout the storage period (80 days) to 15 °C and 4 °C with counts of 10° and 10°
CFUlqg, respectively, on day 0 and 106 CFU/g at day 80.

However, the best storage temperature for the growth and survival of Lactobacillus casei
was at 4 °C. no occurrence of molds was observed (<10 CFU/g), yeast (<10 CFU/g) and coli
forms (<10 CFU/qg), so it is considered that the Dulce de Leche is a stable food aw around 0.78 +
0.3. This study demonstrates that making Dulce de Leche is a possible alternative to reduce the

problem of acid whey available and able to satisfy the demand for functional products.



RESUMEN

Uno de los grandes problemas que hoy dia confronta la industria lechera es la disposicion de
suero, esto se debe al alto contenido de material organica, mayormente lactosa, que representa un
problema ambiental. Las agencias reguladoras del ambiente exigen a la industria lechera el
desarrollar alternativas para disponer del suero acido. El objetivo de este estudio fue utilizar el
suero acido en la elaboracién de Dulce de Leche con probioticos y determinar como afectan las
caracteristicas fisicoquimicas del Dulce de Leche tradicional. Se laboro Dulce de Leche con
formulacién del 100%,75%,50% y 0% suero y/o leche deslactosada en un 40%, se adiciono
goma agar proporcionalmente al contenido de suero y se almaceno a 25°C, se realizo analisis
proximal para caracterizar el producto y anélisis sensorial para determinar el mayor preferencia.
Se adiciono Lactobacillus casei, al tratamiento de mayor preferencia por el consumidor (75%
suero). A estas formulaciones se les realizo analisis proximal, analisis de textura (dureza,
adhesividad, cohesividad y viscosidad), color, pH, aw, grados Brix y conteo microbioldgico
(producto final escogido en el panel sensorial) de mohos, levaduras, coliformes, y bacteria acido
lacticas (Lactobacillus casei), se almaceno a 15°C y 4°C. Se obtuvo que en los tratamientos con
mayor contenido de suero el color es mas oscuro y la humedad, proteinas adhesividad, dureza y
viscosidad es menor. A demas los panelistas percibieron la presencia de arenosidad en todas las
muestras analizadas. La muestra con Lactobasilus casei, las caracteristicas fisicoquimicas como
proteinas, humedad, grasa, ceniza, pH y color (L, Matiz, Saturacion) no se altera. La viscosidad
aumenta durante almacenamiento, debido a la formacion de grumos este fenomeno fue evidente
a 25°C en 30 dias de almacenamiento y se retarda a temperatura 15°C (80 dias) y 4°C.

Lactobasilus casei, se adapta y sobrevive con facilidad durante todo el tiempo de



almacenamiento (80 dias) A 15°C y 4°C con recuentos de 108 y 109 UFC/g, respectivamente, en
el dia 0 y 106 UFC/g al dia 80. Sin embargo, la mejor temperatura de almacenamiento para el
crecimiento y sobrevivencia de Lactobasilus casei fue a 4°C. no se observo presencia de mohos
(<10 UFC/g), levaduras (<10 UFC/g) y coliformes (<10 UFC/qg), por lo que se considera que el
Dulce de Leche es un alimento estable con aw alrededor de 0.78 + 0.3. Este estudio demuestra
que la elaboracién de dulce de leche es una posible alternativa para reducir el problema de

disposicion de suero acido y lograr satisfacer la demanda de productos funcionales.
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INTRODUCCION

La produccidén de leche es la principal empresa agricola de Puerto Rico. Durante el afio
fiscal 2010-11, el valor del Ingreso Bruto Agricola ascendié a 789.8 millones de dolares, de los
cuales 235.1 correspondieron a la produccion de leche, lo que constituye un 29.8% del total
(ORIL, 2011). La Industria Lechera, ademas de ser fuente de produccion de leche y carne, dos
alimentos basicos en la dieta puertorriquefia, constituye la principal fuente de empleo agricola.
Se estima que en términos generales, la industria genera alrededor de 25,000 empleos (directos e
indirectos) en la fabricacion y venta de productos (ORIL, 2011). Los problemas han surgido
porque la produccion total excede por amplio margen a la demanda de leche fresca. La leche
cruda que las plantas elaboradoras no pueden vender como leche fresca se define en la
reglamentacion como “leche excedente”, que aproximadamente es el 15% de la produccion (Lara
y Martinez, 2004). La Fase Industrial o mercadeo la componen tres (3) Plantas Elaboradoras de
Leche Fresca que recogen la leche cruda, la elaboran y la mercadean pasteurizada y
homogeneizada a traves de toda la Isla entre estas esta Suiza Dairy, Corp., Vaqueria Tres
Monjitas, Inc (ORIL, 2011) y la Industria Lechera de Puerto Rico, Inc., la cual procesa el
excedente de leche en leche UHT, quesos, mantequilla y otros productos lacteos (Lara y
Martinez, 2004). Estas industrias han optado por elaborar productos derivados de leche fresca,
como alternativa para buscar nuevos mercados y aumentar los ingresos evitando pérdidas. Por lo
que la produccion local de queso es relativamente importante; entre los cuales estd el queso
blanco del pais (Varela-Villamor, 2006).

La fabricacion de queso da inevitablemente lugar a la produccion de una gran cantidad de

suero que se ha convertido en un problema industrial y de salud publica, lo que resulta dificil



separar este problema de la produccion (Scott, 1991). El suero acido es un subproducto de la
industria lechera que se obtiene mediante la precipitacion y remocién de la caseina al afiadir
acido acético a la leche durante la elaboracion del queso blanco. Este subproducto representa
aproximadamente de un 85 a un 90% del volumen de la leche y retiene 55% de los nutrientes de
ella. Los nutrientes que estan en mayor abundancia en el suero acido son; lactosa, lipidos,
proteinas solubles y minerales (Wit, 2001). El suero &cido representa un problema ambiental
muy importante, debido a su alto contenido de materia orgénica y su alta demanda de oxigeno
bioldgico. El suero de leche tiene una demanda bioldgica de oxigeno (DBO), entre 30-50,000 mg
de oxigeno/ L, y una demanda quimica de oxigeno (DQO) de 60-100,000 mg de oxigeno /L

(Gelegenis et al., 2007).

Sin embargo, el suero y sus derivados como los concentrados de proteina de suero, tienen
muchas aplicaciones de valor funcional como ingrediente en los alimentos. Puede modificar
algunas o todas las propiedades de un alimento; tales como: organolépticas, visuales, de
hidratacion, surfactantes, estructurales, de textura y reoldgicas (Rosa, 2010). Por lo que es
importante que la industria quesera tenga un portafolio de opciones para usar el suero como base
de alimentos, preferentemente para el consumo humano, con el fin adicional de no contaminar el
medio ambiente y de recuperar el valor monetario del suero, es asi que el dulce de leche, se
presenta como una alternativa para sustituir parcialmente la leche por suero y elaborar un dulce
de leche a base de suero.

El dulce de leche es un derivado lacteo, similar a la leche condensada aztcarada, muy
popular en algunos paises sudamericanos como Argentina y Uruguay. Se produce mediante la

concentracion de la leche a 70% de sdlidos totales por ebullicion a presion atmosférica en



presencia de sacarosa (aproximadamente 20%), se afiade bicarbonato de sodio para evitar la
coagulacion de la caseina y para favorecer la reaccion de Maillard, responsable de su color
marron tipico. Uno de los defectos mas comunes del dulce de leche es la arenosidad, que esta
causada por la cristalizacion de la lactosa (Hough et al., 1990; Martinez et al., 1990). El
problema mas relevante de la produccion de dulce de leche es la prevencion de la cristalizacion
de la lactosa. La cristalizacion, segin Sabioni et al., (1984%), produce una textura arenosa y
reduce la aceptabilidad del producto, la cual se puede evitar hidrolizando la lactosa con beta-D-
galactosidasa, pero el costo de la enzima hace que el tratamiento sea poco rentable.

Cada dia aumenta la basqueda de beneficios en los alimentos que contribuyan a mejorar
la salud, por tal motivo, los consumidores se preocupan por adquirir productos alimenticios que
proporcionen ventajas nutricionales y beneficien la salud humana, estos alimentos se denominan
como alimentos funcionales y actualmente estdn tomando auge en la dieta diaria de la poblacion
(Aldana, 2009), por lo que los profesionales de la salud estan reconociendo los efectos
beneficiosos de los probidticos sobre la salud y la nutricion humana (FAO/WHO, 2001).

Por lo tanto, esta investigacién, busca ofrecer nuevas alternativas de alimentos
funcionales y ser una alternativa para las industrias lacteas, para contrarrestar el impacto
ambiental ocasionado por la mala disposicion del suero lacteo con la elaboracion de un dulce de

leche parcialmente sustituido por suero y con probiéticos (Lactobacillus casei).



1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo principal

e Utilizar el lacto suero acido en la elaboracion de dulce de leche con probioticos.

1.2. Objetivos especificos.

e Elaborar dulce de leche con suero &cido en diferentes proporciones y evaluar el efecto
sobre las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.

e Elegir el tratamiento con mejores caracteristicas fisicas y sensoriales y adicionar
Lactobacillus casei como probidtico.

e Observar como influye la adicién de probioticos sobre las caracteristicas fisicas y
quimicas del dulce de leche elaborado con suero acido.

e Evaluar la supervivencia de las bacterias probi6ticas (Lactobacillus casei) en el dulce de

leche durante el almacenamiento.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Dulce de leche

El Dulce de leche (DL) es un producto tipico de América del Sur. Los principales paises
productores son Argentina y Uruguay, donde el dulce de leche se consume como postre 0 como
ingrediente en productos alimenticios y otros productos de confiteria (Hynes y Zalazar,

2009; Sabioni et al., 1984a; Perrone, 2006; Garitta et al., 2004).

El consumo en Argentina es de aproximadamente 2.70 kg per cépita por afio, con una
produccién estable de 109,000 ton/afio y Uruguay produce 9,000 ton/afio, en otros paises de
América Latina, se consume el dulce de leche pero en menor cantidad (Hynes y Salazar,
2009). En Chile se conoce como manjar, manjar de leche o manjar blanco; en Colombia y
Venezuela se le denomina arequipe; en Argentina, dulce de leche; en Brasil, doce de leite y en
México y Centroamérica, cajeta (derivado de la caja de madera que se utilizaba para empacarlo)

(Keating, 1999).

El dulce de leche, se define como un producto de textura blanda y pegajosa, elaborado a
partir del proceso de evaporacion de leche en presencia de sacarosa (aproximadamente 20%),
hasta lograr una concentracion en el contenido de sélidos solubles de 70 °Brix (Cddigo

Alimentario Argentino, 2010; Valencia et al, 2008; NTC, 2008; Hough et al., 1990; Rovedo et



al., 1991 y Garitta et al., 2004). Este producto tiene un aporte caldrico aproximado de 30 Kcal

por porcidén (10 g) (Valencia et al, 2008).

En la elaboracion de dulce de leche se utiliza bicarbonato de sodio que sirve para
neutralizar parte de la acidez de la leche evitando que la caseina precipite con el calor, y a la vez
favorece la reaccion de Maillard, esta reaccion es responsable de los atributos caracteristicos del
producto: color marrén, textura cremosa y aroma agradable similar al caramelo (NTC, 2008;
Hough et al., 1990; Rovedo et al., 1991; Perrone, 2006; Aldana, 2009). La naturaleza y extension
de la reaccion de Maillard dependera de numerosos factores, incluyendo la actividad del agua
(aw), el pH, la temperatura y el estado fisico-quimico de los componentes. La a,, del dulce de

leche esta por debajo de 0.85 (Morgan et al., 2005, Rozycki, 2003).

El bicarbonato de sodio tiene un marcado efecto en la tasa de reacciones de Maillard en el
dulce de leche. Por lo tanto, el uso de menores concentraciones de bicarbonato durante la
fabricacion del dulce de leche podria conducir a una menor velocidad de reaccion de Maillard y
por lo tanto menos cambios en el perfil sensorial, se recomienda utilizar es 1% (Giménez et al.,

20082, Moro y Hough, 1985).

En el caso particular del dulce de leche, los compuestos que participan en la reaccion de
Maillard son principalmente la lactosa y las proteinas propias de la leche, mientras que en las
reacciones de caramelizacion lo hace principalmente la sacarosa. La sacarosa, por ser un
disacérido no reductor, no participa inicialmente de la reaccién de Maillard salvo el porcentaje
que posteriormente se hidroliza durante el tratamiento térmico, lo cual depende principalmente

del pH y la temperatura (Rozycki, 2003).



El defecto mé&s comun del dulce de leche es la arenosidad, ocasionada por la
cristalizacion de lactosa (Hough et al., 1990; Sabioni et al., 1984a). Esto provoca rechazo del
producto siendo inevitable la cristalizacion, a menos que el contenido de lactosa se reduzca
(Giménez et al., 2008; Giménez et al., 2007; Hough et al., 1990; Sabioni et al., 1984a; Martinez

et al., 1990; Sabioni et al., 1984; Génzle et al., 2008).

Sin embargo, en un estudio realizado por Giménez et al., (2007) menciona que la
percepcion de arenosidad causada por la cristalizacion de la lactosa no estd directamente
relacionada con la cantidad de lactosa cristalizada, sino mas bien a la distribucion del tamafio de
los cristales y los aglomerados. El crecimiento y aglomeracion del cristal depende de la
composicion, temperatura de almacenamiento y manipulacion de la muestra. En general se

entiende que la cristalizacién rapida produce cristales pequefios (Fox y McSweeney, 2009).

Generalmente, todo lo que se necesita para hidrolizar la lactosa es una enzima o un
proceso quimico que rompa el enlace que conecta los dos monosacaridos. Una alternativa para la
hidroélisis de lactosa se conoce desde principios del siglo XX, la cual que requiere condiciones
extremadamente acidas (pH <1.5) y temperaturas muy altas (150 °C). Este enfoque ha suscitado
un renovado interés en Australia, los Paises Bajos y Nueva Zelanda, pero resulté ser de

aplicacion industrial limitada (Géanzle et al., 2008).

Otra alternativa tecnoldgica, que ha sido desarrollada, se trata de reducir el contenido de
lactosa con la hidrolisis de la leche con la enzima R-D-galactosidasa antes de la fabricacion de

dulce de leche (Giménez et al., 2008; Martinez et al., 1990; Sabioni et al., 1984a).



Sin embargo, la hidrdlisis de lactosa podria causar notables cambios en el perfil sensorial
del dulce de leche, sobre todo en su color, textura y sabor, esto debido al aumento en la
velocidad de las reacciones de Maillard como consecuencia del aumento del contenido del
azucar reductor como lo es galactosa y glucosa (Gimeénez et al., 2007; Giménez et al., 2008;
Hough et al., 1990). Si bien se han realizado diversos trabajos relativos al dulce de leche, muy
pocos de ellos han evaluado los aspectos cinéticos del desarrollo de color y determinacién de
parametros colorimétricos a pesar de que el color es un atributo principal para aceptar o rechazar

el producto (Rozycki, 2003).

La galactosa y glucosa producidas por hidrélisis de lactosa son solubles en agua a
concentraciones de 32 y 50% w/v, a 25°C. Juntos tienen mayor poder reductor que la lactosa, y
aceleran el pardeamiento no enzimético durante la fabricacion de dulce de leche (Sabioni et al.,

1984a; Ganzle et al., 2008).

Silva et al.(1980), utilizé la enzima lactasa en la fabricacion de dulce de leche y observo
que con una hidrdlisis del 20% garantiza la estabilidad fisica del producto por mas de 120 dias a
temperatura ambiente, sin embargo, el producto obtuvo un color més oscuro que el control.
Aldana (2009), recomienda, una hidrélisis del 40% de lactosa con B-galactosidasa en la
proporcion de 7 mL/40 L a una temperatura constante de 40°C para controlar el problema de

formacion de cristales en el producto final, y reduce los efectos adversos en el perfil sensorial.

Coelho et al. (1980), en un experimento similar, utiliza la enzima lactasa, a

concentraciones entre de 20 a 2000 mg/ L de leche, y observo mejores resultados utilizando de



40 mg/L seguido por una incubacion a 38 — 40 °C durante 4 horas. A estas concentraciones no se
observaron cambios de color ni alteracion de las caracteristicas normales del dulce.

La hidrdlisis de lactosa con beta-D-galactosidasa evita la cristalizacion, sin embargo, el
costo de la enzima limita su utilizacion (Sabioni et al., 1984b; Martinez et al., 1990). En estudios
realizados por Sabioni et al. (1984a), para reducir los costos de la enzima, utiliza células de
levadura Kluyveromyces lactis para fermentar la lactasa. Esto logré impedir la cristalizacion de
lactosa del dulce de leche por 120 dias almacenado a temperatura ambiente. Aunque el producto

tenia un ligero sabor a fermentado esto no fue considerado significativo en un andlisis sensorial.

Estudio realizado por Sabioni et al. (1984b), busco controlar la cristalizacién utilizando
células permeabilizadas de Kluyveromyces lactis a una concentracion de 400 y 800 mg/L en
leche, seguido de incubacion por 2.5 6 3.5h a 35 °C, esto dio lugar a una hidrdlisis de 45.02 y
69.13% de la lactosa a una temperatura éptima de actividad de la lactasa de 45°C. Esto no
ocasiond cristalizacion de lactosa después de 120 dias de almacenamiento y las cualidades

sensoriales de los dulces fueron similares a los del control (Sabioni et al., 1984).

El comportamiento reol6gico de dulce de leche es intermedio entre una solucion
concentrada y un gel, dependiendo del tipo y el contenido de sélidos (Pauletti et al, 1990) y
Rovedo et al. (1991) estudio el comportamiento reoldgico de muestras comerciales de dulce de
leche de uso doméstico y reposteria, demostré que los productos tienen caracteristicas
tixotropicas y pseudoplasticas. El analisis de viscosidad aparente, se encontr6 que disminuye
cuando se aumenta la temperatura (25, 40 y 55°C), la viscosidad aparente, a pH acido (pH = 3.0),

es menor que a pH alcalino (pH = 8.3) y que este es mayor que la muestra original (pH = 6,1). El



efecto del pH se hace més pronunciado con el tiempo de almacenamiento; el pH es un factor
importante en la cristalizacion de lactosa, en condiciones alcalinas afecta la tasa de

mutorrotacion y acelera la cristalizacion (Génzleet al., 2008).

La Comision Nacional de Normas y Estdndares para Alimentos del Brasil, el Instituto
Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion y el Codigo Alimentario Argentino, tienen
establecido estandares fisicos, quimicos y microbioldgicos para el dulce de leche tradicional

(Tablaly 2).

Tabla. 1. Requisitos Fisicoquimicos que rigen el Dulce de Leche segun el Pais.

Registro Colombia” Argentina” Brasil
Humedad de masa, max. % 30 - 30
Materia grasa lactea, fraccién de masa, min%. 7.0 6.0-9.0 2.0
Solidos lacteos no grasos, fraccion de masa, min%. 17.0 - -
Proteina, min%. - 5.0 6.0
Extracto seco, fraccion de masa, min%. 70 70 70
Cenizas, fraccion de masa, max%. 2.0 2.0 2.0
indice de Reichert Meissl, fraccion de masa%. 23-32 - -
Almidones Negativo Negativo  Max 2.0

" Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion. 2008.
Cadigo Alimentario Argentino. 2010.
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasil.
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Tabla. 2. Requisitos Microbiolégicos para el Dulce de Leche.

Requisito n* m* M*  c*
Recuento de coliformes, UFC/g 5 10 100 2
Recuento de Escherichia coli, UFC/g 5 <*10 - 0
Recuento de mohos y levaduras, UFC/g 5 10 100 2
Recuento de Staphylococcus aureus 5 100 200 2

coagulasa positiva, UFC/g
*n= namero de muestras del lote que se van a examinar, *m = indice maximo permisible para identificar
nivel de buena calidad, *M = indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad, *c =
nimero de muestras permitidas con resultado entre my M. (NTC, 2008)

En la elaboracion de dulce de leche, las materias primas se someten a temperaturas sobre
los 100 °C por mas de una hora, lo que hace innecesario una pasteurizacion previa (Novoa,
1993).

En el empaque del dulce de leche, no es conveniente enfriar a menos de 60 °C ya que
esto aumentaria demasiado la viscosidad, lo cual dificulta las operaciones de empaque y aumenta
los riesgos de contaminacion durante ésta operacion (Novoa, 1993).

Entre los estudios sensoriales del dulce de leche se encuentra, la determinacion del
tiempo 6ptimo de almacenamiento en relacion a los cambios sensoriales del producto y a la
temperatura de almacenamiento. Las caracteristicas sensoriales analizadas fueron el sabor
(plastico, cocido, metalico, 6xido) y cambios de color y observé que el empaque puede generar
un sabor a plastico en el producto y el contenido de grasa puede generar sabor a 6xido, por lo
tanto, son puntos sensoriales criticos durante el almacenamiento. Con respecto a las temperaturas
de almacenamiento se encontrd que 25 °C permite un tiempo de almacenamiento del producto de
109 dias sin que se vean afectadas las caracteristicas sensoriales evaluadas. A medida que
aumenta la temperatura de almacenamiento el tiempo de vida util del producto se reduce (37 °C,

53 dias; 45 °C, 9 dias) (Garitta et al., 2004).
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En un trabajo realizado por Dias et al., (2008) se evaluo sensorialmente el dulce de leche
producido con la sustitucion parcial de suero dulce (0%, 10%, 20%, 30% y 40%). Los paneles
fueron analizados estadisticamente, y se obtuvo que la muestra con 20% de suero fue la de
mayor aceptabilidad. Ademas se observa que el dulce de leche tradicional y el parcialmente
sustituido con 20% suero se encuentran dentro de los estandares requeridos. Por lo que si es

viable el reemplazo de la leche por suero.

2.2. Suero lacteo

El suero, es un subproducto liquido remanente que queda de la produccién de queso por
precipitacion de la caseina. Es de color amarillo verdoso, contiene aproximadamente 6.0 a 6.4%
de sélidos y alrededor de 55% de los nutrientes que permanecen en la leche original, es decir,
proteinas solubles, lactosa, vitaminas y minerales (Almeida et al., 2001; Siso, 1996; Polat, 2009;
Spalatelu, 2012). ElI mas abundante de estos nutrientes es la lactosa (4.5 a 5.0% wi/v), las
proteinas solubles (0.6-0.8% w/v), lipidos (0.4 a 0.5% w/v) y sales minerales (0.53 a 0.79 w/v)
(Spalatelu, 2012; Wit, 2001). El color amarillento de suero de leche es producto de la presencia

de riboflavina (vitamina B2) (Wit, 2001).

El sector lacteo genera desperdicios liquidos significativos, cuya eliminacion requiere un

gran capital de inversion. La mayoria de las elaboradoras de leche no cuentan con sistemas

adecuados de tratamiento para la eliminacion de suero de leche (Polat, 2009).
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La elaboracion de queso, tanto por sistemas tradicionales como modernos, dan
inevitablemente lugar a la produccién de una gran cantidad de suero que representa
aproximadamente de un 85 a un 90% del volumen total de la leche empleada (Scott, 199; Wit,

2001).

La produccion mundial de suero de leche es de aproximadamente 120 millones de
toneladas anuales, lo que genera 720,000 toneladas de proteina (Giraldo-Zufiiga et al., 2002).
Brasil es el séptimo mayor productor de queso en el mundo con una produccién total de 480,000
toneladas en 2005, generando aproximadamente 4.3 millones de toneladas de suero de leche
(USDA, 2008). Este dato implica una gran pérdida de recursos y un serio problema de
contaminacion debido a que el suero es altamente organico con una alta demanda de oxigeno
bioldgico. El suero de leche tiene una demanda bioldgica de oxigeno (DBO), entre 30-50,000 mg
de oxigeno/L, y una demanda quimica de oxigeno (DQO) de 60-100,000 mg de oxigeno/L
(Gelegenis et al., 2007; Siso, 1996), (Dias et al., 2008). Sin embargo, aproximadamente la mitad
de la produccién mundial de suero no se trata y se descarta como efluente, por lo tanto, el suero
representa un importante problema ambiental, debido a los grandes volumenes producidos y su
alto contenido en materia organica, mayormente lactosa, responsable de la alta produccion de

DBO y DQO (Guimaraes et al., 1992; Spalatelu, 2012; Siso, 1996).

2.2.1. Composicion del suero.

La composicion quimica del suero puede variar, segun el tipo de queso, composicion

quimica de la leche, la cual varia con la etapa de lactancia, tipo de alimentacion, nimero de cria,
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las diferencias individuales de los animales, y el clima (Wit, 2001; Polat, 2009). Los
componentes del suero decrecen en el siguiente orden: lactosa, compuestos nitrogenados
(proteinas, péptidos y aminodacidos), ceniza y lipidos. Los componentes minerales mayores del

suero son calcio, fosforo, sodio y potasio (Schmidt et al., 1984; Polat, 2009).

De acuerdo con el procedimiento utilizado para la elaboracion de queso, el suero
producido puede ser &cido (pH <5.0) o dulce (pH 6.0-7.0). Como consecuencia el suero &cido es
mas dificil de procesar y tiene mayores costos de eliminacion que el suero dulce (Siso, 1996). Su
uso en los alimentos es méas limitada que la de suero dulce, debido a su sabor &cido (Spalatelu,

2012).

Tabla. 3. Composicion del suero lacteo.

Constituyente Suero dulce % Suero acido %

Agua 93-94 94 -95

Lactosa 45-5.0 3.8-4.2
Proteina 06-0.38 0.6-0.8
Grasa 0.2-0.8 0.2-0.5

Cenizas 05-0.8 0.7-0.9
pH 6.2-6.6 45-47

Wit, 2001.

Al igual que el suero acido, el suero dulce posee un alto contenido de ceniza y es un
subproducto de la industria de queso, pero es menos acido (pH 5.9 — 6.6) y es producido por la
coagulacién de la leche con renina. Sin embargo, a diferencia del suero acido puede ser utilizado

por sus numerosas propiedades funcionales como dar color, brindar tamafio y producir espuma.
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También posee una mezcla compleja de lactosa, proteinas, minerales. Por estas razones la
industria de alimento ha reconocido que el suero dulce es un buen ingrediente para ser
incorporado a un alimento, al igual que el suero acido, el suero dulce también es utilizado como
un componente importante en los alimentos de animales (Banavara et al., 2003).

Algunas proteinas recuperadas a partir de suero &cido pueden ser de particular interés
como es la glicoproteina de la familia de la Transferrina, Lactoferrina (LF), un estudio preliminar
sugiere que el suero &cido contiene mayor concentracion de LF en comparacion con el suero

dulce (Blaschek et al., 2007).

2.2.2. Usos del suero lacteo

Siso (1996) y Spalatelu (2012) mencionan que aproximadamente 50% de la produccion
mundial total de suero es tratada y transformada en diversos productos alimenticios. Este
porcentaje va en aumento, debido a los esfuerzos continuos de investigaciones que buscan darle
utilidad al suero, y la promocion de legislaciones actuales referentes a la eliminacion de
efluentes. La recuperacion, fraccionamiento y transformacién de suero de leche puede contribuir
a un aumento econémico para los productores, conciliando el interés del sector productivo con
las demandas sociales de proteccién del ambiente, en el marco del desarrollo sostenible

(Spalatelu, 2012).

De la produccion mundial de suero, la mitad de esta cantidad se utiliza directamente en
forma liquida, 30% como suero en polvo, 15% como lactosa y sus derivados, y el resto como

concentrado de proteina (Spalatelu, 2012), por lo que segun Guimaraes et al. (1992), el suero
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debe considerarse como un recurso, y no sélo como un efluente residual, en vista de su gran

potencial como una fuente para desarrollar productos de valor agregado.

El primer paso en la mayoria de los procedimientos para la valorizacion del suero lacteo
consiste en la recuperacion de la proteina. Las proteinas del suero representan alrededor del 20%
de las proteinas de la leche, tienen un alto valor nutricional y potencial terapéutico (Guimaraes et
al., 1992). La separacion de las proteinas de suero de leche se consigue tipicamente mediante
ultrafiltracién para producir concentrados de proteina de suero, que tienen muchas aplicaciones

en la industria alimentaria (Siso, 1996).

El suero en polvo se utiliza principalmente para la alimentacion animal y en cantidades
mas pequefias en alimentos de consumo humano, tales como helados, productos de panaderia,

pasteleria, salsas, derivados lacteos, etc. (Siso, 1996).

La lucha constante para encontrar nuevos usos para el suero de queso esta ligada a la
busqueda de nuevos usos para la lactosa, el principal componente de suero de leche. Cada vez es
mas dificil disponer de suero de leche o cualquier corriente de proceso que contengan altas

cantidades de lactosa de la leche porque:

e Las normas ambientales de descarga son cada vez dificil de cumplir.
e Los tratamientos fisico-quimicos y bioldgicos son cada vez mas complejos y costosos.

e Las zonas de tratamiento de residuos son cada vez mas costosas.

Por lo tanto, el deseo de convertir la lactosa en productos comercialmente viables va en aumento

(Génzle et al., 2008).
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Se puede extraer lactosa del suero de leche. La lactosa se usa como suplemento en
férmulas para bebés ya que la leche de vaca contiene 30% menos lactosa que la leche humana.
También se utiliza en confiteria debido a su bajo dulzor en comparacion con la sacarosa o la
glucosa. Estas dos aplicaciones representan mas del 80% del consumo de lactosa en los Estados
Unidos y un 35% en la Union Europea donde se utiliza en otras aplicaciones como en productos

de panaderia y productos carnicos (Fox y Mcsweeney, 2009).

2.3. Lactosa.

La lactosa esta presente en la leche de todos los mamiferos con unas pocas excepciones,
la concentracion aproximada en la leche de mamiferos es de entre 2% y 10%, ademés, contenido
de lactosa en leche bovina oscila entre el 4.4% y el 5.2%, en comparacion con leche humana que

tiene el 7% (Génzle et al., 2008).

La lactosa (4-0-b-galactopiranosil-D-glucopiranosa, Ci2H2,011), €s un azucar reductor, es decir,
tiene grupo carbonilo libre o potencialmente libre (un grupo aldehido en el caso de la lactosa). Es
un disacérido que comprende una molécula de glucosa y a una molécula de galactosa unidas por
enlace glicosidico 31-4. (Fox y Mcsweeney, 2009; Ganzle et al., 2008). Lactosa en soluciones

acuosas esta presente en las formas o y 3 (Figura 1).
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Como todos los azucares reductores, la lactosa puede participar en la reaccion de Maillard
(pardeamiento no enzimatico), que produce polimeros que contribuyen positivamente al sabor y
color de muchos alimentos, pero los efectos en los productos lacteos suelen ser negativos y
deben ser evitados (Fox y Mcsweeney, 2009; Jelen y Tossavainen, 2003).

La concentracion de lactosa en la leche es inversamente proporcional a la concentracion
de lipidos y a la concentracién de caseina. La funcién principal de la lactosa y los lipidos de la
leche es ser fuente de energia. La relacién inversa entre las concentraciones de lactosa y caseina
refleja el hecho de que la sintesis de lactosa elimina agua en las vesiculas de Golgi, diluyendo asi

la concentracién de caseina. Cuando se requiere una leche altamente caldrica, los animales
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provienen de un ambiente frio, esto consigue aumentar el contenido de grasa de la leche (Fox y

Mcsweeney, 2009).

La solubilidad de la lactosa en agua es bajo en comparacion con otros disacéridos
(alrededor de 189/100g de agua a temperatura ambiente). En los alimentos congelados o de baja
humedad, su cristalizacion provoca aspereza o si su tamarfio en los productos alimenticios es mas
de 10-16mm se pueden detectar sensorialmente y crear un defecto llamado arenosidad (Génzle et

al., 2008; Jelen y Tossavainen, 2003).

La cristalizacion en su concepto mas basico es un proceso de dos etapas que implica la
nucleacion y el crecimiento del nucleo a un tamafio macro. En general, la tasa de crecimiento de
los cristales aumenta rapidamente a medida que la sobresaturacién (presion de precipitacion,
expresada como proporcion de la concentracion real a la solubilidad) se incrementa (Génzle et
al., 2008). En general se entiende que la cristalizacion rapida produce cristales pequefios (Fox y
Mcsweeney, 2009).

La a y B-lactosa tienen solubilidades muy diferentes. 3-lactosa es mucho mas soluble en
condiciones ambientales y la a-lactosa superior 93,5 °C. El equilibrio mutarotatorio favorece la
baja solubilidad de la lactosa en temperatura ambiente y alta solubilidad a temperaturas cercanas

a 93 °C (Géanzle et al., 2008).

Considerando la fase acuosa del dulce de leche, la concentracion de lactosa y sacarosa, es
de 33g de lactosa/100 g H,O y 146g de sacarosa/ 100 g H,O, respectivamente, a estas

concentraciones la lactosa es completamente soluble a 60 °C (Martinez et al., 1990).
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Tabla. 4. Densidad, viscosidad e indice de refraccion de la lactosa en funcion de la
concentracion.

Concentracion Densidad Densidad  Viscosidad de la solucion indice de
(g lactosa/ de la aparente (mPa*s) refraccion de
100g agua) solucion de la lactosa la solucion a

a20°C disueltaen 25°C A=
(Kg*m™®) agua 20°C 60°C 589nm
(Kg*m)

0 998.2 - 1.00 0.47 1.3325
10 1043 1750 1.38 0.70 1.3484
20 1082 1629 2.04 0.90 1.3659
30 1124 1592 3.42 1.29 -

40 1173 1591 7.01 2.19 -

Walstra et al., 2005.

El Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK) estima
que de 30 a 50 millones de estadounidenses son intolerantes a la lactosa. Ser intolerantes a la
lactosa, significa que no se puede digerir el azUcar natural que se encuentra en la leche (lactosa)
y otros productos lacteos. Las personas que no pueden digerir la lactosa tienen una escasez, 0
deficiencia de la enzima lactasa, que se produce en el intestino delgado (FDA, 2009). La
hidrélisis descompone la lactosa en azlcares simples (glucosa y galactosa) e incrementa el
consumo de los productos lacteos en todo el mundo mediante la mitigacion de intolerancia a la

lactosa (Génzle et al., 2008).

En la industria farmacéutica la lactosa se usa como excipiente para la mayoria de los
farmacos en tabletas ya que es inerte, no higroscopica, estan disponible con alta pureza, y tiene

buenas propiedades como aglutinante (Fox y Mcsweeney, 2009).
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2.4. Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio saludable al huésped (FAO/WHO, 2001; Zayed y Roos, 2004;
Pereira et al., 2011).

Los profesionales de la salud estan reconociendo cada vez mas los efectos beneficiosos
de los probidticos sobre la salud y la nutricion humana. Estudios cientificos recientes sobre las
propiedades y la funcionalidad de microorganismos vivos en los alimentos sugieren que los
probioticos desempefian un importante papel en las funciones inmunes, digestiva y respiratoria
en el organismo, y que podrian tener un efecto significativo en el alivio de las enfermedades

infecciosas en los nifios y otros grupos de alto riesgo (FAO/WHO, 2001).

Los microorganismos probidticos aparecen en el tracto gastrointestinal del hombre desde
etapas tempranas de la vida, pero al pasar el tiempo y debido a factores como la edad, dieta,
ambiente, el estrés y la medicacion, descienden a cantidades que pueden llegar a ser muy
pequefias lo cual puede favorecer el crecimiento de bacterias patdgenas (Corrales et al., 2007).

Un alimento probidtico se define como un alimento que contiene microorganismos
probidticos viables en las poblaciones suficientes incorporadas en una matriz adecuada (Doyle y
Klaenhammer, 2000; Gibson y Roberfroid, 1995; Saxelin et al., 2003). Sin embargo, las
poblaciones de cultivos probidticos 10° a 10’ UFC/g en el producto final se establecen como
cantidades terapéuticas en los alimentos procesados (Talwalkar et al., 2004; Jaworska et al.,

2011).
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Los microorganismos probidticos utilizados en los alimentos deberian ser capaces no sélo
de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en el intestino. Esto
significa que debe ser resistente a los jugos gastricos y poder propagarse en presencia de bilis, en
las condiciones existentes en los intestinos, o ser consumidos en un alimento que, actuando como
vehiculo, les permita sobrevivir al paso por el estbmago y a la exposicion a la bilis (Sanz, 2007;
FAO/WHO, 2001).

Como microorganismos probi6ticos se utilizan sobre todo, aunque no exclusivamente,
bacterias acido lacticas, de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el nimero de
alimentos probidticos puestos a disposicién de los consumidores es cada vez mayor (FAO/WHO,
2001).

El género Lactobacillus es parte de la familia Lactobacilleceae que pertenece al grupo de
las bacterias acido lacticas, caracterizadas por ser Gram positivas, no esporulantes, y
principalmente por producir &cido lactico como metabolito primario a partir de hidratos de
carbono. Lactobacillus, que actualmente incluye 177 especies, es el género mas grande y diverso
de las bacterias acido lacticas (Broadbent et al., 2012).

Lactobacillus casei fue llamado inicialmente como Streptobacterium casei por Orla-
Jensen en 1916. Su primer aislamiento fue en queso, desde entonces, Lactobacillus casei ha
demostrado que es un grupo de bacterias ampliamente distribuido. Se puede encontrar en
diversos habitats, incluyendo material vegetal en descomposicion, ensilaje, tracto intestinal
humano, la boca, la vagina, los alcantarillados y diversos productos lacteos. Debido a su
naturaleza aciduricos, se encuentran en diferentes productos fermentados tanto de origen vegetal
y animal. Las dos especies mas comunes en leche son Lactobacillus paracasei subsp y

Lactobacillus rhamnosus (Curry y Crow, 2002; Broadbent et al., 2012).
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A lo largo de la historia se observa el uso de bacterias lacticas en la fermentacion de una
variedad de alimentos y bebidas, y existe un creciente nimero de evidencia cientifica sobre sus
efectos benéficos para la salud. En la actualidad, las bacterias lacticas son ampliamente utilizadas
como probidticos en los alimentos y productos farmacéuticos. Lactobacillus casei y organismos
relacionados (el grupo de L. casei) son bacterias lacticas tipicamente utilizadas en los productos

lacteos y bebidas lacticas (Sato et al., 2012; Erdogrul y Erbilir, 2006).

La industria lactea, en particular, ha encontrado en los cultivos probiodticos una
herramienta para el desarrollo de nuevos productos funcionales (Doyle y Klaenhammer, 2000;
Champagne et al., 2005; Erdogrul y Erbilir, 2006). El yogurt y las leches fermentadas son los
principales vehiculos de cultivos probio6ticos. Sin embargo, nuevos productos se estan
introduciendo en el mercado internacional (postres a base de leche, leche en polvo para recién
nacidos, helados, mantequilla, mayonesa, diversos tipos de quesos, productos en forma de
capsulas o polvos que se disuelven en bebidas frias y alimentos fermentados de origen vegetal)

(Champagne et al., 2005).

Cuando se consumen alimentos que contiene probi6ticos en una cantidad tal que se logre
su conservacion en nimero o alcancen niveles importantes en el intestino, el huésped puede
experimentar una serie de beneficios como el mejoramiento de la tolerancia a la lactosa,
actividad antimicrobiana, estimulacion del sistema inmunoldgico, reduccion del colesterol
sanguineo, propiedades antimutagénicas, actividades anti-cancerigenas y propiedades anti-

diarreicas (Doyle y Klaenhammer, 2000; Corrales et al., 2007; Escobar, 2010; Pereira et al.,
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2011; Jaworska et al., 2011). Cabe destacar que los beneficios citados anteriormente no son

generales de todos los probidticos sino de cepas especificas (Corrales et al., 2007).

Con respecto a la produccién y el almacenamiento, los requisitos mas importantes son
que las bacterias probidticas sobrevivan en el producto en la cantidad suficiente, que se garantice
su estabilidad fisica y genética durante el almacenamiento y que se mantengan todas sus
propiedades benéficas esenciales después del consumo. Los probidticos no deben tener efectos
adversos en el sabor o aroma del producto (Aldana, 2009; Zayed y Roos, 2004). Aunque para
algunos productos los elementos derivados de las bacterias lacticas, producen a menudo otros
sabores o aromas caracteristicos. El acetaldehido, por ejemplo, da al yogurt su aroma
caracteristico, mientras que el diacetilo confiere el sabor a mantequilla en la leche fermentada

(Garcia y Jerez, 2004).

2.5. Goma agar

El bajo contenido de solidos en el suero lacteo hace necesario utilizar goma, para alcanzar
las caracteristicas deseadas de textura en el dulce de leche. Para este trabajo utilizamos agar.

El agar es un hidrocoloide obtenido de algas marinas. Su estructura principal se
caracteriza quimicamente por unidades repetitivas de D-galactosa y 3-6, anhidro-L-galactosa,
con algunas variaciones, y un bajo contenido de ésteres de sulfato. El agar también se puede
afiadir en una mezcla de polisacaridos hechos de dextro y levo galactosas unidos linealmente

(Armisen y Galatas, 2009). Los mas importantes son alginatos, agar y carragenatos que se
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producen en cantidades industriales y se presentan en forma de polvos de colores claros

(Banerjee & Bhattacharya, 2011).

2.5.1. Gelificacion de agar.

El agar es una mezcla de agarosa y agaropectina en proporciones variables dependiendo
de la materia prima original y el proceso de fabricacion empleado. La gelificacion se produce
por el contenido de agarosa que se produce exclusivamente por enlaces de hidrdgeno. Sin
necesidad de otra sustancia, el gel tiene un enorme potencial en aplicaciones tales como
ingrediente alimenticio, la biotecnologia, para cultivo celular y de tejidos o como apoyo para la
electroforesis o cromatografia. La propiedad mas destacable es su reversibilidad; se funden

simplemente por calentamiento y vuelve a gelificarse al enfriar (Armisen y Galatas, 2009).

El gel es rigido, posee formas bien definidas y puntos de fusion y de gelificacion
precisos. Ademas, demuestra claramente los interesantes fendmenos de sinérisis (extrusion
espontanea de agua a través de la superficie del gel en reposo) e histéresis (intervalo de
temperatura entre las temperaturas de fusion y gelificacion). La gelificacion ocurre a
temperaturas muy inferiores a la temperatura de fusion. Una solucién de 1.5% de agar-agar
forma un gel al ser enfriado a temperatura de 32 °C a 45 °C y la fusion de tal gel no ocurre a
temperaturas inferiores a 85°C. La fuerza de gel del agar-agar es influenciada por los factores
concentracion, tiempo, pH y contenido de azucar. El pH afecta notablemente la fuerza de gel del

agar-agar y la disminucién del pH disminuye la fuerza de gel (Armisen y Galatas, 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materia prima: suero lacteo acido

El suero &cido se elabor6 en el Laboratorio de Lacteos del Departamento de Industria
Pecuaria. La leche cruda se obtuvo de la vaqueria de la Subestacion Experimental en Lajas,
Universidad de Puerto Rico — Mayaguiez. La leche se pasteurizd a 63°C por 30 minutos previo a
la elaboracion del queso. EI queso blanco se elabor6 calentado la leche a 85°C y afiadiendo &cido
acético para precipitar la caseina, el suero obtenido se recolectd bajo condiciones higiénicas y se

almacend a una temperatura de -5°C.

3.1.1. Estandarizacion del suero acido y la mezcla suero/leche

Previo a su uso se determind la &cidez titulable utilizando el método 942.15 de la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC por sus siglas en ingles). El suero se
neutraliz6 con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 6N, llevando el pH de 5.43 a 6.3,
segun AOAC 981.12 (AOAC, 1998). Se determin0 el contenido de grasa en leche, suero y
mantequilla utilizando el método de Mojonnier AOAC 989.05 (AOAC, 1998). Este valor se
utilizd en la ecuacion de balance de masas, a fin de determinar la cantidad de mantequilla
necesaria para estandarizar las formulaciones a un porcentaje deseado de grasa 3.6%, para esto se

realizé un balance de masa (Figura 2).
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Leche: A % grasa: D,
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Suero: C
% grasa: C,

Figura 2. Diagrama del balance de masas para determinar el contenido de grasa de la mezcla.
Ecuacion por componentes.

A+C=D (1)
Ecuacion por fracciones.
Ax + Cx =Dx 2
Con el balance de masa y las ecuaciones 1 y 2 se encuentra el valor de Dx que es la
cantidad de grasa de la mezcla suero /leche, luego se utiliz6 el cuadro de Pearson para determinar

la cantidad de mantequilla a adicionar y luego se homogeniza la mezcla a 75 °C — 80 °C.

3.2. Hidrdlisis de lactosa.

Al suero y leche homogenizados se le adicion6 0.3g/L de la enzima lactasa (lactase MP,
Enzyme Development Corporation), luego se incub6 a 38 — 40 °C durante 3h, con agitacion
constante, para garantizar una hidrélisis del 40%, rapidamente que pasé este periodo se aumento
la temperatura a 80°C para detener la hidrolisis de lactosa.

Los experimentos para determinar la cantidad de lactasa que hidrolizan la lactosa se
realizd segun lo reportado por Coelho, (1980), el cual utiliz6 40 mg/L. Se trabajé con diferentes
proporciones de lactasa a una temperatura entre 38 - 40°C. Se realiz6 ensayos previos empleando

un litro de leche estandarizada a 3,6% m/v. Se adiciond la enzima utilizando diferentes
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proporciones, y se incub6 tomando el punto crioscépico (Advanced Instruments, Model 4250
Single-Sample Cryoscope) cada 30 min hasta obtener el punto crioscopico constante, donde se

considera el 100% de hidrolisis.

3.3. Elaboracién del dulce de leche (Figura 3)

3.3.1. Dosificacion de suero acido y leche

La fabricacion del dulce de leche se llevd a cabo siguiendo el procedimiento utilizado por
Madrona. et., al (2009) con ciertas modificaciones. Se prepararon las siguientes formulaciones:
0% Leche/100% Suero, 25% leche/75% Suero, 50% Leche/50% Suero y 100% Leche/0%Suero.
Los demas ingredientes como el neutralizante (bicarbonato de sodio) se emplearon en las mismas
proporciones 1g/L y el azGcar a un 18 % p/v. La adicion del azlcar se realizd en dos tiempos:
primero un 50% al inicio y el restante cuando alcanzo 40 °Brix (medido con el refractometro

Fisher Scientific Handheld Refractometers).

Teniendo en cuenta las caracteristicas del dulce de leche tradicional, el estudio sensorial
(mayor preferencia del consumidor) y las caracteristicas fisicoquimicas. Se escoge un
tratamiento a la cual se le adicion0 cultivos probidticos a la cual se le determina sobrevivencia y

se realiza recuento microbiano.
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FLUJOGRAMA DE LA ELABORACION DEL DULCE DE LECHE

Acidez 13 -17%
Suero/leche grasa 3.6
|
Homogenizacion 75°C
Lactasa 0.3g/L Hidrdlisis de Lactosa 40 -38°C /3h
| hasta 40%
Leche, azlcar, Mezclado
bicarbonato 1g/L |
Azlcar restante 50% Concentracion a 40 °Brix 90 -100 °C
|
Adicién de goma Concentracién 60 °Brix 90-100 °C
0.8% p/p 1
Concentracién a 65 °Brix
|
Enfriamiento
| : N
Probibticos | Inoculacion <40°C
Lactobacillus casei )
—~——
Envasado
I
Almacenamiento 15°C

Figura 3. Diagrama de flujo de la elaboracién del dulce de leche con suero cido y probidticos.

3.3.2. Adicion de goma.

Cuando el producto alcanzé 60+0.3 °Brix se adiciond la goma (Agar Agar 100-44 HG) en
una proporcion de 0.8 %p/p con relacion al rendimiento del producto final aproximadamente

30% (valor obtenido de ensayos preliminares). Se dejo hervir hasta alcanzar 65 + 3 °Brix, cada
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formulacion se coci6 en ollas de acero inoxidable a 90 — 100 °C con agitacion constante por 2.5 a

3 horas. Después se dejo enfriar hasta 60 °C y se empaco.

El tipo de goma se escogiod teniendo en cuenta las caracteristicas y propiedades de la
goma y se opto por trabajar con agar porque las especificaciones del fabricante, menciona que se
utiliza en presencia de altas concentraciones de azUcar, trabaja bien a temperaturas altas, evita la
cristalizacion del azlcar y es (til en la elaboracion de caramelos para dar la textura deseada. Se
realiz6 ensayos previos con cuatro tipos de goma agar (Agar Agar 100 FCC/NF Powder, Agar
Agar 100-44 HG, Agar Agar 150 FCC/NF Powder, 710 H-96 Powder), al elaborar el dulce de
leche con cada una de ellas, la que brindd mejores caracteristicas fue agar agar 100-44 HG vy se
trabajo con esta a diferentes concentraciones para determinar la mas adecuada (0.1, 0.5 y 0.8%).
De estas la proporcion de 0.8% fue la que proporciond las caracteristicas deseadas del dulce de

leche.

3.3.3. Seleccion del probidtico

Se emple6 para este estudio Lactobacillus casei ya que, segun estudios realizados por
Homayouni et al., (2008a) y Homayouni et al., (2007), demostraron que es una cepa resistente en
condiciones desfavorables tales como toxicidad del oxigeno y congelacion. Ademas existe un
creciente nimero de evidencia cientifica sobre sus efectos benéficos para la salud y, en la
actualidad, las bacterias acido lacticas son ampliamente utilizadas como probidticos en los

alimentos y productos farmacéuticos (Sato et al., 2012; Erdogrul y Erbilir, 2006).
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3.3.4. Curva de crecimiento de Lactobacillus caseli

Se utilizéd Lactobacillus casei, ATCC 393 proveniente de “American Type Culture
Collection”. Se realiz0 la respectiva curva de crecimiento para determinar las etapas logaritmicas
de la bacteria, en MRS (Man, Rogosa y Sharpe) broth a 35°C. Se ley6 la absorbancia a 600nm
cada 6 horas y se sembré en medio agar MRS, en platos petri en duplicado. Las placas se

incubaron (isotemp incubator) a 35 °C durante 48 horas.

3.3.5. Activacion y recuperacion del probidtico.

Lactobacillus casei, ATCC 393, se almacené a una temperatura de -81 °C en glicerol, y
se activo en caldo MRS (Man, Rogosa and Sharpe) a 35°C durante 15 a 18 horas (fase
estacionaria) (Apéndice 8.3) bajo condiciones aerobicas y agitacion durante el periodo de
incubacion (C24 incubator shaker). Después del periodo de incubacién, se trasfirié a caldo MRS
el 1% (v/v) del cultivo y se sometié a condiciones iguales para obtener la biomasa. Completado
las 15 horas de incubacidn, se redujo la temperatura abruptamente a 4 °C, y posteriormente se
separ0 por centrifugacién (centrifuga 5417C - Eppendorf) a 14,000 xg (10,000 rpm), durante 10
minutos. La biomasa se lavo 3 veces con solucion salina estéril al 0.85% p/v y se resuspendié en
la misma solucidn, segun lo reportado por (Guergoletto et al., 2010; Pereira et al., 2011; Sato et

al., 2012).
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3.3.6. Inoculacién del dulce de leche

Lactobacillus casei, ATCC 393, re-suspendido en solucidn salina, se adiciona al dulce de
leche a una temperatura maxima de 40 °C. Se distribuy6 el probiotico por agitacion, luego se
empacd en envases de plastico y se almaceno en nevera a 15 °C y 4 °C. Se utiliz6 la temperatura
de 15 °C para evitar crecimiento de otras bacterias acido lacticas, pues esta temperatura me
brinda un desarrollo selectivo de Lactobacillus casei (Champagne et al, 1997; LLC y VA, 2012;

Ashraf y Shah, 2011).

3.4. Analisis proximal de los cuatro tratamientos de dulce de leche

3.4.1. Determinacion de humedad.

Los crisoles, previamente marcados, se secaron a una temperatura de 100 °C en un horno
por 24 horas. Se enfriaron en un desecador y se tomo su peso. El crisol fue tarado en una balanza
(AG204, Mettler Toledo) y se le afiadieron 5.0 gramos de muestra. Se colocé el crisol con la
muestra en el horno al vacio (National Appliance Company 5851) a una temperatura entre 45 °C
y 50 °C por 24 horas. Se saco el crisol del horno al cabo de este tiempo y se dejé enfriar por 20
minutos en un desecador, se pesé y se registro el valor. Esto se realizé en triplicado para cada
repeticion de los tratamientos. La razdn entre el agua extraida y el peso de la muestra himeda es

el porcentaje de humedad.
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3.4.2. Determinacion de cenizas

El material seco del anélisis de humedad se utilizd para determinar ceniza siguiendo el
método de la AOAC 923.03 (AOAC, 1998). Se seco los crisoles con tapa en el horno por 24 horas,
se enfrid en el desecador y peso. Seguidamente se agregaron entre 0.5g a 1.0g de muestra seca a cada
crisol. Se colocé el crisol con la muestra en una mufla (Muffle Furnance, Isotemp, Fisher Scientific,
USA) y se calent6 paulatinamente, aumentando la temperatura en tiempos de 30 minutos a 1 hora,
hasta que alcanz6 los 600°C. La temperatura se mantuvo a 600 °C por espacio de 12 horas, la mufla
se apagl y se permitié que las muestras se enfriaran. Los crisoles se colocaron en un desecador y
posteriormente se pesd con sus tapas. Este analisis se realizo en triplicado para cada repeticion. La
razon de peso de muestra remanente en el crisol entre el peso de la muestra seca es el porcentaje de

ceniza en bhase seca.

3.4.3. Determinacion proteina

El método utilizado para determinar proteina, fue el de Micro-Kjeldahl 991.20 (AOAC, 1998). Se
pesd muestra seca entre 0.120g a 0.150g. Se transfirio a un tubo de digestion de 100 mL y se
adiciono 0.6 g del catalizador (sulfato de potasio (K,SO,) y sulfato de cobre (Cu,SO,)) en cada tubo.
Bajo la cAmara extractora de gases se adiciond 7 ml de acido sulfarico concentrado a cada tubo y se
colocé en el blogue de digestion (Digestion System 6, Tecator, Sweeden). Se aument6 la temperatura
paulatinamente hasta alcanzar 350 °C aproximadamente. Las muestras se mantuvieron en el proceso
de digestion por 4 horas. Cumplido este tiempo se sacaron los tubos y se dejaron enfriar dentro de la

camara de extraccion.
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La muestra digerida una vez fria se descargd en tubos de digestion grandes (250 mL) y se
enjuago en tubo de digestion con 40 ml de agua destilada y el enjuague se deposita en los tubos
grandes. Ademas, se adicion6 50mL de NaOH al 40% p/v. Se encendi0 el destilador (Rapidstill I,
Labconco, USA) y en el tubo de salida del destilador se coloc6 un matraz de 250ml con 25ml de
solucién de &cido bérico 4% (Kjendahl determination, Fisher Scientific, USA). Cuando el agua en el
destilador alcanzé el punto de ebullicion, rapidamente se coloco los tubos con la muestra y NaOH en
el destilador por 10 minutos. La solucion indicadora de &cido bdrico se tornd de color verde después
de haber pasado este tiempo. La muestra se titulé con HCL 0.10N y un color gris-lila mostro el punto
de equivalencia. Esto se realizd en triplicado para cada repeticion. Las férmulas para obtener la

cantidad de nitrogeno y el porcentaje de proteina en base seca son las siguientes:

Volumen HCI utilizado en titulacion (mL) * Normalidad HCI = * 14.01 * 100%

0, N =
Yo 1000 * peso muestra seca (g)

%PRO =% de N * Factor de conversion (6.38 productos lacteos)

3.4.4. Determinacion de Grasa

El contenido de grasa se determind utilizando el método Mojonnier 989.05, (AOAC,
1998). Los recipientes de vidrio (cajas de vidrio petry), previamente marcados, se secaron a una
temperatura de 100°C en un horno por 24 horas, se enfriaron en un desecador y se tomo su peso.
Simultdneamente se peso la muestra (aproximadamente) 5g en los frascos de Mojonnier y se

afiadié 2 ml de hidréxido de amonio (NH4OH) y tres gotas de indicador fenolftaleina (0,5% w/v).
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Se adicion6 10 ml de alcohol etilico, 25 ml de éter dietilico y 25 ml de éter de petroleo. Se agito
vigorosamente por un minuto después de cada una de las adiciones de reactivos a los frascos.

Se decant6 la capa orgénica en cristales de vidrio, previamente pesados. Se realizaron dos
extracciones adicionales utilizando 15 ml del éter dietilico y éter de petrdleo.

Los recipientes de cristales con la capa organica, se colocaron en una hornilla para evaporar
los solventes y luego en el horno por 5min, pasado este tiempo se colocaron en un desecador
para enfriar y se pesaron ya frios en una balanza analitica. La razon entre la grasa extraida y el

peso de la muestra es el porcentaje de grasa.

3.5. Analisis fisico quimico

3.5.1. Determinacion de color.

Se utilizo el colorimetro HunterLab MiniScan EZ, con iluminante D65 y un angulo de
observacion de 10°. El colorimetro se calibro previamente a su uso empleando una placa negra 'y
una placa blanca. Para cada muestra se obtuvo las variables L, a, b, del sistema de color de
espacio polar CIE. El pardmetro L indica variacion en la luminosidad (variando desde 0% para
negro y 100 % para blanco), a indica del mismo modo variacion entre el verde (-a) y rojo (+a), b
sefiala variacion entre el azul (-b) y el amarillo (+b). Estos valores se convierten a Croma que
corresponde a la saturacion del color y Hue que corresponde al tono del color esto se realizo
utilizando las siguientes ecuaciones(Mcguire, 1992):

Leer=L,a,b

C=,/(a*xb)+ (b*b)
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6=Tan™ (b/a)/6.2832)* 360°

Si a>0y b>=0 entonces hue o tono =6

3.5.2. °Bri X

Se determinoé los grados °Brix con un refractdbmetro manual (Fisher Scientific Handheld
Refractometers) segin AOAC 932.14 (AOAC, 1998), en el laboratorio de quimica a una

temperatura promedio de 20 *+ 4 °C, cada muestra se realizo por triplicado.

3.5.3. pH

Se realizaron determinaciones del potencial de hidrégeno (pH), mediante inmersion
directa del electrodo al dulce de leche, utilizando el potenciometro (Docu PHmeter- sartorios), el
metro de pH, fue previamente calibrado con soluciones buffer 4, 7 y 10, siguiendo las

instrucciones del manual. Estas determinaciones se realizaron por triplicado.

3.5.4. Actividad del agua (ay)

Las mediciones de a,, se tomo a 25 °C con el instrumento AquaLab Series 4TE, basada

en el método oficial de la AOAC 978,18 (AOAC, 1998). Antes de cada lectura se calibrd con el

estandar 0.760 NaCl (6 Molal).
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3.5.5. Perfil de Textura

Se realizaron mediciones mediante el analisis de perfil de textura (TPA), usando un
texturometro TA-XT2i (Stable Micro Systems), provisto con una celda de carga de 50 kg y una
sonda esférica de 20 mm de didmetro. Las condiciones de operacion fueron: velocidad de pre-
ensayo 5 mm/s, velocidad de ensayo 1mm/s, velocidad pos-ensayo 5mm/s, distancia 10mm vy
tiempo entre compresion 5seg. El texturometro se calibré con un peso de 5kg. Se aplicé la
secuencia de analisis de perfil de textura (compresion en dos ciclos), se evaluaron los pardmetros
instrumentales para la textura (dureza, elasticidad y adhesividad). Esta prueba se realizd por

triplicado.

3.5.6. Viscosidad

La viscosidad del dulce de leche de las muestras, se midié utilizando un reémetro
(Reological StressTech HR Stress — Controlled Rheometer) con accesorio de placas paralelas de
25mm. Se coloco las muestras en el equipo a temperatura constante de 25 °C y 15 °C y a una

velocidad de corte de 10/s, dicha medida tardd 5 minutos en estabilizarse.

3.6. Analisis microbioldgico

3.6.1. Enumeracion de bacterias acido lacticas en medio MRS

Se contd la cantidad de bacterias probidticas, usando el medio de cultivo MRS (Man,

Rogosa y Sharpe), con muestreos cada 20 dias, en diluciones seriadas de 10° -10° al inicio del
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proceso de almacenamiento y muestreos cada 10 dias en diluciones de 10™ - 10° cuando
Lactobacillus casei se encontro en fase estacionaria. Se transfirio 1 ml de cada dilucion en placas
Petri estériles y se afiadieron 20 ml de medio MRS, usando el método de vertido en placa, y se
incub6 (Fisher Scientific, Isotemp, Standard Lab Incubators) anaerdbicamente a 35 °C + 2

durante 48 horas por duplicado (Pereira et al., 2011; Sato et al., 2012).

3.6.2. Enumeracion de mohos y levaduras en medio PDA

Los mohos y levaduras se enumeraron usando PDA (Potato Dextrose Agar) pH 3.5+ 0.1
segun la instruccion del manufacturero. Los muestreos se realizaron cada 20 dias con diluciones
seriadas de 10" - 10, Alicuotas de 1 ml se colocé en placas Petri estériles y se afiadieron 20 ml
de medio PDA, las placas en duplicado se incubaron (Isotemp Incubadora, Fisher Scientific) a 25

°C + 2 durante 5 dias.

3.6.3. Enumeracion de mesoéfilos en medio PCA

En el dulce de leche los microorganismos aerébicos mesofilos, se enumeraron usando
PCA (Plate Count Agar). Se muestreo cada 20 dias con diluciones seriadas de 10 - 10™.
Alicuotas de 1 ml se colocaron en placas petri estériles y se afiadieron 20 ml de medio PCA, las
placas en duplicado se incubaron (Isotemp Incubadora, Fisher Scientific) a 35 °C £ 2 durante 48

horas.
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3.6.4. Enumeracion de coliformes totales en medio VRBA

La presencia de coliformes en dulce de leche, se enumeraron usando VRBA (Violet Red
Bile Agar). Se muestreo al inicio (dia cero) y al final (dfa 80) con diluciones desde 10™ - 10,
Alicuotas de 1 ml se colocaron en placas petri estériles y se afiadieron 20 ml de medio PCA, las
placas en duplicado se incubaron (Isotemp Incubadora, Fisher Scientific) a 35°C + 2 durante 48

horas.

3.7. Analisis sensorial

3.7.1. Preparacion de las muestras

Se prepararon 48 muestras de cada formulacién de dulce (0% Leche/100%Suero, 25%
leche/75% Suero, 50% Leche/50% Suero y 100% Leche/0%Suero), las cuales se empacaron en
vasos de plasticos de 1 onza, en porciones iguales y se almaceno antes de la prueva a 25 °C por 3
semanas (21 dias), se marcd las muestras con codificacion de tres digitos aleatoriamente.
Ademas se establecieron combinaciones completas y balanceadas de las muestras para dar igual

oportunidad de ser observadas.

3.7.2. Procedimiento de la prueba

Se realizo una prueba de ordenamiento simple, en tres sesiones diferente, en las dos

primeras secciones participaron 48 panelistas cada una y 45 panelistas en la Gltima seccién. Los
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panelistas no fueron entrenados y participaron hombres y mujeres. Antes de la evaluacion de la
muestra, los panelistas recibieron instrucciones sobre el procedimiento de evaluacién, tanto en
formato escrito (Apéndice 9.5) y verbal. En la ejecucion de la prueba, los panelistas
permanecieron sentados en las cabinas de particiones y se les presentd las cuatro muestras de
forma simultanea. Los panelistas degustaron las muestras a un ritmo auto-determinado, sin limite
de tiempo, aunque las sesiones duraron de 5 — 10 minutos. Las evaluaciones se llevaron a cabo

entre las 9 am a 12:00 m (Mielgaard et al., 2006).

3.8. Analisis de datos

Los datos se analizaron utilizando un disefio de bloques completos al azar, ya que las
caracteristicas fisicoquimicas de la leche y el suero cambian con el transcurso del tiempo, y se

trata de agrupar unidades experimentales homogéneas formando bloques.

En el andlisis sensorial se utilizd la prueba de Friedman, para determinar si hay o no
diferencia y para determinar cuél de los tratamientos es diferente, se utilizé la prueba de Tukey.

Para las variables restantes se utilizo valores de media y sus desviaciones estandar (S) para
determinar la exactitud de las medidas. Se analiz6 como un modelo lineal mixto para determinar
la diferencia entre tratamientos segin corresponda el caso con un 95% de confianza (o = 0.05) y
se realizd una comparacion de medias utilizando el LSD Fisher. Se utilizo el programa de

InfoStat (InfoStat Software Estadistico, 2008) para el analisis de los datos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Hidrolisis de lactosa

En este estudio se preparo leche deslactosada, para determinar la cantidad de enzima
requerida para la hidrélisis de la leche en un 40% se utilizo un crioscopio. La leche por poseer
numerosas sustancias en solucion, tiene un punto de congelacion inferior al del agua. Su valor
promedio es de -0.525 °C y se considera una constante fisioldgica que varia en limites muy
reducidos (-0.515 a -0.530 °C) (Henno et al., 2008). En la Tabla 5 se observa que la leche

utilizada en esta investigacion se encuentra cercana en este rango con -0.529°C.

Tiempo (min)

_510 T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700

-560

-610

-660

-710

Punto crioscopico (°C)

-760 -

-810

-860 -

== crioscopia de leche crioscopia suero

Gréfica 1. Hidrolisis de lactosa utilizando la enzima lactasa, para suero y leche
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Aldana, (2009) y Klein et al. (2010), utilizaron el punto crioscépico como punto de
referencia para determinar el grado de hidrolisis de la lactosa, pues el descenso crioscépico
normal observado en la leche (Gréfica 1), se debe principalmente a la lactosa y sales minerales
que se encuentran en solucion. La grasa y las proteinas no influyen significativamente sobre
estas propiedades (Henno et al., 2008; Pinkerton y Peters, 1958). Ademaés, la conductividad
especifica de la leche varia inversamente proporcional con el contenido de la lactosa (Pinkerton y

Peters, 1958).

La hidrolisis de lactosa en glucosa y galactosa promueve la formacion de un mayor nimero
de moléculas de soluto originadas y a su vez baja el punto de congelacion. La curva de la gréafica
1, permite establecer un 0% de hidrélisis en el punto crioscdpico inicial (-0.528 °C y -0.642 °C
para leche y suero, respectivamente) y un 100% de hidrolisis en el punto final (cuando la medida
se torna constante se considera una hidrdlisis total de lactosa). De la gréafica 2, se logro establecer
el punto crioscopico y el tiempo aproximado para obtener una hidrélisis de la lactosa del 40%
recomendada para controlar el problema de formacion de arenosidad por cristalizacién de la
lactosa (Sabioni et al., 1984; Aldana, 2009). Con la adicion de 0.3 g/L de la enzima lactasa e
incubacién a 38 - 40°C durante 3 horas, se obtuvo aproximadamente una hidrdlisis de 40%,
caracterizado por el punto crioscopico de -0.721 °C y -0.592°C a un tiempo de 133 — 178

minutos y 288 — 318 minutos para suero acido y leche respectivamente (Tabla 5).
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Gréfica 2. Porcentaje de hidrdlisis de lactosa

Para usar el método crioscopio, hay que tener cierto control al momento de realizar la
prueba ya que la acidificacion debido a la fermentacion de la lactosa, aumenta el descenso del
punto de congelacion. Por esta razon el método crioscopico solo puede ser aplicado a la leche

fresca, con una acidez no mayor de 0.18% o0 no mas de 5 x10° bacterias/mL (Henno et al., 2008;

Shipe, 1959).

Tabla. 5. Porcentaje de hidrolisis de la lactosa.

% Temperatura °C Tiempo min
hidrolisis Suero leche Suero leche
0 -0.642 -0.528.5 0 0
40 -0.721" -0.592°  133-178 288-318
100 -0.841 -0.687 647 695

*datos calculados con base en la ecuacion de la gréafica 2
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4.1.1. Proporcidn de las mezclas de los tratamientos de dulce de leche

En la Tabla 6 se observa la proporcion de suero neutralizado y deslactosado, y leche
deslactosada para cada tratamiento y la cantidad de goma, la cual se adiciond proporcionalmente
al cantidad de suero en el producto, teniendo como base a utilizar 0.8% para el tratamiento que

posee 100% suero.

Para determinar el tipo de goma y las concentracion mas adecuada, se evaluaron 4 tipos
de gomas (Agar Agar 100 FCC/NF Powder, Agar Agar 100-44 HG, Agar Agar 150 FCC/NF
Powder, 710 H-96 Powder), y a diferentes concentraciones (0.1, 0.5 y 0.8%), el Agar Agar 100-
44 HG presentd buenas caracteristicas para el dulce de leche a una proporcion de 0.8% para

dulce del leche con 100% suero &cido.

El suero acido por su bajo contenido de sélidos 5.7 — 6% (Wit, 2001), para elaborar el
dulce de leche fue necesario utilizar goma, para conseguir las caracteristicas deseadas de textura,
ya que las gomas son un ingrediente alimentario ampliamente utilizado, principalmente por sus

propiedades espesantes y estabilizantes ( Zimmermann, 2007).

Tabla. 6. Analisis de las cuatro formulaciones del dulce de leche parcialmente sustituido por
suero.

Tratamiento Cantidad de Cantidad de AzUlcar
suero acido % leche % (sacarosa) %
1 100 0
2 75 25
3 50 50 18
4 0 100
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4.2. Analisis proximal de dulce de leche de los cuatro tratamientos.

4.2.1. Humedad

La Tabla 1 muestra los requisitos fisicoquimicos del dulce de leche donde se observa que
la humedad maxima es de 30%. Los resultados obtenidos en esta investigacion (Tabla 7), se
encuentran dentro de los rangos establecidos de humedad, los cuales deben ser menores de 30%.
Aunque hubo tratamientos con humedad muy bajos como 100% y 75% suero con 17 = 1
comparado con los tratamientos 0% y 50% que contienen 24.1 y 20.4 de humedad,
respectivamente. Se observd que la relacion del contenido de suero con la humedad es
inversamente proporcional, a mayor contenido de suero menor es la humedad. Pieretti et al.
(2012) en la elaboracion de dulce de leche con diferentes concentraciones de azicar morena
observo que la humedad disminuye a contenidos mayores de azucar. Efecto contrario se obtuvo en
la elaboracién de dulce de leche parcialmente sustituido por suero con sabor a café, donde a mayor
sustitucion de suero, el contenido de humedad aumenta, mientras que con la adicion de café la humedad
se reduce ( Ferreira et al., 2012). Madrona et al. (2009) y Dias et al. (2008) obtuvieron un
comportamiento similar en dulce de leche sustituido parcialmente por suero lacteo; a mayor contenido de
suero lacteo, la humedad se incrementa.

En estudios de dulce de leche elaborado con goma Xantan y proteina concentrada de
suero, observaron que la adicion de goma ayuda a retener humedad en el producto (Zimmermann
et al., 2007; Armisen y Galatas, 2009). Esto explicaria el bajo contenido de humedad en la

presente investigacion de los productos que tienen mayor cantidad de goma, ya que el contenido
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de goma esté en base al contenido se suero, por lo que, a mayor proporcion de suero, mayor fue
la adicién de goma.

En muestras de dulce de leche comerciales, el rango del contenido de humedad de los
valores oscila desde 19.0 hasta 37.2% (Demiate et al., 2001; Evangelista et al., 2010). Por tanto,
los valores obtenido en este estudio fueron de 16.8 a 24.1, estan dentro de este rango (Tabla 7).

Los carbohidratos, son los componentes principales de los sélidos totales en el dulce de
leche y presentan una correlacion inversamente proporcional al contenido de humedad
(Zimmermann et al., 2007; Andrade et al., 2009). Zimmermann et al. (2007) evalGo la
composicion quimica del dulce de leche con goma xantan como sustituto parcial de la sacarosa y
almidon. Encontré que las muestras con mayor contenido de sacarosa presentan menor contenido

de humedad.

Tabla. 7. Estadistica del andlisis proximal a los cuatro tratamientos de dulce de leche elaborado
con suero en base humeda.

TRATAMIENTO Humedad Ceniza Grasa Proteina Carbohidratos
100 16.8°+0.7 2.32+0.1 7.88+0.2 1.09+0.2 7212408
75 17.1°+0.6 2.4%+0.1 6.82+0.2 2.8°+0.2 7092+ 0.8
50 204°+06 2.0°+0.1 6.12+0.2 5.22+0.2 66.22+ 0.8
0 241°+06 1.8°+0.1 6.92+0.3 7.4°+0.3 59.7°+ 0.9

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.2.2. Proteina

Los valores de proteina obtenidos se comportan inversamente proporcional al contenido
de suero, se observa que hay diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05). El
tratamiento con menor contenido de proteina es el de 100% suero con 1 + 0.2% Yy el tratamiento

con mayor contenido de proteina es de 0% suero con 6.7 £ 0.2% (Tabla 7). Comportamiento
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similar tuvieron Ferreira et al., ( 2012) y Madrona et al. (2009) donde las muestras de dulce de
leche con mayor contenido de suero obtuvieron menor contenido de proteina. Esto debido a que
la leche contiene 3 — 3.3% de proteina de los cuales aproximadamente 0.6 — 0.7% hacen parte de
la proteina del suero (Wit, 2001), es por eso que, productos a base de leche al concentrarse,
presentan mayor contenido de proteina, caso contrario en productos a base de suero donde el

contenido de proteina menor.

EL dulces de leche elaborados con tecnologia tradicional, es decir, usando leche bovina,
sacarosa Yy bicarbonato de sodio, presentan un contenido promedio de proteinas de 6.0 %.

(Perrone, 2006).

4.2.3. Grasa

El contenido de grasa no presenta diferencias significativas (p>0.05) para los tratamientos
con menor contenido de suero (75, 50 y 0%) (Tabla 7). Resultados similares observo Madrona et
al., (2009) al no encontrar diferencias significativas en el contenido de grasa cuando se sustituye
el contenido de suero en el dulce de leche, resultado de la estandarizacion de la grasa en la

mezcla previo a la manufactura del dulce de leche.

Aungue la mezcla de suero + leche, inicialmente se estandarizé a 3.6% para todos los

tratamientos, el tratamiento 100% suero contiene mayor grasa y presenta diferencia significativa

(p<0.05).
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4.2.4. Ceniza

El contenido de ceniza para el dulce de leche con suero 100% y 75% es de 2.3 £ 0.1% y
2.4 = 0.1% respectivamente, (Tabla 7). Dichos valores estan sobre los limites requeridos segun
las normas para el dulce de leche tradicional (Tabla 1), el cual no debe ser mayor del 2%
(Cédigo Alimentario Argentino, 2010; NTC, 2008; ANVS Brasil, 1978). Ferreira et al. (2012),
Madrona et al. (2009) y Demiate et al. (2001), obtuvieron el mismo comportamiento en dulce de
leche sustituido parcialmente con suero lacteo y Ferreira et al. (2012) atribuye esto a la adicion
de bicarbonato de sodio.

Los tratamientos con mayor contenido de leche (50 y 0% suero) estan dentro del rango

establecido por las normas (Tablal).

Teniendo en cuenta las especificaciones del suplidor de la goma utilizada en este estudio
en la elaboracion del dulce de leche (Agar Agar 100-44 HG), ésta, aporta ceniza en un total de
626mg/100g (Na= 487mg, K= 30mg, Ca = 109mg). La cantidad de goma que se adicion0 a cada
tratamiento se hizo teniendo en cuenta la proporcion de suero. Es por eso que tratamientos con
mayor contenido de suero, tal como lo es el caso de 100% y 75%, presentan valores con mayor
contenido de ceniza (Tabla 7); los cuales estan por encima de lo estipulado por las normas
(Tablal).

El contenido de ceniza no se ve influenciado por la sustitucion de carbohidratos (Queiroz
et al., 2009),. Sin embargo, Pieretti et al. (2012), recomienda que es importante utilizar un azlcar

de buena calidad, para proporcionar bajo contenido en cenizas debido a que altos niveles de
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ceniza significa alto contenido en potasio; lo que da un sabor desagradable al azlcar y a sus

productos.

4.2.5. Carbohidratos

Aunque la cantidad de sacarosa afadida a las distintas formulaciones de dulce de leche
fue igual, el contenido total de azlcar entre los tratamientos varia 0 muestran una diferencia
significativa (p<0.05), que oscilan entre 59.9 a 72.1% (Tabla 7). Los carbohidratos dependen en
su mayoria del contenido de humedad del producto por lo que a menor humedad mayor
concentracion de los azucares. Ademas en la Tabla 10, se observa mayor contenido de °Brix para
los tratamientos 100 y 75% suero que a su vez tienen la mayor cantidad de carbohidratos, aunque
la presencia de carbohidratos también depende de la composicion del producto. Ferreira et al.
(2012) tuvo valores similares de carbohidratos en dulce de leche elaborado a base de suero lacteo
y café.

Los carbohidratos son el componente principal en el dulce de leche. El contenido de
lactosa, glucosa y sacarosa en 42 muestras de dulce de leche tradicional se encuentra desde 4.7 a
12.7%, 0.4 a 3.9% y 32.7 a 56.6%, respectivamente (Demiate et al., 2001) y el contenido de
carbohidratos incide directamente en el contendido de humedad (Zimmermann et al., 2007,
Andrade et al., 2009). Pieretti et al. (2012), en la elaboracion de dulce de leche con diferentes
concentraciones de azucar morena, observo que la humedad disminuye a contenidos mayores de

azucar.
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4.3. Perfil fisicoquimico de los cuatro tratamientos del dulce de leche

4.3.1. Andlisis de color

Hay tres caracteristicas de la luz con la que se puede especificar un color (Figura 4): Hue
(°H) (tono o angulo de matiz), saturacion o croma (Cy) y luminosidad (L). Matiz (°H) es un
atributo asociado con la longitud de onda dominante en una mezcla de ondas de luz, es decir, que
representa el color dominante como es percibido por un observador. Sus valores son de 0 a 360°.
Saturacion (Cyp) se refiere a pureza o intensidad de un color particular y puede también ser
definido por la cantidad de gris que contiene un tono, sus valores son de 0 a 100. L indica la
luminosidad, que encarna la idea de la intensidad cromatica y toma valores de 0 a 100 (Mcguire,

1992; Jha, 2010).

120 180 240 300 360

Brillo

Figura 4. Caracteristicas del color Matiz (°H), Saturacion (C) y L (luminosidad).
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Con respecto al color (Tabla 8) se observo diferencia significativa (p < 0.05), con relacion
a la luminosidad (L). Los tratamientos 100% y 75% presentan valores de L bajos que resultan a
un tono de color mas oscuro. Esto se debe a que estas mezclas tienen mayor contenido de suero
lacteo, lo que se traduce a un menor contenido de so6lidos y a su vez mayor cantidad de lactosa.

El menor contenido de sélidos hace que primeramente se prolongue el tiempo de coccion
y se potencialice la reaccion de Maillard; la cual es responsable de los atributos caracteristicos
como color marrén tipico, textura cremosa y aroma agradable similar al caramelo (Perrone,
2006). Ademas, contiene mayor presencia de azlcares reductoras como glucosa y galactosa
resultado de la hidrolisis, juntas tienen mayor poder reductor de la lactosa y causan un

pardeamiento no enzimatico acelerado durante la fabricacion de dulce (Sabioni et al., 1984).

En términos generales las diferencias en color en el producto final pueden ser producto de
varios factores, incluyendo: la acidez inicial de la leche, la cantidad y el momento de la adicion
de bicarbonato de sodio, la presencia de azlcares reductoras de la lactosa, el tiempo dedicado a
la evaporacién y el contenido de a,, (Ferreira et al., 2012a; Giménez et al., 2008%, Morgan et al.,
2005).

En un trabajo realizado por Ferreira et al. (2012a) a cuatro tipos de dulce de leche
comerciales, L tomd valores de 53.16 a 59.60, obteniendo un dulce de leche con mayor
luminosidad (L) en comparacion al obtenido en este experimento donde L oscilo entre 26.77 +
0.5a34.26 + 0.61. En otro estudio realizado por (Ferreira et al., 2012b) evalud las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales del dulce de leche elaborado con suero de leche y extracto
hidrosoluble de soya, los valores de L estuvieron en un rango entre 22.61 a 25.79, siendo asi un

producto mas oscuro coincidiendo con los valores obtenidos en esta investigacion.
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Con respecto Matiz (°H) se observé que sus valores estuvieron entre 49° a 60° (Tabla 8)
con una diferencia significativa (p <0.05) entre tratamiento que, segln la Figura 4, estaria en la
tonalidad de amarillo. Ademas teniendo en cuenta los valores de Saturacion (Cap) que estuvieron
entre 12.65 a 16.75 (Tabla 8), se puede aludir la coloracion caramelo poco saturada ya que a

valores cercanos a cero menos saturado seré el color del producto (Figura 5).

Tabla. 8. Analisis del color de los cuatro tratamientos del dulce de leche a base de suero.

TRATAMIENTO L Matiz (°H) Saturacion o
Croma (Cab)

100 26.98°+ 0.50 60.23%+0.11 12.65° + 0.32

75 26.77°+0.50 49.94°+0.11 15.974+0.32

50 33.928+0.50 50.03%+0.11 16.75% + 0.32

0 34.26% + 0.61 51.25°+0.14 16.32% + 0.39

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

75% Suero 100% Suero 50% Suero

Figura 5. Color de los cuatro tratamientos de dulce de leche.

Tabla. 9. Interaccién tratamiento tiempo del andlisis estadistico de L, Matiz (°H) y Saturacion
(Cab)

F-value p-value

Saturacion 0.69 0.7627
Matiz (°H) 0.40 0.9623
L 2.45 0.0058
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En la Tabla 9, se muestran los resultados obtenidos del andlisis estadistico y se puede
observar que la interaccidn tratamiento — tiempo para saturacion Cy,) y matiz (°H) no presenta
diferencia significativa, por lo que se concluye, que no hay cambios significativos en el tiempo
con respecto al tono y saturacion del color del dulce de leche independientemente del
tratamiento. Sin embargo se observa que L tiene estadisticamente una diferencia significativa (p

<0.05) (Tabla 9).
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Gréfica 3. Comportamiento de L en el almacenamiento a 25 °C, para los cuatro tratamientos de dulce de leche con
suero 4cido. Letras diferentes para un mismo tratamiento en cada dia, presentan diferencia significativa (p<0.05).

La luminosidad (L), con respecto al tiempo de almacenamiento, se observa que todos los
tratamientos tienden a aumentar, este comportamiento se puede observar con mayor intensidad
para el tratamiento con 0% suero (Gréfica 3). Aungue este cambio no es perceptible a simple

vista, existe diferencia estadistica significativa (p>0.05).
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La caramelizacion y reacciones de Maillard durante el almacenamiento, pueden seguir

ocurriendo, lo que explicaria el cambio en la luminosidad (Garitta et al., 2004).

4.3.2. °Brix

En el comportamiento del perfil quimico de los cuatro tratamientos de dulce de leche
elaborado con suero (Tabla 10) se observa que en el contenido de los sélidos solubles totales
existe una diferencia significativa (p<0.05). Esto podria ser resultado del contenido de suero, ya
que los tratamientos con mayor contenido de suero, poseen menor cantidad de solidos,
aproximadamente 6.5g/100ml (Wit, 2001), lo que hace que al momento de retirar el producto de
la coccion, el que tiene mayor contenido de suero se evapore mas rapidamente, porque contiene
mayor agua libre, y hace que se concentren mas y a la vez los °Brix aumentan; por lo que se
observa que el tratamiento 100% y 75% suero tienen un contenido mayor en °Brix en

comparacion con el de 0% suero.

En la interaccién tratamiento — tiempo con respecto a los °Brix (Grafica 4), se observa que

no hay diferencia significativa (p > 0.05), entre los tratamientos.
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Gréfica 4. Comportamiento del los °Brix en el almacenamiento a 25 °C, para los cuatro tratamientos de dulce de
leche con suero acido.

Ademas, se observd, que el conteniendo de °Brix (Tabla 7), en el dulce de leche es
inversamente proporcional al contenido de humedad y directamente proporcional al contenido de
suero. Esto debido a que los productos con mayor contenido de suero deben de concentrarse por
mas tiempo para alcanzar la textura deseada, que a su vez reduce la humedad y aumentan el

°Brix.

Tabla. 10. Perfil quimico de los cuatro tratamientos del dulce de leche

TRATAMIENTO% °Brix Aw pH
100 70.50°+ 0.2 0.72¢+0.01 6.16% + 0.01
75 71178+ 0.2 0.71¢+0.01 6.085+ 0.01
50 65.67¢+ 0.2 0.77°+0.01 6.122+ 0.01
0 65.00°+ 0.2 0.79%+0.01 6.09%+ 0.01

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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4.3.3. pH

Estadisticamente no presenta diferencia significativa (p>0.05). Para todos los
tratamientos se utiliz6 la misma materia prima, y para cada bloque o repeticion se trato de
trabajar con los mismos estandares, por lo que se espera que el pH de los cuatro tratamientos no
hayan presentado diferencias significativas (Tabla 10), los valores oscilan entre 6.08 + 0.01 y
6.16 + 0.01. Estos valores coinciden con los obtenidos en una investigacion, que buscaron
observar el efecto del pH y la temperatura sobre el comportamiento reolégico de dulce de leche
tradicional, dicho valor de pH estuvo alrededor de 6.1 (Rovedo, Viollaz, & Suarez, 1991). En
otro estudio de analisis fisico quimico y sensorial del dulce del leche sin sacarosa los valores de
pH encontrados oscilan entre 6.22 a 6.39 (Milagres et al., 2010). La Gréfica 5 muestra la
interaccion del tratamiento con respecto al tiempo, lo cual no presentd diferencia significativa

(P>0.05), aungue su tendencia es a disminuir.
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Gréfica 5. Comportamiento del pH en almacenamiento, para los cuatro tratamientos de dulce de leche con suero

acido almacenados a 25 °C.

56



4.3.4. a,

La actividad de agua se define como la humedad relativa en equilibrio de un producto
dividido entre 100 (Kilcast and Subramaniam, 2000), la medida va de 0 a 1. La mayoria de los
organismos que causan deterioro tiene dificultad para desarrollarse a bajo a,, como las levaduras
y hongos que requieren un a,, 0.85 y 0.70, respectivamente (Correia-Oliveira et al., 2008). En
general, se puede considerar que un alimento estable es cuando la actividad de agua es inferior a
0.60. En la Tabla 10 se observa que hay una diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos y
que el tratamiento con mayor a,, (0.79 + 0.01) es el de 0% suero que a su vez tuvo menor °Brix
(65.0 £0.2).

Un comportamiento similar observd Milagres et al. (2010) donde la actividad de agua
esta relacionada directamente con el contenido de °Brix. La actividad de agua depende también
de la temperatura dado que ésta influye sobre la presion de vapor de agua de las soluciones, pero
el efecto es pequefio en la mayoria de los solutos salvo si la solucion es saturada. En tales casos,
la cantidad de algunas sustancias de la solucién y, por tanto, el a,, pueden variar marcadamente
con la temperatura ( Correia-Oliveira et al., 2008).

La actividad de agua del dulce de leche elaborado con suero y parcialmente sustituido con
leche, estuvo en el rango de 0.71 = 0.01 a 0.79 + 0.01. Estos valores coinciden con los valores
obtenidos en un trabajo realizado por Morgan et al. (2005) y Rodriguez et al. (2012) donde

mencionan que la actividad de agua del dulce de leche esta por debajo de 0.85.
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Gréfica 6. Comportamiento de la actividad de agua a,, en el almacenamiento, para los cuatro tratamientos de dulce
de leche con suero &cido almacenados a 25 °C.

Analizando el comportamiento de la actividad de agua con respecto al tiempo de
almacenamiento (Gréafica 6) se observé que con el paso del tiempo la actividad de agua (aw),
aumenta para los cuatro tratamientos. Sin embargo no hay una diferencia significativa (p>0.05).
Ademas los tratamientos con mayor contenido de suero 100% y 75% presentan mayor aumento
del a,, con el paso del tiempo. Lo que hace que este producto sea mas vulnerable al ataque de
microorganismos y deterioro de sus caracteristicas fisicas y sensoriales. En un estudio se evalud
los atributos de calidad del dulce de leche tradicional existente en el mercado y se obtuvo que la
actividad de agua se encuentra entre 0.85 y 0.91 (Ferreira et al., 2012a). Por otra parte, en otra
investigacion se elabor6 dulce de leche parcialmente sustituido por suero lacteo y se obtuvo una
actividad de agua entre 0.79 (50% leche y 50% suero) y 0.82 ( productos con mayor contenido
de leche) (Ferreira et al., 2012b). Este presenta un comportamiento similar de los tratamientos

realizados en esta investigacion donde a mayor concentracién de suero el a, es mas bajo
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comparado a los tratamientos con mayor contenido leche. La alta concentracion de solutos
(carbohidratos) en el dulce de leche normalmente se obtiene un producto con una ayix por debajo

de 0.85% (Ferreira et al., 2012b).

4.3.5 Analisis de textura

4.3.5.1. Dureza

Las propiedades reologicas determinan la textura del producto, lo que afecta la
percepciodn sensorial y, en Gltima instancia, la aceptacion del producto por el consumidor (Garitta

et al., 2004; Zimmermann, 2007).

En la Tablall, se muestra el comportamiento de dureza del dulce de leche segun el
tratamiento y se observo que la diferencia es significativa entre tratamientos (p<0.05). La dureza
aumenta segun aumenta la cantidad de leche y proteina. Este comportamiento es inversamente
proporcional al contenido de suero lacteo. Los tratamientos 100% y 75% son mas parecidos entre
si en cuanto a la dureza con valores de 10.45, 10.80 Kg —mm/s® respectivamente y el
tratamiento 50% obtuvo valores de 17.96, donde se observo que a mayor concentracion de leche

mayor dureza.

El dulce de leche con 0% suero (100% leche) posee valores de 56.89 Kg -mm/s?, la cual
es aproximadamente cinco veces mayor que las muestras con suero. Esto se podria atribuir a que

la leche contiene mayor cantidad de solidos como las proteinas, ya que el contenido de solidos
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estan alrededor de 13% para la leche y 7% el suero (Wit, 2001). Los solidos de la leche le
ayudan a dar méas cuerpo al producto y alcanzar la consistencia deseada en menos tiempo de
coccion. En el caso de las muestras elaboradas con suero la contextura se la da la goma en su

mayoria y los pocos sélidos que este posee.

Ferreira et al., (2012) en el estudio de dulce de leche parcialmente sustituido por suero,
se realiza un analisis de perfil de textura (TPA) y con respecto a la dureza que esta entre 138 .4y
207 Kg —-mm/s?, la cual esta muy por encima de los valores encontrados en este estudio.

La dureza del dulce de leche comercial (100% leche) posee valores de 66.70 — 206.46 Kg
—mm/s?, (Ferreiraet al., 2012a; Ferreiraet al., 2012b). Estos valores coinciden con los

encontrados en esta investigacion para el tratamiento 0% suero.

En el andlisis estadistico para la prueba instrumental, tomando como factor el tiempo de
almacenamiento (0, 8, 15, 22 y 29 dias), mostro diferencias significativas (p<0.05) (Grafica 8).
En la dureza con respecto al periodo de almacenamiento. Se puede observar que, la dureza se
aumenta progresivamente para todos los tratamientos.

Los tratamientos 100% y 75% son los que representan mayores cambios con el tiempo de
almacenamiento. Al final de su procesamiento, el dulce de leche constituye una solucion
sobresaturada de lactosa porque solo se hidroliza aproximadamente un 40%. La presencia de este
azucar va a influir fuertemente en la textura del producto final, ya que la cristalizacion en
solucion por su baja solubilidad es un fendmeno inevitable. Cualquier solucion, al ser
concentrada, tiende a tornarse sobresaturada o puede dar como resultado la precipitacion

(cristalizacion) del soluto durante el enfriamiento. Si el dulce de leche es almacenado por un
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tiempo prolongado, los pequerfios cristales de lactosa, imperceptibles en el envasado, aumentan
de tamafio o se agrupan en nulcleos formando cristales perceptibles al paladar que le dan al
producto aspecto y textura arenosa desagradable (Perrone, 2006). Un comportamiento similar

observo Andrade et al. (2009).

En la Tabla 7, se observa que las muestras 100, 75 y 50% suero son los que presentaron
un menor contenido de humedad, que a su vez estdn mas concentrados. Demiate y Konkel
(2001), manifiestan que la baja humedad en el dulce de leche mejora la conservacion del
producto de ataques microbioldgicos pero facilita la aparicion de contextura arenosa. Y como la

arenosidad avanza con el tiempo, la dureza también aumenta con el almacenamiento.
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Gréfica 7. Comportamiento de la prueba de dos ciclos o del perfil de textura (TPA) para los cuatro tratamientos de
dulce de leche parcialmente sustituido con suero lacteo.
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Gréfica 8. Comportamiento de la dureza de los cuatro tratamientos del dulce de leche parcialmente sustituido con
suero almacenado a 25 °C. Letras diferentes para un mismo tratamiento en cada dias, presentan diferencia
significativa (p<0.05).

4.3.5.2. Adhesividad

La prueba de dos ciclos o perfil de textura (TPA) trata de simular el comportamiento de
masticar el alimento dos veces. Cada ciclo de la prueba semeja un ciclo de cerrar y abrir de la

quijada (Mielgaard et al., 2006).

La adhesividad se refiere a la fuerza necesaria para separar los dientes luego de masticar

la muestra. Tipicamente se evalua en la primera mordida. También se considera adhesividad de

la masa si la muestra se adhiere al paladar o los dientes (Mielgaard et al., 2006).
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Adhesividad se mide como el area del pico negativo por debajo de la linea de base
(Gréfica 7) y representa el trabajo necesario para retirar el émbolo de la muestra (Friedman et al.,
1962).

En la Gréfica 7, se aprecia el comportamiento de la prueba de dos ciclos y se observo que
la adhesividad para el producto 0% suero es significativamente diferente (p<0.05) con respecto a
los demas tratamientos (Tabla 11), siendo el tratamiento 0% con mayor adhesividad alcanzando
valores de -246.92 + 6.27 Kg —mm/s?, en comparacién con los de mayor contenido de suero. Esta
caracteristica varia segin el contenido de suero; a mayor presencia de suero disminuye la
adhesividad.

La adhesividad de dulce de leche disponible en el mercado oscila entre -121.99 — 199.21
Kg —mm/s® (Ferreira et al., 2012a; Ferreira et al., 2012b). Los valores del tratamiento 0% suero
esta cercano a estos valores de la literatura, aunque en los tratamientos restantes (100%, 75% y
50%) la adhesividad es bastante baja. Esto también se podria atribuir a la hidr6lisis de la lactosa.
De acuerdo a lo reportado por Giménez et al. (2008) la hidrélisis causa una disminucién

significativa en la firmeza, adhesividad, y revestimiento en la boca.

El comportamiento de la adhesividad tiene una diferencia significativa (p<0.05), con
respecto al tiempo de almacenamiento, se puede observar en la Grafica 9. La adhesividad del
dulce de leche aumenta con el almacenamiento. Valencia y Millan (2009) encontraron
comportamiento similar, en dulce de leche con carragenina bajo en calorias. Estos resultados lo
relaciona a la sinéresis secundaria y al empleo de la goma que a su vez cambia el

comportamiento viscoelastico, al ser sometida a procesos de agitacion y elevadas temperaturas.
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Gréfica 9. Comportamiento de la adhesividad de los cuatro tratamientos del dulce de leche con suero almacenado a
25 °C. Letras diferentes para un mismo tratamiento en cada dias presentan diferencia significativa (p<0.05).

4.3.5.3. Cohesividad

La cohesividad es la capacidad del producto de deformarse o de mantenerse unido en vez
de romperse al masticar varias veces (Mielgaard et al., 2006). Se mide como una relacion de dos
zonas (All/Al) (Gréfica 7). El area bajo cada pico es la integral de la fuerza sobre la distancia, y
por lo tanto representa el trabajo realizado en cada masticada. Este valor es una funcion directa

del trabajo necesario para superar las ligaduras propias del material (Friedman et al., 1962).

La cohesividad del dulce de leche, se ve influenciada por la cantidad de suero adicionado
a cada tratamiento (Tabla 11); teniendo un comportamiento inversamente proporcional a la
cantidad de suero. El producto méas cohesivo es el que fue elaborado en su totalidad con leche

con 0.84 y el de menos cohesividad es el 100% suero con 0.66. Entre estos dos tratamientos las
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diferencias son estadisticamente significativas (p<0.05). Los valores obtenidos coinciden con los

encontrados por Ferreira et al., (2012) en dulce de leche parcialmente sustituido por suero.

La cohesividad del dulce de leche comercial oscila en 0.58 — 0.59 (Ferreira et al., 20123;
Ferreira et al., 2012b), siendo estos valores inferiores a los encontrados en este estudio, sin
embargo son cercanos a los del tratamiento 100% suero. Giménez et al. (2008) menciona que la
hidrélisis de lactosa resultd en cambios complejos en el dulce de leche, cambiando
significativamente todos los atributos evaluados de la apariencia, textura y sabor. La cohesividad

no presenta diferencia significativa (p>0.05) con respecto del tiempo (Apéndice 8.4).

Tabla. 11. Perfil de textura (TPA) de los cuatro tratamientos de dulce de leche a base de suero
acido

TRATAMIENTO Dureza Adhesividad Cohesividad Viscosidad
(Kg-mm/sec®)  (Kg-mm/sec?) Pa-s - 25°C
100 10.45°+ 0.64 -58+5.34 0.66° + 0.04 14.75°+ 2.20
75 10.80° + 0.64 -23.53°+5.34 0.77% +0.04 13.98°+2.20
50 17.96 + 0.64 -71.64°+5.34 0.794+0.04 53.41%2 + 2.20
0 56.89¢ +0.78 -246.92¢ + 6.27 0.84% +0.04 71218+ 2.69

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.3.5.4. Viscosidad

Las propiedades reologicas son importantes en diferentes aplicaciones en los alimentos,
como control de calidad, almacenamiento, desarrollo de procesos y equipos, caracterizacion de
materias primas y prediccion de texturas de los alimentos (Hough et al, 1991; Magerramov et al.,

2007; Rovedo et al., 1991). En el dulce de leche las propiedades reoldgicas determinan la textura
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del producto, lo que afecta la percepcion sensorial y, en ultima instancia, la aceptacion del

producto por el consumidor (Konkel et al., 2004; Demiate et al, 2001; Garitta et al, 2004).

Con respecto a la viscosidad del dulce de leche, ésta cambia con la concentracion de
suero y son diferentes estadisticamente (p<0.05) entre tratamientos. Las muestras con mayor
contenido de leche son las que tienen mayor viscosidad el tratamiento 0% suero tiene valores de
71.21 y 100% suero con 14.75. Esto se debe a que las muestras con mayor contenido de leche
tendrdn mayor concentracién de sélidos totales Magerramov et al. (2007) observé en jugo que la
viscosidad depende de la temperatura, presion, y concentracion, que a mayor temperatura la
viscosidad disminuye y a mayor concentracion de sélidos la viscosidad aumenta. El dulce de
leche presenta un comportamiento pseudoplastico, caracteristico de un fluido no newtoniano.
(Hough et al., 1988; Pauleti et al., 1990; Andrade et al., 2009). Zimmermann, (2007) y Giménez
et al. (2008) mencionan que la viscosidad disminuye como resultado de la hidrdlisis de lactosa.

La vida util del producto, asi como la textura, consistencia y viscosidad estan
directamente relacionadas con el contenido de agua presente (Correia-Oliveira et al., 2008). En
la Tabla 7 se observa que las muestras de 100 y 75% tiene menor contenido de humedad y a su

vez menor viscosidad.

4.4. Andlisis sensorial

En la actualidad, el consumidor prefiere productos con altos estandares de calidad. Los
productos con buenas caracteristicas sensoriales (apariencia, aroma, sabor, textura y aceptacion

en general) son de gran importancia para ayudar a garantizar el liderazgo del producto en el
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mercado (Watts et al., 1992; Madrona et al., 2009). El analisis sensorial es un campo muy
importante en la industria alimentaria, que contribuye directa o indirectamente a numerosas
actividades tales como el desarrollo de nuevos productos, control de calidad, relaciones entre las
condiciones de proceso, ingredientes y aspectos sensoriales (Dias et al., 2008). Donde los
consumidores son la herramienta méas adecuada para determinar los limites de tolerancia para los

atributos sensoriales y defectos de un producto alimenticio (Giménez et al., 2007).

A través de la evaluacion sensorial fue posible, calificar las muestras de dulce de leche
parcialmente sustituido por suero lacteo acido, y evaluar la calidad y aceptabilidad de este
producto. Para lo cual se realizd un analisis sensorial con 141 personas divididas en tres
secciones diferentes. Los resultados estadisticos del analisis sensorial (Tabla 12) muestran que
hay diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos, adquiriendo mayor puntaje el
tratamiento con 75% suero seguido por el 0% suero, es similar al dulce de leche tradicional. Los
tratamientos que tienen entre si mayor diferencia en aceptabilidad son los tratamientos 100% y

75% suero.

Tabla. 12. Analisis sensorial dulce de leche, cuatro tratamientos.

Tratamiento Suma(filas) Media n
100% 320.00 2.27° 141
50% 352.00 2.50% 141
0% 362.00 2.57% 141
75% 376.00 2.67° 141

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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En este estudio se observa que los panelistas prefirieron el segundo tratamiento con
mayor contenido de suero (75%), sin embargo, en otros trabajos de dulce de leche parcialmente

sustituido con suero lacteo, tienen mas aceptabilidad las muestras con menor contenido de suero.

Dias et al. (2008) menciona al respecto que los tratamientos con mayor contenido de
suero no son aconsejables porque el tiempo de preparacion es mayor, adquieren menores
ingresos y la consistencia es parecida a un jarabe dulce. Sin embargo, la adicion de goma al
producto hace posible elaborar dulce de leche con suero, con caracteristicas similares al

tradicional dulce de leche.

En un estudio similar donde el objetivo fue observar el efecto de la sustitucion de suero
en polvo y liquido sobre las caracteristicas sensoriales del dulce de leche, los panelistas eligieron
como mejor tratamiento al de 25% suero liquido. EI 60% de ellos dijeron que comprarian el
producto. Sin embargo se lleg6 a la conclusion de que la sustitucion con 50% de suero polvo o
liquido mostr6 un sabor menos empalagoso, mejor intencién de compra, y consistencia mas
cerca a la puntuacién ideal. En general, los autores observaron que el uso del suero liquido o en

polvo no afecta la calidad sensorial del dulce de leche (Madrona et al., 2009).

Ferreira et al. (2011), en un estudio sobre la aceptacion del dulce de leche, con diferentes
concentraciones de suero lacteo y almidon de maiz modificado, demostré que a mayor contenido
de suero, independiente del porcentaje de almidén y el tiempo de almacenamiento, la apariencia,
color y consistencia fueron mejores. Ademas aumentd la intencion de compra e impresion

general.
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Dias et al. (2008) realiz6 un analisis sensorial al dulce de leche parcialmente sustituido
con suero lacteo, y obtuvo que las muestras con 20% de suero, obtuvieron mayor preferencia por
parte de los panelistas. Aunque observaron resultados satisfactorios en sabor para la muestra con
40% de suero, recomienda la adicién de glucosa y almidon para mejorar la consistencia de las
muestras con mayor presencia de suero. En general, el uso de suero liquido no influye en las
caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales del dulce de leche (Madron et al. 2009).

Es importante el evaluar el color y textura, ya que estos atributos cambian durante el
almacenamiento y alcanzan niveles que los consumidores podrian considerar inaceptable (Garitta
etal., 2004).

En otra investigacion de elaboracién de dulce de leche con goma de Xantan y
concentrado de proteina de suero di6 como resultado productos con reducido contenido de
sacarosa, en comparacion con el dulce de leche tradicional y se observé que la adicién de goma
Xantan al dulce de leche, confiri6 viscosidad, y un doble efecto de permanencia de sabor en la
boca, lo que contribuy6 a la aceptabilidad del producto (Zimmermann et al., 2007).

Este efecto se observd en esta investigacion por lo que los panelistas dieron mayor

puntuacion a tratamiento con 75% suero.

4.5. Analisis dulce de leche con Lactobacillus casei

Con la realizacion del panel sensorial de los cuatro tratamientos (100%, 75%, 50% y 0%)
de dulce de leche parcialmente sustituido por suero y leche parcialmente deslactosada, se
determind que el tratamiento con mayor preferencia de los panelistas fue el tratamiento 75%

suero (Tabla 12). A esta tratamiento se le adicion0 Lactobacillus casei como probidtico para
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determinar como este influye sobre las caracteristicas fisico-quimicas del dulce y cdmo se
comporta el microorganismo en este tipo de producto. El uso de probidticos en alimentos permite

mejorar las caracteristicas funcionales de los alimentos.

4.5.1. Anélisis proximal de dulce de leche Lactobacillus casei

45.1.1. Humedad

El contenido de humedad del dulce de leche con respecto al tiempo presenta diferencia
significativa (P<0.05) (Tabla 13), entre el dia 0 y dia 80 (terminacién de la vida util del
producto). La humedad disminuye para la muestra con probiético. Sin embargo, Armisen y
Galatas (2009) mencionan que el agar reduce la sinéresis de los geles e impide la pérdida de

humedad durante el manejo, transporte y almacenamiento.

Tabla. 13. Andlisis proximal del dulce de leche 75% suero, 25% leche con Lactobacillus casei.
P = con probidtico, C = sin probidtico.

Tratamiento Humedad%o Ceniza% Grasa%o Proteina%o Carbohidratos%o
P 21.12+0.2 2.1340.2 7.2240.2 2.7440.2 67.0°+0.4
C 20.124+0.2 2.024+0.2 7.2240.2 2.6%+0.2 68.12+0.4

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

El contenido de humedad para probidtico es de 21.1% y para la muestra control de 20.1%
(Tabla 13) aunque es estadisticamente diferente, esta diferencia no es apreciable en el producto.
Segun Demiate et al. (2001) y Evangelista et al. (2010) la humedad del dulce de leche comercial

oscila desde 19.0% y 37.2%, por lo que se observa que estan dentro de este rango. Aldana (2009)
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en la elaboracion de dulce de leche con probidticos, obtiene una humedad aproximada de 25%,
lo cual, teniendo en cuenta la Tabla 13, son valores cercanos a los encontrados en este estudio.

En términos generales, se observa que las muestras con probidtico no presentd cambios
de humedad y que a su vez la humedad disminuye durante el tiempo de almacenamiento (80
dias) (Tabla 14). El contenido de humedad inicial depende del tiempo de coccion y de la
concentracion de solidos en el producto. Con respecto a los probidticos no se ha encontrado
estudios que mencionen que la presencia de éstos en un producto causen disminucién en la
humedad.

Tabla. 14. Anélisis proximal respecto al tiempo de almacenamiento del dulce de leche 75%
suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probi6tico, C = sin probiotico.

Tratamiento Tiempo Humedad%  Ceniza% Grasa% Proteina%  Carbohidratos%o
P 0 22.42+0.3 2.32+0.2 7.22+0.3 2.7%+0.3 65.4°+ 0.5
C 0 20.32+0.3 2.32+0.2 742+0.3 2.82+0.3 67.22+ 0.5
P 80 19.7°+0.3 1.82+0.2 7.22+0.3 2.68+0.3 68.62+0.5
C 80 20.0°+0.3 1.7°+0.2 6.92+0.3 2.48+0.3 68.9°+0.5

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

45.1.2. Ceniza

El contenido de ceniza en base himeda (Tabla 14) no es significativamente diferente
(p>0.05) entre tratamientos. Ademas, el comportamiento con respecto al tiempo de
almacenamiento (80 dias), tampoco es significativo (Tabla 13). Aunque la tendencia de la ceniza
en el producto es a disminuir para los dos tratamientos. Sin embargo se podria decir que la
adicion de probioticos al dulce de leche no altera el contenido de ceniza en el producto final y
cumple con las normas establecidas de dulce de leche (Tabla 1), la cual no debe ser mayor del

2% en base himeda.

71



45.1.3. Grasa

La presencia de grasa en el dulce de leche no se vio alterada por la presencia de
probioticos. La estandarizacion la materia prima antes de la elaboracién, garantizé un producto
homogéneo, y se puede indicar que la presencia de probidticos no altera el contenido de grasa del
producto ya que entre tratamiento y respecto al tiempo (Tablas 12 y 13) no hubo diferencia

significativa (p>0.05).

45.1.4. Proteina

En la Tabla 7, se observo como la sustitucion de leche por suero afecta en el contenido
de proteina en el dulce de leche, donde el contenido de proteina aumenta a medida que aumenta
la concentracion de suero. Ahora se observa el comportamiento de la proteina del producto con
respecto a la adicion de probioticos al dulce de leche (Tabla 14). El contenido de proteina no
presenta diferencia significativa (p>0.05) entre la muestra control y la muestra con probiotico. El
tiempo de almacenamiento tampoco influye en el contenido de proteina del producto (Tabla 13 y
14), aunque los valores muestran una tendencia a disminuir, esto no es significativo. Resultados
similares obtuvo Aldana (2009) en el trabajo de dulce de leche con probidticos. La presencia del
probiético (HOWARU Bifido LYO) y 6.4% de inulina hacen que la proteina presente en el dulce
de leche disminuya. Sin embargo, la presencia de Lactobacillus casei 01 con 6.4% de inulina, no
presenta cambios significativos, aunque la tendencia del contenido de proteina en el producto es

a disminuir.
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45.1.5. Carbohidratos

El contenido de carbohidratos influye directamente en el contendido de humedad
(Zimmermann et al., 2007; Andrade et al., 2009; Pieretti et al. (2012). Se observa en la Tabla 14,
que la muestra con probidtico es la que tiene mayor contenido de humedad y a su vez menor
presencia de carbohidratos, el mismo comportamiento se observa con respecto al tiempo de
almacenamiento, ya que pierden humedad y la presencia de carbohidratos aumenta, sin embargo

no se encuentra diferencia significativa (p>0.05) (Tabla 14 y 13).

Aldana (2009) en la fabricacién de dulce de leche con probidticos y fibra, la presencia de
los probidticos HOWARU Bifido LYO y Lactobacillus casei 01, no afectan el contenido de
carbohidratos. No obstante, la adicion de fibra (inulina), provoca un aumento en el contenido de
carbohidratos.

Teniendo en cuenta, el analisis de carbohidratos en base seca (Apéndice 9.4.3), se
comportan de manera similar al no presentar diferencia significativa (p>0.05) entre tratamientos

y con respecto al tiempo de almacenamiento.

4.5.2. Analisis del perfil de color

4.5.2.1. Luminosidad (L)

El suero y leche utilizados para la elaboracion del dulce pasaron por el proceso de

hidrolisis de lactosa, ya que uno de los defectos mas comunes de dulce de leche, es la presencia
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de arenosidad, causada por la cristalizacion de la lactosa (Hough et al., 1990; Martinez et al.,
1990). La hidrolisis de lactosa aumenta la velocidad de la reaccion de Maillard resultado del
incremento de azUcares reductoras (Perrone, 2006; Sabioni et al., 1984) que a su vez causan un

aumento significativo en la intensidad de color marrén y brillo (Giménez et al., 2008).

Los valores de L (Tabla 15) para el dulce de leche con probioticos y la muestra control
denotan un producto oscuro con valores de 29.65 y 28.5 respectivamente, (figura 4). Valores
similares obtuvo Ferreira et al., (2012b) en dulce de leche elaborado con suero. Ademas, se
observa que estadisticamente no se encuentra diferencia significativa (p>0.05) entre tratamientos,
sin embargo, esta diferencia no se detecta a simple vista, por lo que en la cotidianidad no se

atribuye como diferencia.
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Gréfica 10. Comportamiento del color (luminosidad L) en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche 75%
suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probi6tico, C = sin probidtico.

La interaccion tratamiento — tiempo no presenta diferencias significativas (p>0.05) en el

perfil de color para L (Grafica 10). Aunque la tendencia en el producto es a tornarse mas claro, el
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dia 20 tiene un marcado incremento para las dos muestras. Estos cambios a través del tiempo no
fueron apreciados visualmente por lo que se dice que no afecta. Sin embargo en el analisis de los
pardmetros del color por Rodriguez et al., (2012) con respecto a la luminosidad, se registrdé que
mayor tiempo de exposicion al tratamiento térmico los valores de L disminuyen, lo que significa

menor luminosidad o mayor tendencia al negro en el producto almacenado.

Tabla. 14. Perfil del color de dulce de leche 75 % suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = 75%
suero, y 25% leche con probidtico, C = 75% suero, y 25% leche sin probidtico.

TRATAMIENTO L Matiz (°H) Saturacion o Croma
(Cab)
C 28.50° + 1 49.24% + 0.96 17.312+1.02
P 29.65% + 1 48.02° + 0.96 15.96° + 1.02

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.5.2.2. Matiz (°H) y Saturacion (Ca)

El matiz o tono del dulce de leche se encuentra entre 49.24 y 48.02 para control y
probiotico respectivamente (Tabla 15). Estos valores estan en los grados que corresponde a un
color marrén (figura 4).

El color marrén es caracteristico del dulce de leche, que es el resultado del desarrollo de
los compuestos coloreados denominados melanoidinas que imparten un color marrén oscuro en
las etapas finales de la reaccion de Maillard. Esta reaccion es afectada por varios factores,

principalmente pH y temperatura (Martins, 2003; Rodriguez et al., 2012).

Considerando que en las etapas avanzadas de la reaccion de Maillard se forman las

melanoidinas, pigmentos pardos de elevado peso molecular, la medida de color brinda un indice
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atil para evaluar la intensidad de esta reaccion (Rodriguez et al., 2012). En la Tabla 16 se
observa que el tratamiento control es el que alcanz6 a concentrarse mas y obtuvo mayor °Brix.
Este tratamiento es el que presenta valores de L (28.5 + 1) de un producto méas oscuro y valores
de croma (Cy) (17.31 £ 1.02) de un producto menos saturado, por lo que se diria que se llevd la
reaccion de Maillard con mayor intensidad en este producto.

Matiz (°H), segln el analisis estadistico poseen diferencia significativa (p<0.05), durante
el tiempo de almacenamiento entre tratamiento aunque esta diferencia no se percibio

visualmente.

54 -

07T

50 -

Hue

48 -

dia 0 dia 10 dia 20 dia 40 dia 60 dia 80

Tiempo

Gréfica 11. Comportamiento del color (Matiz (°H)) en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche 75% suero,
25% leche con Lactobacillus casei. P = con probiotico, C = sin probi6tico. Letras diferentes para un mismo
tratamiento en cada dias, presentan diferencia significativa (p<0.05).

Rodriguez et al. (2012), en un estudio de la evolucion del desarrollo del color en sistema

modelo de composicion similar al dulce de leche, observo que la tendencia del color durante el
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calentamiento fue hacia el aumento del componente rojo y del color marrén, y a la disminucion

de la luminosidad.

Durante el almacenamiento, las reacciones de Maillard contintan (Garittaet al., 2004), ya
que estan expuestos a una temperatura y pH los cuales son unos agentes importantes para su
desarrollo (Martins, 2003; Rodriguez et al., 2012). Para esta investigacion la temperatura de
almacenamiento fue de 15 °C y el pH entre 5.83 y 6, aproximadamente, segin el analisis
estadistico no presentan diferencias significativa (p>0.05) para croma (C,,) con respecto al

tiempo (Gréficas 12).

La tendencia por lo general para el matiz (°H) comparando desde el dia cero, es a
disminuir, sin embargo, en el dia 80 la muestra control aumenta. La diferencia para croma (Cgp)
entre tratamiento es significativa aunque no perceptible y la tendencia en la muestra control es a
aumentar y para la muestra con probi6tico tiene a disminuir (Grafica 12). Con respecto al color
se diria que la presencia de Lactobacillus casei no afecta las propiedades del color ya que la
diferencia entre el control y el tratamiento no son marcadas. En la Tabla 8 se observa las
caracteristicas de color de los cuatro tratamientos de dulce de leche sin probidtico y dichos

valores estan alrededor de estos.
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Gréfica 12. Comportamiento del color para la Saturacion o croma (C,,) en el tiempo de almacenamiento, en dulce
de leche 75% suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probidtico, C = sin probidtico.

4.5.3. °Brix

En los tratamientos utilizados como control y con probi6tico, la materia prima (75%
suero) y tiempo de coccion es similar por lo que se esperaria que tuviesen caracteristicas iguales,
sin embargo se observan ciertas diferencias significativa (p < 0.05) (Tabla 16). El tiempo en el
cual se concentran los sélidos y el tiempo de enfriamiento en este producto, es primordial por lo
que Giménez et al. (2008) menciona que el tiempo es como un ingrediente o sustituto que puede
cambiar el efecto sensorial y a la vez ser un defecto. Ademas, como el dulce de leche es un
producto altamente concentrado, cualquier variacion en el contenido de humedad es significante
y en el momento de inocular el dulce, el probidtico esta resuspendido en solucién salina, lo que

provocaria un cambio en el contenido de humedad y por consecuente en el contenido de °Brix.
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Gréfica 13. Comportamiento °Brix en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche 75% suero, 25% leche con
Lactobacillus casei. P = con probi6tico, C = sin probiético.

El comportamiento del °Brix durante el periodo de almacenamiento se pueden apreciar en
la Grafica 13, donde la interaccion tratamiento — tiempo no presenta diferencia significativa
(p>0.05). Comportamiento similar obtuvo Valencia y Millan et al. (2009) al no encontrar
diferencias significativas de los °Brix en el periodo de almacenamiento de dulce de leche bajo en

calorias.

4.5.4. pH

El comportamiento del pH, segun el analisis estadistico no es significativamente
diferentes (p>0.05) (Tabla 16) entre el tratamiento con probidtico y control. Ademas estos
valores son practicamente parecidos a los valores reportados en la tabla 10, donde el tratamiento

75% suero es igual al tratamientos con adicion de Lactobacillus casei. Obando et al. (2010)
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obtuvo comportamiento similar en un estudio para determinar la viabilidad de microorganismos
probioticos (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium BB12) en queso
cottage donde el producto inoculado con probidticos no tuvo cambios en el pH durante su
almacenamiento.

La combinacion de pH, tiempo y temperatura influyen en la velocidad de la reaccion de
Maillard la cual es relevante en el procesamiento de alimentos, teniendo de ese modo un alto
impacto en la calidad de los alimentos (Martins, 2003). Rodriguez et al. (2012) observé que el
pH y tiempo de almacenamiento influyen en los cambios del perfil de color como lo es en
luminosidad y saturacion (Cy,), por lo que el pH es muy importante controlar para no alterar las

caracteristicas fisicas y quimicas.
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Gréfica 14. Comportamiento del pH en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche 75% suero, 25% leche con
Lactobacillus casei. P = con probidtico, C = sin probiético.

El comportamiento del pH durante el almacenamiento no reportd diferencias

significativas (p>0.05) aunque se puede apreciar en la Grafica 14 que hasta el dia 40 hay un
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aumento progresivo de pH en los dos tratamientos (P y C) desciende después de este periodo,
Ilegando a tener el mismo rango de valores de pH que el dia cero y dia 80. Comportamiento
contrario obtuvo Valencia y Millan et al., (2009) con respecto al pH al encontrar diferencias

significativas en el periodo de almacenamiento de dulce de leche bajo en calorias.

Tabla. 15. Perfil quimico del dulce de leche 75% suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P =
con probidtico, C = sin probiotico.

TRATAMIENTO pH Brix Aw
C 5922+0.06 67.97°+1.18 0.75°+ 0.01
= 5.882+0.06 65.842+1.18 0.778+0.01

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

455. ay,

Lactobacillus casei, antes de ser adicionada al dulce de leche, se re suspende en solucion
salina. Esto podria explicar la diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de actividad de
agua entre el tratamiento con probiotico y el control, en la Tabla 16 se observa que la muestra
con probidtico tiene mayor actividad de agua (P = 0.77 y C = 0.75). Ademas se aprecia que el
contendido a,, esta relacionado con el contenido de sélidos solubles totales, ya que a mayor

concentracion de los solutos (mayor el °Brix) menor es la actividad de agua.
La actividad de agua (ay,), también influye en la velocidad de la reaccion de Maillard junto

a otros componentes como lo es pH y temperatura por lo que es un pardmetro muy importante
(Carabasa-Giribet et al., 2000). La importancia del a, resalta principalmente en que su valor
indica cuan susceptible es un producto al ataque de microorganismos, ya que las levaduras y

hongos pueden crecer en productos con actividad de agua entre 0.85 y 0.70, respectivamente (
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Correia-Oliveira et al., 2008), por lo que el mayor riesgo de ataque de microorganismos sera por

levaduras y hongos.
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Gréfica 15. Comportamiento a,, en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche 75% suero, 25% leche con
Lactobacillus casei . P = con probiético, C = sin probiotico.

La interaccion tratamiento y tiempo de almacenamiento (Gréafica 15), con respecto a la ay

no presenta diferencia significativa (p>0.05).

4.5.6. Andlisis del perfil de textura

45.6.1. Dureza.

Las muestras de dulce de leche con probidticos muestran tener mayor dureza que las
muestras sin probiotico. Esta diferencia es significativa (p<0.05) (Tabla 17). La dureza del dulce

de leche se ve afectada desde un principio por la sustitucién de suero por leche con valores de
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12.1 y 9.51 Kg —mm/s® para la muestra con probiético y control, respectivamente, sin embargo,
la dureza del dulce de leche comercial esta entre 66.70 — 206.46 (Ferreira et al., 2012a; Ferreira

et al., 2012b), lo que significa que obtuvo un producto con menor dureza.

Valencia et al. (2008) en la elaboracion de dulce de leche con sustitutos de azlcar
observé que la dureza del dulce de leche tomo valores alrededor de 76,58 Kg-mmi/sec?, los
cuales son similares a los valores de un dulce de leche comercial. Segin, Armisen y Galatas
(2009), el contenido de azucar tiene un efecto considerable sobre el gel de agar-agar, pues su
aumento resulta en un gel con mayor dureza pero con menor cohesion. Cabe resaltar que a las
muestras elaboradas con suero l&cteo en este trabajo se les adicionan goma agar - agar como
agente espesante y gelificante para conseguir textura y aumentar la viscosidad, debido a que el

suero posee baja concentracién de solidos.

Tabla. 16. Perfil de textura del dulce de leche 75 % suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con
probidtico, C = sin probidtico.

TRATAMIENTO Dureza Adhesividad Cohesividad
= 12.18%+2.12  -25.97°+9.69 0.69% + 0.01
C 951°+2.12  -17.20%+9.69 0.70% + 0.01

Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05)

El comportamiento de la dureza con respecto del tiempo de almacenamiento, se puede
observar en la Grafica 16. El andlisis estadistico, no presento diferencia significativa (p>0.05).
Aunque se observa que la dureza en los dos tratamientos tiende aumentar en los dias 10 y 20 y
después disminuyen entre los dias 40 y 60. Al final la muestra con probiético es la que presenta

mayor dureza con respecto al control. La muestra con probidtico es la que presento mayores

83



cambios durante el tiempo de almacenamiento, sin embargo esos cambios no son

estadisticamente significativos (gréfica 16).
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Gréfica 16. Comportamiento del perfil de textura (Dureza) en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche 75%
suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probiético, C = sin probiético.

4.5.6.2. Adhesividad

La adhesividad del dulce de leche depende de la cantidad de proteinas presente en el
producto (Tabla 11). Se estandarizé la grasa, azlcar y el resto de ingredientes, no obstante la
diferencia esta en el contenido de sélidos como lo es la proteina, que hace que la adhesividad
aumente con respecto a la cantidad de leche presente en el producto. Comportamiento similar
observa Ferreira et al. (2012a), al evaluar el dulce de leche comercial con diferentes ingredientes
y composicion. Observd que las muestras que fueron elaboradas con leche fresca y leche en

polvo presentaron mayor adhesividad con valores entre -345.5 Kg-mm/sec® y -418.34 Kg-
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mm/sec? que el resto de las muestras que no contenian leche en polvo independientemente de
contener almidén, presentan menor adhesividad con valores entre -135.19 Kg-mm/sec®y -199.21
Kg-mm/sec’®. Ademas Bellarde (2006), obtuvo un comportamiento similar en dulce de leche
sustituido parcialmente con concentrado proteico de suero, a mayor sustitucion de proteina de
suero aumenta la adhesividad.

La adhesividad del producto con probidticos y control es significativamente diferente
(p<0.05), entre si, aunque contienen la misma cantidad de suero y leche (Tabla 17). Sin embargo
al tratamiento control como no se le adicioné probidticos no se ve expuesto a la solucion salina,
la cual podria ser una causa de la diferencia en adhesividad entre los dos tratamientos. La
interaccion del tiempo con la adhesividad no presenta diferencia significativa (p>0.05), (Gréfica
17). En los dias 40 y 60 hay un aumento de la adhesividad para la muestra con probidticos, este
comportamiento es inverso al de dureza donde ocurre una disminucion de dureza y un aumento

en adhesividad (Gréfica 16).
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Gréfica 17. Comportamiento del perfil de textura (Adhesividad) en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche
75% suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probi6tico, C = sin probidtico
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4.5.6.3. Cohesividad

El dulce de leche tradicional es un producto bastante cohesivo. Se puede observar que la
sustitucion de suero en los tratamientos no influyé en la cohesividad del producto ya que no
presenta diferencia significativa (p>0.05) entre tratamientos (Tabla 17). Los valores obtenidos (P
= 0.69 y C = 0.70) coinciden con los encontrados en otros trabajos. Ferreira et al. (2012) en
estudio de dulce de leche sustituido parcialmente con suero y extracto de soya, los valores de
cohesividad oscilaron entre 0.65 y 0.72. Ademas se puede decir que la adicion de probiotico no
altera esta caracteristica de textura en dulce de leche pues en la Tabla 11, los tratamientos
parcialmente sustituidos con suero poseen valores iguales en cohesividad.

Estadisticamente la interaccién de la cohesividad con respecto al tiempo no presenta

diferencia significativa (p>0.05) (Grafica 18).
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Gréfica 18. Comportamiento del perfil de textura (Cohesividad) en el tiempo de almacenamiento, en dulce de leche
75% suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probidtico, C = sin probiético.
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4.5.6.4. Viscosidad

Existe poca informacion en la literatura sobre el comportamiento reolégico del dulce de
leche comercial. La mayoria de los estudios se han llevado a cabo con leche evaporada con y sin
azucar y el contenido total de sélidos es menor del 30% (Rovedo et al., 1991). Sin embargo,
Hough et al. (1988) ha observado que las propiedades de flujo de dulce de leche son muy
diferentesa la leche evaporada. Dichas diferencias se deben a la concentracion total de sélidos,
que variar desde 54% hasta 70%.

En este estudio se puede observar claramente lo mencionado por Magerramov et al.
(2007) y Rovedo et al. (1991), la viscosidad depende de la temperatura, presion y concentracion,
y que a mayor temperatura disminuye la viscosidad y viceversa. Los valores de viscosidad del
dulce de leche con probidticos fueron tomados a 15 °C y se observé que el dulce de leche
conserva mejor sus caracteristicas fisicas (Tabla 18) ya que a menor temperatura de
almacenamiento, la cantidad de cristales fue mayor, debido a una mayor sobresaturacién. Sin
embargo a temperaturas bajas los cristales son mas pequefios debido a la disminucion de la
movilidad molecular y a temperaturas altas, el nimero de cristales es menor pero con un mayor
tamafno de cristal (Ares and Gimenez, 2008). Los tratamientos de 75% suero al cual se le
adicion6 probiodtico a temperatura de 15 °C la viscosidad fue de 35.42 — 26.62 y a una
temperatura de 25°C fue de 13.98 (Tabla 11) y se observé que a menor temperatura la viscosidad

aumenta y los cristales son méas pequefios.

Ademas se observa que durante el tiempo de almacenamiento la viscosidad incrementa

(Tabla 18), Rovedo et al. (1991), también observo un aumento en la viscosidad aparente con el
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tiempo de almacenamiento, el cual podria ser debido a que se requiere un cierto tiempo para que
las proteinas de dulce de leche puedan llegar a una configuracién de equilibrio.

La viscosidad aparente del dulce de leche se ve afectada por la temperatura y el pH de la
muestra pH bajo (pH=3) reduce y pH alcalino (pH=8.3) incrementa la viscosidad aparente con
respecto a la muestra estandar (pH=6.1). La viscosidad aparente aumenta con el tiempo de
almacenamiento independientemente del pH (Rovedo et al., 1991). En este estudio no se observo
cambios significativos de pH en el tiempo (Grafica 13), por lo que el aumento en viscosidad no
se podria atribuir al cambio de pH. Este cambio se le podria atribuir a la sobresaturacion de la
lactosa, ya que esto provoca la presencia de arenosidad en el producto y a su vez presenta mayor

resistencia a fluir.

En cuanto a la viscosidad también se observd que ésta cambia en dependencia de la
temperatura de almacenamiento. Si se mantiene en condiciones de refrigeracion los cambios no
son perceptibles. La primera fase de los cuatro tratamientos se realiz6 a 25 °C y la percepcion de
la anerosidad fue mas acelerada, la vida til del producto es 30 dias y a 15°C permanecio por 80.
Por lo tanto, la influencia de la temperatura sobre el crecimiento de cristales depende de la
viscosidad y la sobresaturacion en diferentes grados. Las temperaturas de almacenamiento mas
bajas resultaron en tasas de crecimiento de los cristales mas pequefios, 1o que sugiere una
inhibicion de la tasa de crecimiento, probablemente debido a un aumento de la viscosidad y por
consiguiente, menor movilidad molecular. En estudios anteriores, con respecto a las temperaturas
de almacenamiento se encontrd que a 25°C permite un tiempo de almacenamiento del producto

de 109 dias sin afectar las caracteristicas sensoriales evaluadas. A medida que aumenta la
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temperatura el tiempo de vida util del producto se ve reducido (37°C, 53 dias - 45°C, 9 dias)

(Garitta et al., 2004).

Tabla. 17. Viscosidad del dulce de leche 75% suero, 25% leche con Lactobacillus casei. P = con
probidtico, C = sin probiotico.

Viscosidad

Tiempo (dias) Tratamiento Pa-s
(T = 15°)

26.62°

35.42°
51098.48°
66348.88°
Medias con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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4.6. Anédlisis microbiolégico en dulce de leche
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Gréafica 19. Comportamiento de Lactobacillus casei en dulce de leche 75% suero, 25% leche en el tiempo de

almacenamiento a diferentes temperaturas 15°C y 4°C.
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El comportamiento de Lactobacillus casei en dulce de leche almacenado a 15 °C, hasta el
dia 20, es igual al almacenado a 4 °C obteniendo recuentos de 10° a 10° UFC/g. Pasado este
periodo la sobrevivencia de la bacteria almacenado a 15 °C disminuye proporcionalmente con el
tiempo, tanto que desde el dia 20 al dia 40 disminuyen en aproximadamente dos ciclos

logaritmicos, y para el dia 80 de almacenamiento alcanzan recuentos de 10° UFC/g.

En el caso del dulce de leche almacenado a 4 °C Lactobacillus casei mantiene su
viabilidad constante durante los 72 dias con recuentos desde 10° a 10’ UFC/g. Pasado este
tiempo presenta una disminucién abrupta al dia 80 (Gréfica 19) alcanzando recuentos de 10°
UFC/g. Segun Pereira et al. (2011), el crecimiento y la viabilidad de Lactobacillus casei,
depende mayormente de la temperatura de crecimiento que del pH. Obando et al., (2010)
observé en queso cottage que Lactobacillus casei pierde mayor viabilidad al comienzo del
almacenamiento (1 ciclo logaritmico), debido a las condiciones de acidez y temperatura de
refrigeracion (4 °C), no obstante durante toda la vida atil del producto registra niveles altos de
recuento microbiano, estableciendo una diferencia significativa con los otros tratamientos
(Bifidobacterium BB12 y Lactobacillus acidophilus La-5). Aldana (2009) emplea Lactobacillus
casei 01 y HOWARU Bifido LYO con prebidtico (inulina) en dulces de leche almacenados a 4
°C los cuales sobrevivieron 30 dias con recuentos de 10" UFC/g (dia cero) a 10° UFC/g (dia 30).
Sin embargo, HOWARU Bifido LYO se mantuvo constante durante ese periodo con recuentos

de 10° UFC/g (dia cero y 30) en presencia de inulina al 3.2%.

Obando et al. (2010) destaca la importancia de lograr un alto recuento de

microorganismos probioticos el dia cero puesto que no observo desarrollo de organismos en este
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periodo y la poblacion decrecio, por el contrario Aldana (2009) sugiere que una cantidad mayor
de cultivos lacticos no ayudan a aumentar las UFC/mL en el dulce de leche, porque se obtienen
valores menores al valor de referencia debido a la competencia que existe entre los

microorganismos por el prebi6tico (fibra) y el agua.

Lactobacillus casei mantuvo mayor viabilidad a temperatura més baja a 4 °C. A 15 °C
presenta mas cambios durante el tiempo de almacenamiento. Por lo que es preferible almacenar a
4 °C porque a esta temperatura se tiene una poblacion de probidticos constante y mayor vida Util
del producto. Con respecto a la vida util del producto, las caracteristicas fisicas y sensoriales se
mantienen mejor a temperaturas de 4 °C y 15 °C, ya que el defecto de arenosidad se retarda y se
puede consumir un producto de excelente calidad hasta los 60 dias de almacenamiento, ya que el
crecimiento de los cristales aumenta proporcionalmente con el tiempo de almacenamiento, y la
presencia de arenosidad en un factor de rechazo del producto. Ademéas a los 60 dias de
almacenamiento la presencia del probiético alcanza recuento de 10° UFC/g.

La deseabilidad de almacenar productos con probi6ticos refrigerados, también la observo
Pereira et al. (2011) quien investigd la capacidad de supervivencia de Lactobacillus casei en el
jugo de manzana refrigerado (4°C) durante 42 dias. Observd que la Lactobacillus casei crecio
durante el almacenamiento refrigerado, y con recuento de células viables superiores a 8 log

UFC/mL durante todo el periodo de almacenamiento.

Jaworska et al. (2011) estudio la supervivencia de dos cepas probioticas en lomo de

cerdo, Lactobacillus acidophilus Bauer y Lactobacillus casei Bif3/ IV. Obtuvo recuentos mas
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alto con Lactobacillus casei Bif3/IV durante 6 meses de almacenamiento a 4 + 1 °C,

manteniéndose a nivel 10° UFC/g.

4.6.2. Recuento de hongos, levaduras y coliformes

En general, los productos con alto contenido de azUcar tienen baja Aw y en consecuencia
son microbioldgicamente estables (Armisen y Galatas, 2009). Debido a las condiciones y
composicion del dulce de leche (baja actividad de agua y altas concentracion de azlcar), el
mayor riesgo de contaminacién lo constituyen los mohos y levaduras, que son capaces de
desarrollarse en condiciones de bajas actividad de agua (Andrade et al., 2009). El dulce de leche
elaborado a base de suero y con probioticos (Lactobacillus casei), no presentd crecimiento de
mohos y levaduras durante el tiempo de almacenamiento (80 dias a 15°C) (Tabla 19). Las
colonias desarrolladas en el producto, fueron a diluciones bajas (10') y el conteo no fue
significativo (<10 colonias) para considerar su presencia. Aunque este producto esta elaborado
con goma agar — agar, que es un medio fértil para el crecimiento de bacterias y hongos, no hubo
recuento debido a que se mantuvo siempre buen manejo higiénico. La ausencia de hongos y
levaduras proporcionan informacion sobre las condiciones sanitarias del procesamiento,
almacenamiento y transporte de los alimentos, y constituyen indicadores importantes del

deterioro de los alimentos (Timm et al., 2007).

Erdogrul y Erbilir (2006) demostraron que Lactobacillus casei, tiene resistencia a
antibioticos como ampicilina, vancomicina, oxacilina, cefalotina, cefodizima y tobramicina.
Ademas posee actividad bacteriana frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeroginosa, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, y
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Enterobacter cloacae. El efecto antimicrobiano ejercido por las bacterias lacticas, es debido a la
produccion de acido lactico, reduccion de pH, presencia de acido acético, diacetilo, perdxido de

hidrdgeno, &cidos grasos, aldehidos y de otros compuestos.

Aunque el dulce de leche no es un producto propicio para el crecimiento de
microorganismos por su alta concentracion de carbohidratos y en consecuencia, baja actividad de
agua, no se excluye la posibilidad de transmisién de bacterias patogenas. La presencia de
microorganismos como Salmonella, Staphylococcus, coliformes, en dulce de leche ha sido
motivo de preocupacion de los organismos responsables de inspeccion de los alimentos y salud
publica, por esta razon se han establecido limites de tolerancia para la presencia de estos

microorganismos (Hentges et al., 2008; Timm et al., 2007).

En esta investigacion no se encontr6 presencia de coliformes en ninguna de las etapas de
almacenamiento. Timm et al. (2007) en un andlisis microbiolégico a 28 muestras de dulce de
leche comercial, todas las muestras tuvieron recuentos de coliformes fecales <3 NMP/g, excepto
en dos muestras, ademés hubo presencia hongos y levaduras con 6,0x10* a 1,4x10* UFCg,
respectivamente, solo una muestra obtuvo recuentos de mohos y levaduras aceptable para los
estandares brasilefios.

La temperatura elevada durante el periodo de fabricacion y las buenas practicas de
manufactura hasta el envasado impiden presencia de microorganismos patogenos (Sousa et al.,
2002).

Aunque la temperatura de almacenamiento inhibe el crecimiento de microorganismos que

afectan la estabilidad y la vida atil de los alimentos, Staphylococus aureus es uno de los
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microorganismos que se puede contrarrestar manejando temperatura por debajo de 6,0°C, ademas
teniendo en cuenta pardmetros de crecimiento como Aw: 1.00-0.86 y pH: 4.0-9.3. (Kilcast y
Subramaniam, 2000).

Los resultados obtenidos por Hentges et al., (2010) mostraron que E. coli O157: H7,
sobrevive hasta 30 dias en dulce de leche, lo que hace de este producto un potencial portador de
microorganismos. Teniendo en cuenta la gravedad de algunos casos clinicos causados por E. coli
0157: H7 y la dosis infectiva muy baja a los grupos vulnerables de 10 a 100 células bacterianas
0 incluso menos, los resultados son una advertencia sobre la necesidad de tomar las medidas
higiénico-sanitarias necesarias durante la fabricacion de dulce de leche, embalaje y
manipulacion.

Presencia de Salmonella y E. coli O157: H7, en alimentos es inaceptable o alimentos con
una concentracién superiores a 100 UFC/g de Listeria monocytogenes es considerado de alto
riesgo. Sin embargo la capacidad de sobrevivencia de L. monocytogenes en el dulce de leche

hasta 30 dias es suficiente para considerar este alimento un potencial portador de esta bacteria a

los humanos (Hentges et al., 2010).

Sousa et al. (2002) analizaron el dulce de leche producido con leche de bufala en la isla
de Marajé, Brasil, no detect6 presencia de Salmonella y Staphylococcus aureus y los resultados

obtenidos de bacterias mesoéfilas, mohos y levaduras demostré las buenas condiciones sanitarias.

El andlisis microbiologico realizado por Silva et al. (2011) para determinar presencia de
Coliformes, Staphylococcus spp, levaduras y mohos en dulces de leche comercial. Demostro que
todas las muestras de dulce de leche cumplen con los estandares establecidos por la ley; al no

encontrar presencia de microorganismos. Resultado similar obtuvo Pieretti et al. (2012).
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Tabla. 18. Andlisis microbiologico de hongos, levaduras, mesofilos y coliformes en dulce de
leche con suero 75% y 25% leche con Lactobacillus casei. P = con probidtico, C = sin
probidtico.

Analisis Tratamiento Resultados Valores de referencia
P
Recuento de mohos y levaduras, UFC/g C <10 UFC/mL 10-100
] P
Recuento de coliformes, UFC/g c <10 UFC/mL 10-100
Recuento de bacterias mesofilicas, P
UFC/g c <10 UFC/mL 10 - 100
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6. CONCLUSIONES

Se elaboré dulce de leche con suero acido 40% deslactosado, en tres proporciones
diferentes 100%, 75%, 50% y 0% suero. Los tratamientos con mayor proporcién de suero,
presentan menor contenido de humedad y proteina y son productos menos adhesivos (-5 a -
246.92 para 100% y 0% suero respectivamente), menos duros (10.45 a 56.89 para 100 y 0%
suero respectivamente) y menos viscosos (14.75 a 71.21 para 100% y 0% suero
respectivamente). A mayor contenido de suero se afiadio mayor cantidad de goma agar, esto
provoco un aumento en el contenido de ceniza por encima de los estandares establecidos en la
normatividad que lo rige. Se obtuvo un producto de coloracion marrén mas oscura (L=26.98 para
100% y L= 34.26 para 0% suero) por la hidrélisis de lactosa que potencializa la reaccion de
Maillard. EI contenido de suero en el producto no afecta la actividad de agua ni el valor de pH.
El tiempo de almacenamiento, provoca un aumento de la adhesividad y dureza en el tratamiento
0% suero.

Los consumidores en la prueba sensorial eligieron la muestra 75% suero como de mayor
preferencia en términos generales con una puntuacién de 376. La mayoria de panelistas perciben

la presencia de arenosidad en las muestras analizadas.

La presencia de Lactobacillus casei no afecto a las caracteristicas fisicoquimicas como
proteina, grasa, humedad, ceniza, viscosidad, pH y color (L, Matiz, Saturacion) entre los
tratamientos. La viscosidad y arenosidad estan relacionados con la temperatura de
almacenamiento. A 25 °C la vida util es de 30 dias, sin embargo a temperaturas menores como

15 °C la vida util es 80 dias.
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Lactobacillus casei, se adapto y sobrevive con facilidad durante todo el tiempo de
almacenamiento (80 dias) a 15 °C y 4 °C con recuentos de 10° a 10°UFC/g respectivamente en el
dia cero y 10° UFC/g al dia 80. La evaluacion de la viabilidad de los cultivos probiéticos
demuestra que es posible adicionar este tipo de microorganismos al dulce de leche con una vida
Gtil de 80 dias, cumpliendo con el requisito (10° UFC/g). Por lo que se catalogaria como un
producto funcional, capaz de ejercer propiedades terapéuticas. La temperatura de 4 °C, es la mas
recomendada por que alcanza mayor recuento y valores constantes de UFC durante el
almacenamiento. Ademas, durante el tiempo de almacenamiento no se observo recuento de
mohos (<10 UFC/qg), levaduras (<10 UFC/g) y coliformes (<10 UFC/g), por lo que se considera
que el dulce de leche es un alimento estable al ataque de microorganismos deterioradores de
calidad, ya que el contenido de actividad de agua (ay) esta alrededor de 0.78 + 0.3, cabe resaltar
la importancia de tener buenas practicas sanitarias e higiénicas.

Bajo las condiciones de este estudio es posible elaborar dulce de leche con una
sustitucion de hasta 75% de suero, por lo que este producto se presenta como una posible
alternativa para reducir el problema de disposicion de suero &cido y pese a que el dulce de leche
tiene un bajo a,, se observd el crecimiento de Lactobacillus casei, permitiendo elaborar un

producto funcional con probioticos.
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7. RECOMENDACIONES

Elaborar dulce de leche con diferentes porcentajes de hidrolisis para determinar su

porcentaje éptimo con suero acido.

Evaluar sensorialmente el dulce de leche con suero &cido teniendo en cuenta la

interaccion sabor y textura, empleando diferentes tipos de goma.

Determinar el efecto de Lactobacillus casei, en la disminucién de arenosidad (tamarfio y

cantidad de cristales).

Determinar la sobrevivencia o presencia de Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes, Salmonella y E. coli O157: H7, en dulce de leche con suero acido y con

probidticos
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9. APENDICE

9.1. Propiedades del suero, leche y mantequilla utilizada en la elaboracion de

dulce de leche.

Tabla. 19. Propiedades de la materia prima utilizada.

pH % Acidez % Grasa
Titulable
SUERO 6.34 0.14 0.5
LECHE 6.62 0.16 3.3
MANTEQUILLA - - 78

9.2. Caracteristicas Fisico quimicas de la goma Agar Agar 100-44 HG

Tabla. 20. Informacion nutricional de tic Pretested® Agar Agar 100-44 HG

INFORMACION NUTRICIONAL DE TIC Pretested® Agar Agar 100-44 HG

Calorias (total) 340 Kcal Sodio  487mg Fibra dietaria insoluble 0.0g
% calorias de grasa  0.00% Potasio 30mg Carbohidratos simples Og
. hi
Calorias de grasa  0.00Kcal Calcio 109mg Carbo |drattos Og
complejos
Total grasa  0.00g Carbohidratos totales ~ 85.00g Proteina Og
_ o Vitaminas,
Grasa trans  0.00g Fibra dietaria soluble 85¢ |tam|n§s otros ND*
minerales

Colesterol  0mg

*No determinado

Especificaciones del producto facilitadas por TIC GUMS.
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9.3. Determinacioén de la curva de crecimiento de Lactobacillus casei.

Tabla. 21. Datos de crecimiento de Lactobacillus casei en caldo MRS a 35°C, a 600nm
Tiempo Absorbancia CFU/mL

600nNm
0 0.029 5.9x 10”6
3 0.111 4.9x 1017
6 0.420 1.3x 1018
12 1.823 7.8x 108
18 2.255 1.96x 1019
24 2.363 2.01x 10"9
33 2.415 1.3x 1019
45 2.390 1.04x 1019
54 2.390 8.4x 10”8
60 2.385 1.4x 10M9
72 2.383 1.5x 1019
78 2.384 1.6x 10M9

3.0 ~

2.5 A

2.0 A

1.5 A

1.0 A

Absorbancia (600nm)

—&— Tiempo vs Absorbancia

0.5 4

0.0

0 2I0 4IO 6IO 8IO 1(I)0
Tiempo (Horas)
Grafica 20. Curva de crecimiento de Lactobacillus casei a 35°C en caldo MRS.
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9.4. Analisis estadistico

9.4.1. Analisis Fisico Quimico Del Dulce De Leche Con Probiéticos

Variable dependiente: PH
Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 9839.22 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 5.81 0.0179
TIEMPO 5 94 3.56 0.0054
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 1.00 0.4247

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
C 5.92 0.06 A
P 5.88 0.06 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO

LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

10 C 6.00 0.07 A

40 C 5.96 0.07 A B

40 P 5.95 0.07 A B C

20 C 5.93 0.07 A B C D
60 C 5.92 0.07 A B C D
10 P 5.88 0.07 B C D
0 C 5.88 0.07 B C D
60 P 5.87 0.07 B C D
20 P 5.87 0.07 C D
80 P 5.85 0.07 D
80 C 5.84 0.07

0 P 5.83 0.07

[ I I e I e B e B B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: BRIX
Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 3256.12 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 104.66 <0.0001
TIEMPO 5 94 1.50 0.1961
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 0.32 0.8990
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Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
C 67.97 1.18 A
P 65.84 1.18 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estadndares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

80 C 68.39 1.22 A

20 C 68.22 1.22 A

40 C 68.22 1.22 A

10 C 67.89 1.22 A

60 C 67.61 1.22 A

0 C 67.50 1.22 A

20 P 66.39 1.22 B
80 P 66.06 1.22 B
40 P 65.78 1.22 B
0 P 65.67 1.22 B
60 P 65.67 1.22 B
10 P 65.50 1.22 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: Aw

Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 4202.51 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 71.49 <0.0001
TIEMPO 5 94 4.97 0.0004
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 0.91 0.4765

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
P 0.77 0.01 A
C 0.75 0.01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No
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TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

60 P 0.77 0.01 A

0 P 0.77 0.01 A

80 P 0.77 0.01 A B

10 P 0.77 0.01 A B

40 P 0.76 0.01 A B

20 P 0.76 0.01 A B

0 C 0.76 0.01 B

60 C 0.76 0.01 B

80 C 0.74 0.01 C
40 C 0.74 0.01 C
20 C 0.74 0.01 C
10 C 0.74 0.01 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: L

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 878.12 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 7.86 0.0061
TIEMPO 5 94 5.49 0.0002
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 0.42 0.8327

Medias ajustadas y errores estadndares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
P 29.65 1.00 A
C 28.50 1.00 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

20 P 31.31 1.19 A

20 C 30.52 1.19 A B

80 p 30.52 1.19 A B

60 p 29.57 1.19 A B C

0 p 29.47 1.19 A B C

60 C 29.30 1.19 B C

40 P 28.91 1.19 B C

80 C 28.35 1.19 C D
0 C 28.12 1.19 C D
10 p 28.11 1.19 C D
40 C 28.00 1.19 C D
10 C 26.68 1.19 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Variable dependiente: matiz (°H)
Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 2607.43 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 32.46 <0.0001
TIEMPO 5 94 2.35 0.0469
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 5.50 0.0002

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
C 49.24 0.96 A
P 48.02 0.96 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

80 C 50.79 1.02 A

0 C 49.46 1.02 B

20 C 49.29 1.02 B

60 C 48.86 1.02 B C

60 P 48.83 1.02 B C

40 C 48.57 1.02 B C

0 P 48.51 1.02 B C D
10 C 48.49 1.02 B C D
10 P 48.15 1.02 C D
40 P 47.90 1.02 C D
80 P 47.49 1.02 D
20 P 47.25 1.02

el ca i ca B e

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: Saturacién o croma (Cab)
Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 272.73 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 21.84 <0.0001
TIEMPO 5 94 1.62 0.1630
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 2.27 0.0540

Medias ajustadas y errores estadndares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
C 17.31 1.02 A
P 15.96 1.02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
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Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

40 C 18.14 1.12 A

10 C 17.92 1.12 A

20 C 17.72 1.12 A B

80 C 17.53 1.12 A B

0 C 16.81 1.12 A B C
0 P 16.48 1.12 B C
10 P 16.34 1.12 B C
80 P 16.00 1.12 C
60 P 15.88 1.12 C
60 C 15.72 1.12 C
40 P 15.60 1.12 C
20 P 15.44 1.12 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: adhesividad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 5.02 0.0274
TRATAMIENTO 1 94 18.19 <0.0001
TIEMPO 5 94 4.90 0.0005
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 1.43 0.2193

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
C -17.20 9.69 A
P -25.97 9.69 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO

LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

0 C -9.97 10.22 A

40 C -14.03 10.22 A B

0 P -15.43 10.22 A B C

80 C -18.05 10.22 A B C D

10 C -19.19 10.22 A B C D

20 C -19.56 10.22 A B C D

20 P -21.50 10.22 B C D E
60 C -22.38 10.22 B C D E
10 p -24.37 10.22 C D E
80 p -25.75 10.22 D E
40 p -30.69 10.22 E
60 P -38.09 10.22

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Variable dependiente: cohesividad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 4261.74 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 0.72 0.3985
TIEMPO 5 94 1.96 0.0920
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 1.23 0.3013

Medias ajustadas y errores estadndares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
C 0.70 0.01 A
P 0.69 0.01 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

80 C 0.75 0.03 A

40 C 0.74 0.03 A

10 C 0.72 0.03 A B
10 P 0.72 0.03 A B
40 P 0.72 0.03 A B
0 C 0.71 0.03 A B
0 P 0.70 0.03 A B
20 P 0.68 0.03 A B
60 P 0.67 0.03 A B
80 P 0.66 0.03 B
20 C 0.65 0.03 B
60 C 0.65 0.03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: dureza

Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 94 26.71 <0.0001
TRATAMIENTO 1 94 26.13 <0.0001
TIEMPO 5 94 5.30 0.0002
TRATAMIENTO: TIEMPO 5 94 0.32 0.8999
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Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
P 12.18 2.12 A
C 9.51 2.12 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estadndares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

60 P 14.56 2.27 A

20 P 13.23 2.27 A B

40 P 12.54 2.27 A B C

10 P 12.32 2.27 A B C

60 C 11.46 2.27 B C D
80 P 10.90 2.27 B C D
20 C 10.19 2.27 C D
0 P 9.56 2.27 D
10 C 9.22 2.27 D
40 C 9.22 2.27 D
80 C 9.21 2.27 D
0 C 7.74 2.27

[ e B e B e B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.4.2. Andlisis Proximal Dulce De Leche Con Probiéticos En Base Humeda

Variable dependiente: humedad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo IITI)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 18239.5 <0.0001
tratamiento 1 30 9.0 0.0053
tiempo 1 30 23.5 <0.0001
tratamiento:tiempo 1 30 15.3 0.0005

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
P 21.1 0.2 A
c 20.1 0.2 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No
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tiempo tratamiento Medias E.E.

0 P 22.4 0.3 A
0 c 20.3 0.3 B
80 c 20.0 0.3 B
80 p 19.7 0. B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: ceniza

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 177.7 <0.0001
tratamiento 1 30 0.6 0.4308
tiempo 1 30 133.5 <0.0001
tratamiento:tiempo 1 30 3.1 0.0909

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccién de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
P 2.1 0.2 A
c 2.0 0.2 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

0 C 2.3 0.2 A

0 P 2.3 0.2 A

80 P 1.8 0.2 B
80 C 1.7 0.2 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: grasa

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 1200.0 <0.0001
tratamiento 1 30 0.2 0.6960
tiempo 1 30 1.4 0.2469
tratamiento:tiempo 1 30 1.8 0.1913

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No
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tratamiento Medias E.E.
P 7.2 0.2 A
c 7.2 0.2 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

0 c 7.4 0.3 A
80 P 7.2 0.3 A
0 P 7.2 0.3 A
80 c 6.9 0. A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: proteina

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 136.0 <0.0001
tratamiento 1 30 0.1 0.7139
tiempo 1 30 2.5 0.1229
tratamiento:tiempo 1 30 0.4 0.5450

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
o) 2.7 0.2 A
c 2.6 0.2 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

0 c 2.8 0.3 A
0 P 2.7 0.3 A
80 P 2.6 0.3 A
80 c 2.4 0.3 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: carbohidratos

Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 57414.7 <0.0001
tratamiento 1 30 5.3 0.0290
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tiempo 1 30 28.0 <0.0001
tratamiento:tiempo 1 30 2.7 0.1092

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
c 068.1 0.4 A
P 67.0 0.4 B

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

80 c 68.9 0.5 A

80 P 68.6 0.5 A

0 c 67.2 0.5 B

0 P 65.4 0. C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: viscosidad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 9.85 0.0038
tiempo 1 30 110.99 <0.0001
tratamiento 1 30 1.88 0.1810
tiempo:tratamiento 1 30 1.87 0.1815

Medias ajustadas y errores estédndares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
c 33192.15 9767.32 A
P 25562 .55 9767.32 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

80 c 66348.88 10531.83 A

80 P 51098.48 10531.83 A

0 c 35.42 10531.83 B
0 ) 26.62 10531.83 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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9.4.3. Andlisis Proximal En Base Seco De Dulce De Leche Con Probidticos

Variable dependiente: ceniza

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 179.16 <0.0001
tratamiento 1 30 1.66 0.2078
tiempo 1 30 133.06 <0.0001
tratamiento:tiempo 1 30 1.00 0.3265

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
o) 2.62 0.20 A
C 2.53 0.20 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

0 P 2.96 0.20 A

0 c 2.94 0.20 A

80 P 2.27 0.20 B
80 c 2.12 0.20 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: grasa

Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 1216.82 <0.0001
tratamiento 1 30 0.75 0.3930
tiempo 1 30 3.78 0.0611
tratamiento:tiempo 1 30 0.49 0.4913

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
o) 9.16 0.28 A
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c 8.97 0.28 A

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

0 P 9.30 0.32 A
0 c 9.26 0.32 A
80 P 9.02 0.32 A
80 c 8.67 0.32 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: proteina

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 30 136.57 <0.0001
tratamiento 1 30 0.32 0.5766
tiempo 1 30 3.42 0.0744
tratamiento:tiempo 1 30 0.12 0.7339

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
o) 3.36 0.30 A
c 3.25 0.30 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

0 P 3.51 0.33 A
0 c 3.47 0.33 A
80 P 3.21 0.33 A
80 c 3.03 0.33 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: carbohidratos
Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
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(Intercept) 1 30 68543.43 <0.0001
tratamiento 1 30 1.16 0.2899
tiempo 1 30 18.70 0.0002
tratamiento:tiempo 1 30 0.64 0.4285

Medias ajustadas y errores estandares para tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

tratamiento Medias E.E.
c 85.25 0.37 A
P 84.87 0.37 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tiempo*tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccién de p-valores: No

tiempo tratamiento Medias E.E.

80 c 86.18 0.45 A

80 P 85.50 0.45 A

0 c 84.33 0.45 B
0 P 84.23 0.45 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.4.4. Andlisis fisicoquimico de los cuatro tratamientos de dulce de leche

Variable dependiente: PH
Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 158 27927.10 <0.0001
TRATAMIENTO 3 158 3.19 0.0253
TIEMPO 4 158 6.85 <0.0001
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 158 0.44 0.9453

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

100 6.16 0.01 A

50 6.12 0.01 B

0 6.09 0.01 B C
75 6.08 0.01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

0 50 6.14 0.06 A

0 0 6.13 0.06 A

8 0 6.11 0.06 A B

0 75 6.10 0.06 A B

8 75 6.10 0.06 A B

29 0 6.08 0.06 A B C

15 0 6.07 0.06 A B C

0 100 6.06 0.06 A B C D

8 50 6.06 0.06 A B C D E
29 100 6.06 0.06 A B C D E
29 75 6.03 0.06 A B C D E
15 50 6.03 0.06 A B C D E
22 0 6.02 0.06 A B C D E
29 50 6.01 0.06 A B C D E
8 100 5.99 0.06 B C D E
15 100 5.96 0.06 C D E
15 75 5.96 0.06 C D E
22 50 5.94 0.06 D E
22 75 5.93 0.06 E
22 100 5.89 0.06

e e e B B B B |

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: BRIX

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 158 24831.80 <0.0001
TRATAMIENTO 3 158 14.32 <0.0001
TIEMPO 4 158 0.86 0.4877
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 158 0.74 0.7071

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

75 71.17 0.20 A

100 70.50 0.20 B

50 65.67 0.20 C
0 65.04 0.24 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estadndares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.
0 75 70.17 0.89 A
0 100 70.11 0.89 A



22 75 69.83 0.89 A B

8 100 69.67 0.89 A B

15 75 69.56 0.89 A B

8 75 69.39 0.89 A B C

15 100 69.17 0.89 A B C D
29 75 69.17 0.89 A B C D
29 100 68.33 0.89 A B C D
22 50 68.33 0.89 A B C D
0 50 68.22 0.89 A B C D
8 50 68.06 0.89 A B C D
22 100 67.72 0.89 B C D
29 0 67.22 0.89 C D
22 0 67.22 0.89 C D
29 50 67.17 0.89 D
15 50 67.00 0.89 D
0 0 66.78 0.89

8 0 66.00 0.89

15 0 65.78 0.89

[ e I e I e B B i e R |
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Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: ,,

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 158 6877.36 <0.0001
TRATAMIENTO 3 158 34.25 <0.0001
TIEMPO 4 158 1.94 0.1065
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 158 0.95 0.5008

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

0 0.80 0.01 A

50 0.77 4.3E-03 B

100 0.72 4.3E-03 C
75 0.71 4.3E-03 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estadndares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

22 0 0.80 0.01 A

0 0 0.78 0.01 A B

29 0 0.78 0.01 A B

15 0 0.77 0.01 B C
8 0 0.77 0.01 B C
0 50 0.77 0.01 B C
29 50 0.77 0.01 B C
22 50 0.77 0.01 B C
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8 50 0.76 0.01 B C D
15 50 0.75 0.01 C D E
29 100 0.74 0.01 C D E
15 100 0.74 0.01 C D E F
29 75 0.73 0.01 D E F G
22 100 0.73 0.01 E F G
22 75 0.72 0.01 E F G
8 100 0.72 0.01 E F G
15 75 0.72 0.01 E F G
0 100 0.71 0.01 F G
0 75 0.71 0.01 G
8 75 0.71 0.01 G
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Variable dependiente: L
Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)
numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 158 441.82 <0.0001
TRATAMIENTO 3 158 46.20 <0.0001
TIEMPO 4 158 32.55 <0.0001
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 158 2.45 0.0058
Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccién de p-valores: No
TRATAMIENTO Medias E.E.
0 34.26 0.61 A
50 33.92 0.50 A
100 26.98 0.50 B
75 26.77 0.50 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No
TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.
29 0 40.52 1.77 A
22 50 36.13 1.77 B
29 100 36.10 1.77 B
29 50 35.92 1.77 B
0 0 35.42 1.77 B
22 0 35.26 1.77 B
29 75 35.17 1.77 B
8 0 34.67 1.77 B
15 0 34.61 1.77 B
15 50 33.96 1.77 B
8 50 31.54 1.77 C
22 100 31.19 1.77 C D
15 100 30.49 1.77 C D E
8 100 29.79 1.77 C D E
0 50 29.75 1.77 C D E
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0 100 29.72 1.77 C
15 75 29.04 1.77
0 75 29.03 1.77
22 75 28.85 1.77
8 75 28.67 1.77

O U oo

MMEEEE

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: Matiz (°H)

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 158 904.82 <0.0001
TRATAMIENTO 3 158 5.38 0.0015
TIEMPO 4 158 20.70 <0.0001
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 158 0.40 0.9623

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccién de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

100 60.23 0.11 A

0 51.25 0.14 B

50 50.03 0.11 C
75 49.94 0.11 C

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO

LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

29 100 54.55 1.89 A

29 0 53.91 1.89 A

29 50 52.98 1.89 A

29 75 52.33 1.89 A B

0 0 49.95 1.89 B C
8 0 49.90 1.89 B C
0 100 49.79 1.89 B C
15 0 49.76 1.89 B C
22 0 49.60 1.89 C
22 100 49.32 1.89 C
8 100 49.02 1.89 C
15 100 48.82 1.89 C
22 50 48.82 1.89 C
0 50 48.23 1.89 C
22 75 48.14 1.89 C
8 75 48.05 1.89 C
15 75 47.97 1.89 C
0 75 47.62 1.89 C
15 50 47.45 1.89 C
8 50 46.19 1.89

vBvavEvEvEvEvRvEv)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Variable dependiente: Saturacién o croma (Cab)

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 158 162.17 <0.0001
TRATAMIENTO 3 158 1.91 0.1296
TIEMPO 4 158 19.65 <0.0001
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 158 0.69 0.7627

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

50 16.75 0.32 A

0 16.32 0.39 A

75 15.97 0.32 A

100 12.65 0.32 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccién de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

29 50 27.66 1.99 A

29 0 24 .64 1.99 A B

29 75 24.36 1.99 A B

29 100 23.50 1.99 B C

22 50 20.66 1.99 C D
0 50 20.51 1.99 C D
15 75 20.14 1.99 C D
8 50 19.90 1.99 D
22 100 19.36 1.99 D
8 75 19.07 1.99 D
22 75 18.95 1.99 D
22 0 18.76 1.99 D
15 100 18.75 1.99 D
8 0 18.68 1.99 D
0 0 18.58 1.99 D
15 0 18.52 1.99 D
0 75 18.38 1.99 D
0 100 18.01 1.99 D
8 100 17.98 1.99 D
15 50 17.59 1.99 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: dureza

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 140 278.32 <0.0001
TRATAMIENTO 3 140 42.69 <0.0001
TIEMPO 4 140 3.26 0.0136
TIEMPO: TRATAMIENTO 12 140 2.88 0.0014
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Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

0 56.89 0.78 A

50 17.96 0.64 B

75 10.80 0.64 C
100 10.45 0.64 C

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

29 0 75.35 4.95 A

8 0 72.22 4.95 A

22 0 71.55 4.95 A

15 0 58.94 4.95 B

0 0 42.05 4.95 C

29 100 32.82 5.89 C D

29 75 30.90 4.95 C D

22 75 22.83 4.95 D E
22 50 19.29 4.95 D E
22 100 17.82 5.89 D E
15 50 17.74 4.95 E
8 50 13.29 5.89 E
0 50 12.28 4.95 E
15 100 12.23 4.95 E
8 75 11.40 4.95 E
15 75 11.07 5.89 E
8 100 9.41 5.89 E
0 100 9.30 4.95

0 75 9.10 4.95

e e e B B B e e e B |

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: adhesividad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 143 87.33 <0.0001
TRATAMIENTO 3 143 241.36 <0.0001
TIEMPO 4 143 7.02 <0.0001
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 143 3.25 0.0004

Medias ajustadas y errores estadndares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.
100 -5.79 5.34 A
75 -23.53 5.34 B
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50 -71.64 5.34 C
0 -246.92 6.27 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

0 100 -12.70 20.00 A

15 100 -12.75 20.00 A

8 100 -12.98 23.72 A

22 100 -19.31 23.70 A

0 75 -25.58 20.00 A

22 50 -26.35 20.00 A

15 75 -33.92 23.72 A B

8 75 -36.13 20.00 A B

22 75 -40.15 20.00 A B

0 50 -41.44 20.00 A B

29 75 -46.00 20.00 A B

15 50 -47.02 20.00 A B

8 50 -47.31 23.72 A B

29 100 -85.91 23.72 B

0 0 -200.15 20.00 C

15 0 -269.60 20.00 D
8 0 -270.85 20.00 D
22 0 -302.63 20.00 D
29 0 -380.63 20.00

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: cohesividad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 143 2857.80 <0.0001
TRATAMIENTO 3 143 14.19 <0.0001
TIEMPO 4 143 0.92 0.4521
TRATAMIENTO: TIEMPO 12 143 1.00 0.4534

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

0 0.84 0.04 A

50 0.79 0.04 A

75 0.77 0.04 A B
100 0.66 0.04 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias ajustadas y errores estadndares para TIEMPO*TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
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Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TIEMPO TRATAMIENTO Medias E.E.

0 75 0.87 0.04 A

29 0 0.86 0.04 A

0 0 0.82 0.04 A B

8 75 0.82 0.04 A B

15 0 0.81 0.04 A B C

8 0 0.79 0.04 A B C D

22 75 0.79 0.04 A B C D

22 0 0.78 0.04 A B C D

29 75 0.75 0.04 B C D E
15 75 0.75 0.04 B C D E
22 100 0.74 0.04 B C D E
8 50 0.72 0.04 B C D E
22 50 0.72 0.04 C D E
0 50 0.71 0.04 C D E
29 100 0.71 0.04 C D E
15 50 0.71 0.04 D E
0 100 0.68 0.04 E
8 100 0.66 0.04 E
15 100 0.65 0.04
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Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: viscosidad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 5 917.39 <0.0001
TRATAMIENTO 3 5 150.77 <0.0001

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

0 71.21 2.69 A

50 53.41 2.20 B

100 14.75 2.20 C
75 13.98 2.20 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.4.5. Anélisis proximal de los cuatro tratamientos dulce de leche

Variable dependiente: humedad

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 5 4128.5 <0.0001
TRATAMIENTO 3 5 28.7 0.0014
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Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

0 24.2 0.7 A

50 20.4 0.6 B

75 17.1 0.6 C
100 16.8 0.6 C

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: ceniza

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 5 4983.9 <0.0001
TRATAMIENTO 3 5 20.4 0.0031

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

75 2.4 0.1 A

100 2.3 0.1 A

50 2.0 0.1 B
0 1.8 0.1 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: grasa
Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 5 2405.4 <0.0001
TRATAMIENTO 3 5 11.1 0.0119

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

100 7.8 0.2 A

0 6.9 0.3 B
75 6.8 0.2 B
50 6.1 0.2 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

131



Variable dependiente: carbohidratos

pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 5 28379.3 <0.0001
TRATAMIENTO 3 5 43.3 0.0005

Medias ajustadas y errores estandares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

100 72.1 0.8 A

75 70.9 0.8 A

50 66.2 0.8 B

0 59.7 0.9 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable dependiente: proteina

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 5 679.3 <0.0001
TRATAMIENTO 3 5 139.3 <0.0001

Medias ajustadas y errores estdndares para TRATAMIENTO
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores: No

TRATAMIENTO Medias E.E.

0 7.4 0.3 A

50 5.2 0.2 B

75 2.8 0.2 C

100 1.0 0.2 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.4.5. Andlisis sensorial

Prueba de Friedman

1003 50%  75% 03 T2 p
2.27 2.50 2.67 2.57 2.43 0.0644

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 42.399
Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n
100% 320.00 2.27 141 A
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50% 352.00 2.50 141 A B
0% 362.00 2.57 141 A B
75% 376.00 2.67 141 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.050)

9.5. Prueba de analisis sensorial

9.5.1. Hoja del panelista.

Universidad de Puerto Rico
Recinto Universitario de Mayaguez

Programa de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos

Prueba de Ordenamiento
Producto: DULCE DE LECHE Fecha
Atributo: CARACTERISTICAS GENERALEs

Num. De Panelista

Se le estan entregando cuatro muestras de dulce de leche, codificadas con niumeros de 3 digitos.
Escriba los numeros de las muestras en los espacios provistos en el orden que se le entregaron.
Pruebe cada muestra y evalle cual muestra es de su mayor preferencia en términos
generales. Tome agua entre muestras para refrescar sus receptores. Asigne el valor de “1” a la
muestra de menor preferencia y “4” a la muestra de mayor preferencia.

Muestra

Nivel de preferencia

Usted compraria este producto si se encontrara en el mercado?

Comentarios:
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Tabla. 22. Comentarios de los panelistas del andlisis sensorial.

100%b suero

75%0 suero

50%b suero

0% suero

Buen sabor
textura gelatinosa
muy sélido

no empalaga
muy dulce

textura no comdn pero
gusta

es exquisito

muy bien elaborados y

deliciosos

viscosidad perfecta
parece manjar blanco
color sabor agradable
poco arenosa

sabor ideal

Leve sabor a
mantequilla

Mejor apariencia

Exente
consistencia

sabor 'y

Gusta mucho su textura

son productos suaves
para el paladar

demasiado viscoso
buen sabor

muy rico
textura muy gomosa

Se sienten grumos
Muy liquido
Bastante dulzor
Muy amargo

sabe a caramelo
Textura dura

no empalaga

no empalaga
no sabe a dulce de leche
gusta textura

es el mejor
muy rico
muy duro

Se sienten grumos
Gelatinosa

Bastante dulzor

Sabe a plastico es muy
sintético

Es la menos espesa y es
caramelosa

sabor raro

buena consistencia

€S MAs Cremoso

Parece manjar blanco
Espeso y pastoso
buena textura

Buen sabor pero duro
no tiene sabor

es suave

textura spread
empalaga

Bastante dulzor

Muy viscosa
Consistencia dura
mala consistencia

sabor fuerte esencial del
dulce de leche
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9.5.3. Carta de comité de proteccidn a seres humanos

Comité para la Proteccién de los Seres Humanos en la Investigaciéna
CPSHI/IRE COOO 2053

Ureersidad de Puerto ico ~ Rednto Universiiano de Mayagler
Decansto de Asurton Académioos
Call Sca 2000
Mayaglies, PR 00581 SO000

23 de abml de 2013

Sa. Gladys del Socomro Tapie
Cazll Box 9000

Recinto Umiversitanio de Mayvagiez
Mavagiez, PR 00681

Estimada Sa. Tapae:

Como pre=mdente del Comutée para la Proteccion de los Seres Humanos en Ia
Investigacion (CPSHI), heesmdladoladocnmuxtaamscmmdzpznelpzoyecto
titulado Unilizacion del susvo acido lacteo en la elaboracion de un dulce de leche con
probicticos y determminado que. por linutarse la parficipacion de los seres humanos a
un estudio sensornal de opciones para la elaboracion de dulce de leche v ademas se
toman medidas para evitar que personas alérgicas participen. su provecto esta exento,
bajo 1a clausula 45 CFR 46.101(b ) 6)de todos los reqmisitos de la parte 45 CFR 46. En
otras palabras, no requuere de nuestra aprobacion para proceder.

humanos en a2 mveshgacion Quedamos de usted,

Teléfono: (787) 332 - 4060 x £277, 3807, 3808 - Fax: (787) 8312085 ~ Péglna Web: www sorm adufgsni
Emaik coshifrgen ed
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9.6. Determinacién de la crioscopia en la leche y suero acido

Tabla. 23. Medidas del punto crioscopico en suero acido

Tiempo seg. Punto de congelacion Promedio
0 -0.639 -0.645 -0.642
1 -0.666 -0.666 -0.666

45 -0.703 -0.707 -0.705
58 -0.708 -0.71 -0.709
103 -0.712 -0.714 -0.713
133 -0.719 -0.721 -0.72

178 -0.722 -0.723 -0.7225
198 -0.722 -0.724 -0.723
218 -0.738 -0.739 -0.7385
258 -0.747 -0.745 -0.746
288 -0.748 -0.749 -0.7485
318 -0.774 -0.775 -0.7745
348 -0.782 -0.781 -0.7815
383 -0.852 -0.8 -0.826
408 -0.836 -0.816 -0.826
453 -0.862 -0.817 -0.8395
483 -0.823 -0.826 -0.8245
508 -0.822 -0.828 -0.825
538 -0.83 -0.832 -0.831
553 -0.828 -0.831 -0.8295
568 -0.828 -0.838 -0.833
583 -0.826 -0.83 -0.828
600 -0.843 -0.835 -0.839
617 -0.829 -0.843 -0.836
632 -0.832 -0.84 -0.836
647 -0.842 -0.84 -0.841
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Tabla. 24. Medidas del punto crioscopico en leche

Tiempo seg Punto de congelacion Promedio

0 -0.529 -0.528 -0.5285

1 -0.533 -0.537 -0.535
45 -0.539 -0.542 -0.5405
58 -0.545 -0.546 -0.5455
103 -0.548 -0.551 -0.5495
133 -0.557 -0.561 -0.6
178 -0.567 -0.55 -0.5585
198 -0.574 -0.575 -0.5745
218 -0.579 -0.579 -0.579
258 -0.583 -0.582 -0.5825
288 -0.587 -0.583 -0.585
318 -0.607 -0.608 -0.6075
348 -0.624 -0.617 -0.6205
383 -0.638 -0.64 -0.639
408 -0.639 -0.641 -0.64
458 -0.667 -0.662 -0.6645
488 -0.665 -0.664 -0.6645
528 -0.67 -0.666 -0.668
553 -0.672 -0.67 -0.671
573 -0.672 -0.671 -0.6715
593 -0.674 -0.671 -0.6725
618 -0.681 -0.68 -0.6805
635 -0.681 -0.682 -0.6815
650 -0.683 -0.684 -0.6835
665 -0.687 -0.683 -0.685
680 -0.686 -0.688 -0.687
695 -0.687 -0.687 -0.687
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Tabla. 25. Tabla nutricional del dulce de leche con suero acido con probioticos.

. - - L]
Nutrition Facts/Datos De Nutricion
Serving Size /Tamafio por Racion 1 tablespoon (29.96g)

Servings Per Contalner /Raclones por Envase 49

_——

Amount Per Serving/Cantidad por Racién

Calorles / Calorias 80 Calories from Fat / Calorlas de Grasa 25

% Dalty Value*/'), Valores Diarlos*

Total Fat / Grasa Total 2 5g 4%

Saturated Fat/ Grasa Saturada 1.5g 8%
Trans Fat/ Grasa Trans Og

Cholesterol / Colesterol 5mg 2%

Sodium / Sodio 45mg 2%

Total Carbohydrate / Carbohlidrato Total 14g 5%

Dietary Fiber / Fibra Dietética Og 0%
Sugars / Azucares 14g

Protein / Proteinas <1g 2%

|

Vitamin A / Vitamina A 0% . Vitamin C / Vitamina C 0%

Calcium / Calcio 6% ’ Iron / Hierro 0%

" Percent Dadty Values are based on a 2,000 calorle " Los Porcentajes de Valores Diarlos eslan basados
diet. Your daily values may be higher or lower on una dieta de 2,000 calorias. Sus valores dlarios
depending on your calorie needs: pueden ser mayores o menores dependiendo de

sus necesidades caloncas:
Calories/Calorias: 2,000 2,500

Total Fal/Grasa Total Loss thanvMenocs de 659 80g
Salurated Fol/Grasa Salurada Less thanMenos de 209 25g

Cholesterol/Colesterol Less thanMenos de 300my 300mg

Sodium/Somo Less thanMenos de 2400mg 2400mg

Tatad Carbohydrate/Carbohiarato Tolal 300g kYL
Dielary FiberFiora Dietélics 259 30g

ProteinProteinas 50g 659

Calories per gram/Calorias por gramo:

Fal/Grasas 9 + Carbohydrate/Carbohidratos 4 « Protein®Proteinas 4

Ingredients: \Whey, Acid, Liquid; Milk, Whole 3.3%, Sugar, White Granulated; Butter,
Unsalted, Sodlum Bicarbonate, Seaweed, Agar (Agar-agar)
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