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Resumen

Las bebidas lacteas acidificadas necesitan estabilizantes para evitar problemas de
sedimentacion y prevenir la inestabilidad. En este estudio se ha evaluado la
estabilizacién de una bebida lactea acidificada enriquecida en proteinas mediante el
uso de dos tipos de estabilizantes, pectina y carboximetilcelulosa (CMC).Para este
estudio se determiné la cantidad de sedimento (%) que aportaban las muestras
preparadas. A partir de estos resultados experimentales se concluyd que tanto la dosis
de estabilizante como el procesado influyen en el sedimento (%) y que el pH no fue un
factor influyente en el sedimento (%). EI mejor procesado fue el que sometia a la
muestra a dos homogenizaciones. La presion y temperatura de homogenizacion
también influyé en el sedimento (%). Presiones elevadas en la primera
homogenizacion y presiones bajas en la segunda homogenizacion dieron lugar a una
disminucion del sedimento (%) y altas temperaturas (55 °C) en la homogenizacién

mostraron una clara reduccion del sedimento (%).

Palabras Clave: Pectina; CMC; Bebidas lacteas acidificadas; estabilizacion;

homogenizacion.
Abstract

Acid dairy drinks need a stabilizer to avoid sedimentation problems and to prevent
instability. This study assessed the stabilization of acid dairy drinks enriched in proteins
by using two types of stabilizers, pectin and carboxymethylcellulose (CMC) .In this
study the amount of sediment (%) contributing samples prepared was determined.
Experimental results concluded that stabilizer concentration and process influenced in
sediment (%) and the pH was not an influence factor in the sediment (%). The best
process was the process with two homogenizations. Pressure and temperature from
these homogenizations also influenced sediment (%). High pressure in the 1st
homogenization and lower pressure in the 2nd lead to a decrease of sediment (%) and

high temperature (55 ° C) showed a clear reduction in sediment (%).

Keywords: pectin; CMC; Acid dairy drinks; stabilization; Homogenization



1. Introduccién

Una bebida lactea acidificada se define como un sistema liquido de proteina
acidificada con estabilidad y viscosidad similar a la leche natural (Du et al., 2009;
Laurent & Boulenguer, 2003), incluye yogures liquidos y bebidas de zumo y leche, su
bajo pH y baja viscosidad provocan indeseables problemas de sedimentacion (Janhgij,
Bom Frgst, & Ipsen, 2008; Jensen, Rolin, & Ipsen, 2010). Existen dos formas de
preparar estos productos, los preparados a partir de leche inoculada con un cultivo de
fermentos que convierte parte de la lactosa en acido lactico, produciendo también
otras sustancias (GoOsta Bylund, 1996) y los preparados por acidificacion quimica
directa (Du et al., 2009).

En el presente trabajo se estudiara la estabilidad de una bebida lactea enriquecida en
proteina acidificada por medio de acidificacion directa con &cido lactico. Este proceso
es mas rapido y mucho mas simple que el proceso de fermentacion mediante

bacterias lacticas, con requerimientos industriales mas complejos.

En la estabilizacion de las bebidas lacteas acidificadas es fundamental conocer la
composicion proteica de la leche, ya que, como se indica posteriormente, estos
compuestos juegan un papel importante en la interaccion con los estabilizantes

utilizados.

Las proteinas de la leche representan el 95 % del nitrégeno que contiene la leche, las
cuales se dividen en caseinas (80 %) y en proteinas del suero (20%), el restante 5%
del nitrégeno total esta constituido por nitrdgeno no proteico (NPN). Existen cuatro
tipos de caseinas, ag-caseina, as;-caseina, B-caseina y k-caseina, las as son
sensibles al calcio, también existen un quinto tipo de caseina, y-caseina, que estan
constituidas por fragmentos de B-caseina formados por la accién proteolitica de la

plasmina (McSweeney & Fox, 2013).

Las caseinas se agregan y asocian en particulas esféricas coloidales formando
estructuras que se conocen como micelas de caseina. A lo largo de los afos la
estructura de la micela de caseina ha sido ampliamente revisada y estudiada. Existen
varios modelos pospuestos para su estructura, que se clasifican en tres categorias: de
ndcleo y corteza, de subunidades y de estructura interna (Ferrandini, Castillo, &
Laencina, 2006). Uno de los modelos mas ampliamente aceptado, es el modelo de

Walstra y Jenness (1984) (Fig.1.), el cual considera las micelas como particulas
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esféricas constituidas por submicelas de caseina, diferenciando dos tipos, las que
contienen as y B-caseinas, y las formadas por as y k-caseinas, estas ultimas mas
hidrofilicas. Las submicelas se
encuentran unidas por fosfato calcico

coloidal (CCP). Las «k-caseinas se
(:) submecelle

}b. protrudng
chamn

orientan hacia el exterior de la micela,

con un grupo carboxilo terminal

cokium

sobresaliendo de la superficie micelar, phasphate

asi previene la agregacion de la micela

0 na

(Ferrandini et al., 2006; McSweeney &

Fox, 2013). Figura 1. Modelo de subunidades de
la micela de caseina. Walstra y Jenness
(1984) (Ferrandini et al., 2006).

Las caseinas a pH neutro (6,6) se encuentran en la leche cargadas negativamente,
por lo que se repelen mutuamente, lo cual previene la precipitacion. En la acidificacion,
las caseinas pierden su carga negativa cerca del punto isoeléctrico (4,6). Cuando el

pH comienza a disminuir ocurre lo siguiente:

e Entre pH 5,8-5,5, disminuye el potencial z, lo cual lleva a las micelas a formar
agregados.

e Cuando el pH se encuentra entre 5,5 y 5 se produce una reorganizacién de
diferentes tipos de caseina en la micela por la solubilizacion de a y B caseinas.
Las micelas se asocian formando numerosas hebras y dejan de formar
estructuras esféricas.

¢ Cuando el pH es menor de 5 el calcio es completamente soluble y las micelas

de caseina se agregan de forma irreversible formando una red tridimensional.

En el procesado de estas bebidas, las propiedades fisicas de la red proteica se
modifican:

e El tratamiento térmico contribuye a la agregacion de las micelas de caseina
e La homogenizacién destruye la red proteica dando lugar a fragmentos de
proteina
Bajo estas condiciones en la etapa de diluciébn en la matriz lactea, se produce la

sedimentacion de solidos, que se puede prevenir con la adiciébn de un polimero



(Laurent & Boulenguer, 2003). Los polimeros usados para evitar esta sedimentacion

se denominan estabilizantes.

El mecanismo de estabilizacion (Fig. 2.) se explica en base a la “teoria de adsorcién
de polimeros”. Segun este modelo, el polimero se adsorbe a la superficie de las
particulas de caseina formando una capa gruesa de proteina-polimero. La estabilidad
se consigue cuando el grosor y la densidad de la capa de polimero es suficiente para
mantener las particulas de caseina a una distancia que evite la atraccion por fuerzas
de van der Waals. El polimero expresa su capacidad de estabilizacién evitando la
agregacion de las particulas de caseina de modo que previene la formacion de

floculos que puedan sedimentar (Syrbe, Bauer, & Klostermeyer, 1998).

;@ %
*

Figura 2. Polimero adsorbido, no gelificante en una dispersion coloidal. Cuando se
incrementa la concentracién de polimero, el sistema sufre la siguiente transicion: a)
Floculacién por uniéon de las caseinas mediante puentes formados por el polimero>b)
Estabilizacién polimérica =>c¢) Floculacién. Los puentes de unién entre las caseinas
existen a bajas concentraciones de polimero, pero hasta que la mitad de la superficie
de las caseinas no se encuentre recubierta se producira la floculacién. Un exceso de
polimero de adsorcién provocara la presencia de polimero libre no adsorbido que
puede conducir a floculacién (Syrbe et al., 1998).

En el presente trabajo se han estudiado dos tipos de estabilizantes, las pectinas y

carboximetilcelulosas (CMC).

Las pectinas son heteropolimeros de alto peso molecular que contienen al menos un
65 % en peso de unidades de acido galacturonico (GalA). Se obtienen
mayoritariamente a partir de la piel de citricos y la pulpa de manzana. El grupo acido
puede estar libre o parcialmente metilado o amidado. Las pectinas comerciales se

dividen en dos grupos:



e Pectinas esterificadas de alto metoxilo (HM), con mas del 50 % de

esterificacion.

e Pectinas esterificadas de bajo metoxilo (LM), con menos del 50 % de
esterificacion, que también pueden ser amidadas.

Se distinguen tres regiones en la estructura de las pectinas (Fig.3.) (Imeson, 2010):

¢ Homogalacturonano (HGA), un polimero lineal constituido por unidades a-D-

GalA unidas por enlaces 1,4. A esta region se la denomina region lisa.

Las regiones rugosas/peludas se las denomina Ramnogalacturonano | y Il (RGI) vy
(RGII).
o El RGI consiste en repeticiones del disacarido (1—2)-a-I-ramnosa-(1—4)-a-d-
acido galacturonico.
e El RGIl estd compuesto por un acido galacturonico sustituido por cadenas

laterales de azucares.

HGA

00000060000 0000088

(O galacturonic acid

() galacturonic acid { arabinose () galacturonic acid (@) rhamnose
@ rhamnose () galactose &> 11 different neutral sugars

Figura 3. Estructura de las tres regiones principales de las pectinas, el
homogalacturonano (HGA), ramnogalacturonano | (RG-I) y ramnogalacturonano |l
(RG-II). (Reproducida con permiso de CP Kelco) (Imeson, 2010).

A pH 4,2-4,3, las pectinas se encuentran cargadas negativamente y se acumulan
alrededor de las particulas de caseina, que estdn cargados positivamente (Fig.4.).
Debido a la distribucién especifica de los grupos éster, las moléculas de pectina tienen
regiones de diferente afinidad con respecto a la unién con las proteinas. Las regiones
de alta afinidad (HGA) cubren la superficie de la proteina (estabilizacién electrostatica),

las regiones de menor afinidad (RGI y RGII) se extienden fuera de la superficie en el



liquido y contribuyen a la estabilizacion estérica (Nakamura, Yoshida, Maeda, &

Corredig, 2006).

Figura 4. Enlaces de pectina hacia las cargas positivas de la superficie de la
proteina por puentes con grupos carboxilo libres (http://www.herbstreith-fox.de/).

La celulosa es un polisacarido formado por unidades repetidas de celobiosa, cada
unidad esta compuesta de dos unidades de anhidroglucosa (AGU) unidas por un
enlace B [1-4]. El nimero de AGU se conoce como grado de polimerizacion. Cada
AGU contiene tres grupos hidroxilo, el nUmero de grupos hidroxilos sustituidos se
conoce como grado de sustitucion (DS). La CMC es un derivado de la celulosa,
también se la denomina sodio carboximetil celulosa o goma celulosa. En teoria, CMC
puede tener un DS maximo de 3. Comercialmente se permite un DS por encima de
1,5. Un DS por debajo de 0,4 da lugar a una CMC insoluble (Imeson, 2010).

CH,0OCH,COONa CH,0H OCH;COONa
€ Q OCHzc:ooma Jd:?f W
CH50H OCH,COONa  CH,OH

Figura 5. Estructura quimica de CMC. Reproducida con el permiso de Hercules
incorporated, filial de Ashland Inc (Imeson, 2010).
CMC se utiliza en la estabilizaciéon de bebidas proteicas de bajo pH. La naturaleza
anionica de la CMC provoca una interaccidn con las cargas positivas de la proteina
cerca de su punto isoeléctrico. EI complejo CMC-proteina formado permite la

estabilizacién de la bebida (Imeson, 2010).



2. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es estudiar la estabilidad de una bebida lactea
acidificada enriguecida en proteina mediante el uso de dos estabilizantes, pectinas y
CMC.

Los objetivos secundarios son:

e Estudiar la influencia de diferentes pectinas y CMC del mercado en la
estabilidad de las bebidas acidas enriquecidas en proteina.

e Evaluar el efecto de diferentes parametros del proceso de elaboracion de las
bebidas acidas enriquecida en proteinas sobre la estabilidad de la bebida, con
las mejores opciones de pectinay CMC.

e Buscar la combinacion 6ptima de estabilizante y optimizar la dosis y variables

del proceso que permitan una Optima estabilizacion de la bebida acidificada.

3. Materiales y métodos

3.1. Ingredientes, materiales y equipos
Para la preparaciéon de las bebidas acidificadas se ha utilizado una leche enriquecida
en proteina: Leche Pascual Desnatada 0 % PRO (Calidad Pascual S.A.U), que esta
compuesta por leche desnatada, proteinas de la leche (2%) y estabilizante (E-452). Se
usaron pectinas y CMC comerciales recogidas en las Tablas 1 y 2, el edulcorante
utilizado fue sucralosa SPLENDA® Sucralose-DFF-1 (Tate & Lyle) y el acido fue L-
lactico PURAC® FCC 80 (Purac Bioquimica, s.a).

Se han utilizado balanzas FC6CCE-S y CP 3202 S y balanza de precision BP 211 D
(Sartorius AG) para el pesado de los ingredientes y agitadores de hélice con indicador
digital RW 20 digital (IKA®-Werke GmbH & Co. KG) para la mezcla de la leche y el
resto de ingredientes, un pHmetro CRISON GLP22 (Crison Instruments, S.A.) para
medir el pH durante la acidificacion de la bebida y un homogeneizador en dos etapas

(GEA Niro Soavi SN3006L ) para la homogenizacién de la bebida.



Tabla 1. Pectinas comerciales utilizadas en el estudio

Pectina  Ref comercial Proveedor Caracteristicas

PC1 YM-115-L CPKelco Pectina HM

PC 2 LM-107-AS-YA Premium ingredients (datos no disponibles)

PC 3 30-CS-YA Premium ingredients (datos no disponibles)

PC4 CY 025 Herbstreith & Fox Pectina LM amidada

PC5 CM 020 Herbstreith & Fox Pectina LM amidada

PC 6 AYS 407c Cargill (datos no disponibles)

PC7 AYD 3080 SB Cargill (datos no disponibles)

PC 8 XPQ-EMP4 Cargill (datos no disponibles)

PC9 CM-L Herbstreith & Fox Pectina LM amidada

PC 10 CM 203 Herbstreith & Fox Pectina LM amidada

PC 11 YM 100H Premium-CPKelco Pectina HM

PC 12 YM-150-H Premium ingredients Pectina HM

PC 13 YM-100-H Premium Ingredints Pectina HM

PC 14 AcidMilkPectin Cargill Pectina Citrica HM

PC 15 AMP 285 Cargill (datos no disponibles)

PC 16 AYD 10 Cargill (datos no disponibles)

Tabla 2. CMC comerciales utilizadas en el estudio

CMC Ref comercial Proveedor Caracteristicas
CMC 1 APH-B [N]. kelcogel CPkelco CMC + goma gelana
CMC 2 7LF/32262 (FMC9) Blanose (datos no disponibles)
CMC 3 CMC G CONDIO (datos no disponibles)
CMC 4 HND Cekol (datos no disponibles)
CMC5 3668547 LP CMG (datos no disponibles)

La homogenizacion, que habitualmente se realiza para conseguir una distribucién
uniforme de la grasa, también se usa en productos desnatados, como es el caso de
este estudio, para conseguir complejos de proteina-estabilizante mas pequefios y una

dispersién homogénea en la leche.
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La Fig. 6. muestra la imagen del homogeneizador utilizado. El equipo disponia de una
bomba de alta presién que eleva la presion de la leche desde la entrada (0,8-2,2 bar)
hasta la presiobn de homogenizacion (150+20 bar).

a) b)

Figura 6. a) Homogeneizador GEA Niro Soavi SN3006L.
(http://www.directindustry.com/), b) Cabezal de homogenizacién en dos etapas: 1)
Primera etapa 2) Segunda etapa (Go6sta Bylund, 1996).

En este estudio se ha trabajado con un homogeneizador en dos etapas, para
aumentar la eficacia de la homogenizacion. En la primera etapa, la homogenizacion se

realiza a un 75 % de la presion total, y en la segunda a un 25 % (Gosta Bylund, 1996).

Para el precalentamiento, pasteurizacion y enfriamiento de las bebidas se han utilizado
bafios termostaticos Precisterm y Digit-cool (JP SELECTA S.A.). Para la evaluaciéon
del sedimento (%) de las bebidas se ha utilizado la centrifuga 5804 R (Eppendorf AG).

También se ha utilizado material diverso de laboratorio: vasos de acero inoxidable de 1
L, vasos de precipitados, cucharillas, pipeta Pasteur, tubos Falcon para centrifuga,
gradilla, botellas Pirex de 1 L, botellas PET de 300 ml.

3.2. Elaboracion de las bebidas
Las bebidas han sido elaboradas en planta piloto. Para su preparacion se utilizé como
ingrediente principal leche desnatada enriquecida en proteinas (4,8 %) de origen
lacteo enriquecidas en calcio, acido lactico, edulcorante y un estabilizante. Como

estabilizantes se utilizaron diferentes pectinas y carboximetilcelulosas comerciales.
11



Se siguieron los siguientes pasos para el procesado estandar de las bebidas. Los
ingredientes (a excepcion del acido lactico) de las muestras fueron mezclados en
vasos de acero inoxidable de 1 L. Para conseguir una buena homogenizacién se
usaron agitadores de hélice con indicador digital. La acidificacion de la muestra se
realiz6 afadiendo &cido lactico con pipeta Pasteur y midiendo el pH de la muestra con
pHmetro de manera continua hasta llegar al pH deseado. Una vez preparada la
muestra, esta fue precalentada a 50-60 °C en bafio de agua. La homogenizacién de la
muestra se realiz6 en un homogeneizador de dos fases, a presion 150 + 20 bares, tras
la homogenizacion se envasé en botellas Pirex de 1 L. El tratamiento térmico de
pasteurizacion se realizdé en un bafio a 95°C. Finalmente las muestras se envasan a
temperatura ambiente, se envasaron en botellas de 330 ml de plastico PET en

campana de flujo laminar.

3.3. Disefno de los experimentos
En una primera fase se ha evaluado la estabilidad de las pectinas y CMC a dosis y pH

de aplicacion recomendado por el fabricante.

Para conocer en mas profundidad la mejor pectina y la mejor CMC, en la segunda fase
se ha estudiado el efecto de diferentes factores de influencia en la estabilidad de las
muestras. Algunos relacionados con la formulacién de la bebida, y concretamente con
la accion del estabilizante utilizado: -tipo de estabilizante, dosis de utilizacién y pH de
aplicacion-, y otros con el propio proceso aplicado al producto, nimero de

homogenizaciones y su ubicacion en el proceso.

e Tipo de estabilizante: Pectinay CMC
¢ Dosis de utilizacion de estabilizante (g/100 g bebida):
e Pectina: 0,60 % (D1), 0,65 % (D2), 0,70 % (D3), 0,75 % (D4).
e CMC: 0,60 % (d1), 0,70 % (d2), 0,80 % (d3).
e pH de aplicacion:
e Pectinas: 4,05 (1), 4,15 (2), 4,25 (3)
e CMC: 4,25 (A), 4,35 (B)

Para evaluar el efecto del tipo de procesado, para ambos estabilizantes, se disefiaron
4 procesos diferentes a partir del proceso estandar, donde se cambi6é el numero de
homogenizaciones (1 6 2) a 150 + 20 bares y a 50-60 °C y su ubicacion dentro del

proceso, cuyo esquema se muestra en la Tabla 3.
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o Proceso 1(estandar): la homogenizacion se realiz6 después de acidificar.

o Proceso 2: la homogenizacion se realiz6é antes de acidificar.

o Proceso 3: Se realizaron dos homogenizaciones, antes y después de acidificar.
o Proceso 4: Se realizaron dos homogenizaciones, antes y después de

pasteurizar.

Tabla 3. Etapas de elaboracion de las muestras para cada uno de los 4 procesos

evaluados.
Etapas Proceso 1 Proceso 2 Proceso 3 Proceso 4
1 Mezclado Mezclado Mezclado Mezclado
2 Acidificacion Homogenizacion Homogenizacion Acidificaciéon
3 Homogenizacién Acidificaciéon Acidificacion Homogenizacion
4 Pasteurizacion Pasteurizacién Homogenizacion Pasteurizacién
5 Enfriamiento Enfriamiento Pasteurizacion Homogenizacién
6 Envasado Envasado Enfriamiento Enfriamiento
7 Envasado Envasado

Se realizé el estudio de todas las combinaciones de las variables a evaluar. Para el
estudio con pectinas fue un disefio factorial de 3 factores, dosis x pH x Proceso
(4x3x4), con un total de 48 muestras. Para el estudio con CMC, dosis x pH x Proceso
(3x2x4), con un total de 24 muestras.

En la tercera fase de este estudio con el objeto de profundizar en el efecto de la etapa
de homogenizacion sobre la estabilidad de las bebidas, se realiz6 un estudio, tanto
para bebidas estabilizadas con pectina como para bebidas estabilizadas con CMC, de

los siguientes parametros:
o Efecto de la presion de homogenizacién en el proceso 4.

Para este estudio se realiz6é un disefio de experimentos, donde se combinan la presiéon
de la 12 homogenizacion (100, 150 y 200 bares) y la presion de la 22 homogenizacion
(50,100 y 150 bares), estas experimentaciones se realizaron todas a 55 °C, a una
dosis fija (0,7% pectina y 0,65% CMC) y a un pH fijo (4,15 para pectinas y 4,35 para
CMC) y estan recogidas en la Tabla 4.

13



Tabla 4. Disefio experimental para el estudio del efecto de la presion de
homogenizacién en el proceso 4.

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Presion 100 150 200 100 150 200 100 150 200
12 Homogenizacion (bar)

Presién

23 Homogenizacion (bar) 50 50 50 100 100 100 150 150 150

e Efecto de la temperatura de homogenizacion en el proceso 4: proceso en frio
(7°C) y proceso en caliente (55°C) y con dosis variables de estabilizante.

Para este estudio se realiz6 el disefio de experimentos recogido en la Tabla 5, donde
se combinan las dosis (4 diferentes) y las diferentes temperaturas de homogenizacion.
El pH de aplicacién fue 4,15 para pectinas y 4,35 para CMC

Tabla 5. Disefio experimental para el estudio del efecto de la temperatura de
homogenizacién en el proceso 4.

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8
Dosis (%) 055 06 065 0,7 055 06 065 0,7
Temperatura (°C) 7 7 7 7 55 55 b5 55

3.4. Métodos de evaluacion
Las muestras han sido evaluadas por cuatro métodos. Un método objetivo que
consiste en la determinacion cuantitativa del sedimento, y tres métodos subjetivos, dos
de ellos semi-cuantitativos que se establecieron mediante la observacion del
sedimento visual y de la estabilidad de las muestras. Por ultimo se evaluaron las

muestras organolépticamente.

3.4.1. Determinacion cuantitativa del sedimento
Se realiz6 la determinacién de sedimento mediante centrifugacion. Se pesaron 45 g de

muestra en un tubo Falcon de 50 ml, y se centrifugaron a 4420 rpm, 20 minutos a 20
°C. El resultado se estableci6 a partir del volumen del sedimento expresado en

porcentaje respecto al volumen inicial.

3.4.2. Evaluacion semi-cuantitativa del sedimento
Se realiz6 una comprobacién visual semi-cuantitativa de la estabilidad del producto a

lo largo del tiempo. Para ello, de cada muestra se guardaban dos botellas de 275 ml.
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Una de las muestras se mantenia en reposo total mientras que la otra se agitaba de
una a dos veces al dia a lo largo del tiempo. Las muestran se almacenaban en el
laboratorio a temperatura ambiente y estaban a la luz. Sobre la muestra agitada se
evaluaba el sedimento de forma visual. Inclinando ligeramente la botella, se asignaba
una puntacion del 1-5 en funcion de la cantidad de sedimento depositado en el fondo

de la botella, como se observa en la Fig.7.

Figura 7. Escala para evaluar el sedimento visual. Puntuacion 1: ausencia de
sedimento.

La falta del establecimiento de un fondo de escala claro hizo que los resultados de
esta determinacién fuesen poco precisos y coherentes, por lo que no se van a
presentar en esta memoria. Sin embargo si nos ayudaron durante la realizacion de los
ensayos a confirmar la utilidad de ciertas dosis y condiciones de experimentacion,

sobre todo en los ensayos preliminares.

3.4.3. Evaluacion de la estabilidad

La estabilidad de la bebida se establecia mediante la observacion de la separacion de
fases alcanzada en la botella tras una semana de almacenamiento (a temperatura
ambiente y expuesta a la luz) en botella y la evaluacion de la altura de la capa de
liquido separado. En la Fig. 8 se observan 5 muestras de bebidas lacteas acidificadas
con distintos grados de estabilidad (desde la més estable, primera por la izquierda
hasta la mas inestable, primera por la derecha), las muestras fueron clasificadas en
estables o inestables a una semana después de su preparacion, como se observa en
la Fig. 8.
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Figura 8. Clasificacion de muestras estables (las dos muestras de la izquierda) e
inestables (las tres muestras de la derecha). La linea continua indica el nivel de
volumen de la muestra y la linea discontinua indica la separacion de fases de la

muestra.

3.4.4. Analisis organoléptico
Las muestras se evaluaron organolépticamente respecto a textura y sabor. Esta
evaluacion fue realizada por dos personas en el laboratorio. El objetivo era conseguir
una textura fina, ligera y sin defectos apreciables en boca.
Este analisis se realiz6 solo para comprobar que las bebidas no presentaban texturas
0 sabores raros. No se realizé ningun tratamiento de los datos recogidos. Solo se

pretendia descartar aquellas condiciones que conducian a productos desechables.

3.5. Analisis de datos
Tras una primera clasificacion con las muestras estables e inestables, se realiz6 un
tratamiento estadistico de los datos con las muestras que fueron estables. Todos los
andlisis estadisticos de este trabajo se realizaron con el programa informatico de
estadistica STATGRAPHICS Centurion XVI (StatPoint Technologies, 2009).

Se realizaron andlisis de varianza (en adelante ANOVA) multivariante. EI método
empleado para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher.
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4. Resultados y discusion

Este estudio se ha dividido en tres fases, la primera fase ha consistido en el estudio de
la estabilidad y organolepsia que proporcionan a las bebidas lacteas acidificadas
diferentes tipos de pectinas y CMC existentes en el mercado. En la segunda fase se
ha estudiado la influencia de determinados factores en la estabilidad de las bebidas
estabilizadas con la mejor opcion de pectina y CMC. Los tres factores fueron la dosis
de estabilizante, el pH aplicado y el tipo de proceso. Por ultimo, en la tercera fase se

ha estudiado la caracterizacién de la etapa de homogenizacién dentro del proceso.

4.1. Fase |: Estudio de estabilidad de pectinas y CMC
Para esta primera fase del estudio se siguieron los pasos descritos en el apartado 3 de
esta memoria para la preparacion de las muestras. Solo se evalud la estabilidad de las
muestras. Se evaluaron 16 pectinas y 5 CMC. Las dosis de utilizacién, estabilidad,
sedimento visual y organolepsia de las muestras se recogen en las tablas 6 (pectinas)
y 7 (CMC). Las dosis de utilizacion y rango de pH se seleccionaron atendiendo a las

recomendaciones del fabricante. El pH aplicado en pectinas fue 4,15y en CMC 4,25.

De las 16 pectinas diferentes, solo 2 pectinas fueron estables, la pectina 1 y la pectina
12. Se eligié la pectina 1 para la segunda fase de este trabajo ya que presenté mejor

sedimento visual y mejores caracteristicas organolépticas en cuanto a su sabor

En el caso de las CMC solo una de las muestras fue estable, la CMC 1.
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Tabla 6. Dosis de uso y evaluacion de las muestras estabilizadas con pectinas (PC).

Pectina Dosis usada (%) Estabilidad Sedimento Visual  Organoléptico

Sabor adecuado

PC1 0,7 Si 1
y textura arenosa
PC?2 0,7 No * *
PC3 0,7 No * *
PC 4 0,7 No * *
PC5 0,7 No * *
PC 6 0,7 No * *
PC7 0,7 No * *
PC8 0,7 No * *
PC9 0,7 No * *
PC 10 0,7 No * *
PC 11 0,7 No * *
pC 12 07 S ) Sabor anébmalo y
textura ligera
PC 13 0,7 No * *
PC 14 0,7 No * *
PC 15 0,7 No * *
PC 16 0,7 No * *

*Estas muestras no fueron estables para su evaluacion del sedimento visual y

organolepsia.

Tabla 7. Dosis usada y evaluacién de las muestras estabilizadas con CMC

CMC  Dosis usada (%) Estabilidad Sedimento Visual Organoléptico

CMC 1 0,7/0,9 Si/Si 2/1 Suave/Arenosa
CMC 2 0,05/0,2/0,5 NO * *
CMC 3 0,05/0,2/0,5 NO * *
CMC 4 0,05/0,2/0,5 NO * *
CMC5 0,05/0,2/0,5 NO * *

*Estas muestras no llegaron a ser estables para evaluar el sedimento visual y la

organolepsia.
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4.2. Fase ll: Estudio de lainfluencia de la dosis de estabilizante, pH
de aplicacion y tipo de procesado
Una vez seleccionada la mejor pectina y la Unica CMC estable a utilizar en el estudio,
se realizaron el resto de ensayos, en los que se estudio la influencia en la
estabilizacién de las bebidas de tres factores: dosis, pH de aplicacion y tipo de
proceso.

4.2.1. Estabilizacién con pectina
En la Tabla 8 se recogen los resultados de estabilidad y sedimento (%) de las

muestras, obtenidos para las bebidas estabilizadas con la PC 1.

Tabla 8. Resultados de estabilidad y sedimento (%) de cada una de las muestras
estabilizadas con la PC 1.

Muestra Dosis pH Proceso Estabilidad Sedimento (%)

1 D1 1 1 Sl 22,5
2 D1 2 1 Sl 23,5
3 D1 3 1 NO 21,14
4 D1 1 2 Sl 31,1
5 D1 2 2 * *
6 D1 3 2 NO

7 D1 1 3 Sl 24,4
8 D1 2 3 Sl 22,2
9 D1 3 3 NO 22,2
10 D1 1 4 NO 14,9
11 D1 2 4 Sl 29,9
12 D1 3 4 Sl 22,2
13 D2 1 1 Sl 24,4
14 D2 2 1 Sl 29,65
15 D2 3 1 Sl 22,2
16 D2 1 2 Sl 34,4
17 D2 2 2 Sl 46,7
18 D2 3 2 NO 22,2
19 D2 1 3 Sl 20
20 D2 2 3 NO 17,8
21 D2 3 3 Sl 33,3
22 D2 1 4 Sl 22,2
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23 D2 2 4 Sl 22,1
24 D2 3 4 Sl 21,75
25 D3 1 1 * *

26 D3 2 1 Sl 26,7
27 D3 3 1 Sl 24,4
28 D3 1 2 NO 50,7
29 D3 2 2 Sl 61,3
30 D3 3 2 NO 24,2
31 D3 1 3 Sl 27,9
32 D3 2 3 Sl 27,8
33 D3 3 3 Sl 33,3
34 D3 1 4 Sl 26,3
35 D3 2 4 NO 22,2
36 D3 3 4 Sl 21,1
37 D4 1 1 Sl 38,9
38 D4 2 1 Sl 83,3
39 D4 3 1 NO 25,7
40 D4 1 2 Sl 44,4
41 D4 2 2 NO 44,4
42 D4 3 2 NO 47,1
43 D4 1 3 Sl 33,3
44 D4 2 3 Sl 37,5
45 D4 3 3 Sl 35,6
46 D4 1 4 Sl 25,55
47 D4 2 4 Sl 23,4
48 D4 3 4 Sl 23,4

*Muestras no realizadas.

El porcentaje de muestras estables respecto del total de muestras estabilizadas con la
PC 1 fue de un 60 %.

Las muestras que resultaron inestables fueron eliminadas al cabo de 1 semana. A
partir de los resultados de sedimento (%) obtenidos, s6lo de las muestras que fueron
estables, se realizé un ANOVA de tres factores. Los resultados obtenidos para este
andlisis se encuentran recogidos en la Tabla 1 del Anexo I. Los p-Valores obtenidos

para el factor Dosis (%) y el factor Proceso fueron en ambos casos menores a 0,05.
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En el caso del factor pH, el p—Valor fue superior a 0,05, al igual que ocurrié con los p-
Valores de las interacciones dobles: Dosis (%) x pH y Dosis (%) x Proceso.

Solo los factores de Dosis (%) y Proceso ejercieron un efecto estadisticamente
significativo sobre el sedimento (%) con un 95,0% de nivel de confianza. El pH del
medio, dentro del intervalo estudiado, no tuvo un efecto estadisticamente significativo
sobre el sedimento (%), lo que indica que los valores aplicados, que estuvieron dentro
del rango recomendado por el fabricante, eran todos ellos igual de validos. Por ello, a
continuacién se estudiara el efecto de la dosis y el proceso, promediando los valores

obtenidos a los diferentes valores de pH.

Se realiz6 un ANOVA multifactorial de dos factores, dosis y proceso y su interaccion
doble, los resultados de p-Valor, que podemos encontrar en la Tabla 2 del ANEXO 1.,
demostraron que la dosis, el proceso y la interaccién entre estos factores es
estadisticamente significativa sobre el sedimento (%) con un nivel del 95,0% de

confianza. Cada proceso influye de diferente manera para cada dosis.

En la Fig. 9. se muestran las medias del sedimento (%) en cada proceso. Se observa
como para los procesos 1y 2, el sedimento (%) ha sido mas elevado que para los
procesos 3 y 4, esto es debido a que los proceso 1 y 2 solo tienen una

homogenizacion.
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Figura 9. Medias del sedimento (%) para cada proceso

Se realiz6 un andlisis estadistico de comparacion multiple llamado Pruebas de Mdltiple
Rangos para cada uno de los factores estudiados (dosis y proceso), que se encuentra

recogido en las Tablas 6 y 7 del ANEXO I. A partir del cual se puede determinar que
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medias de sedimento (%) (Tabla 5. Anexo I) son significativamente diferentes de otras.

Los resultados de este analisis se encuentran recogidos en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de sedimento (%) para cada una de las interacciones entre dosis
y proceso evaluados.

D1 D2 D3 D4
Proceso 1 23%A 25,423 25,55A 61,1°*
Proceso 2 31,1%8 40,55% 61,328 44,48
Proceso 3 23,3%¢ 26,65%¢ 29,66%°4¢ 35,46"¢
Proceso 4 26,05% 22,02%¢ 23,7%°¢ 24,11

Sedimento (%) con letras diferentes son significativamente diferentes de otros. Letra
minUsculas indican diferencias entre las dosis y letras mayusculas indican diferencias entre los

procesos.

Entre los procesos 3 y 4 no existen diferencias estadisticamente significativas, pero las
muestras procesadas mediante el proceso 4 presentan menor sedimento (%), lo que
indica que seria un proceso mas adecuado. En el proceso 4 se realizO una
homogenizacion tras la pasteurizacion, esta homogenizacion puede ser clave para dar
el acabado final a la bebida, ya que como se ha indicado en la introduccién de este
trabajo, el tratamiento térmico puede contribuir a la agregacion de las micelas. La
homogenizacion después de la pasteurizacion consigue romper las posibles

agregaciones que se hayan producido.

El p-Valor del factor dosis (Tabla 2. Anexo l.) indica que existe una diferencia
significativa entre las medias de sedimento (%) de una dosis y otra, con un nivel del
95,0% de confianza. En la Fig. 10. se observa que a medida que aumenta la dosis de
pectina, aumenta el sedimento (%).

En cuanto a la estabilidad (%) obtenida con cada una de las dosis (Tabla 10), la dosis
D3 es con la que mas muestras estables se han obtenido, seguida por D4, seguida por
D2 y finalmente por D1.

Tabla 10. Estabilidad (%) para cada una de las dosis de uso de PC

Dosis Estable Inestable Total % Estabilidad
D1 8 7 15 53
D2 14 9 23 61
D3 10 5 15 67
D4 10 6 16 63
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Figura 10. Medias del % de Sedimento para cada dosis.

La pectina afiadida a las bebidas lacteas acidificadas estd compuesta por una fraccion
efectiva y otra no efectiva, es decir que una fraccion es absorbida en las micelas de
caseina y otra fraccibn se encuentra disuelta en el suero. El 20 % de la pectina
afiadida interacciona con la micela de caseina y el 80 % restante se encuentra
envuelto en una red tridimensional de caseina-pectina. Esta fraccion (80%) es crucial
para una adsorcion suficiente de pectina en el proceso de mezclado de la leche con la
pectina (Tromp, de Kruif, van Eijk, & Rolin, 2004). Esto explica porque las dosis mas
altas de pectina son las que obtienen una mayor estabilidad del producto. Una parte
de esa pectina esta formando una capa que recubre el complejo proteina-pectina y
otra parte se encuentra formando una red tridimensional, pero no esta absorbida en la
caseina. En la Fig. 8 observamos que el sedimento (%) aumenté a medida que
aumento la dosis de pectina. En base a esto, las dosis mas adecuadas de pectina
serian las dosis bajas, ya que producen un menor sedimento, y este aspecto es
indeseable en estos productos. Pero el objetivo es obtener una bebida estable, por ello
serian mas adecuadas las dosis altas de pectina frente a las dosis bajas aunque el

sedimento (%) sea menor.

4.2.2. Estabilizacién con CMC
En la Tabla 14 se presentan los resultados de estabilidad y sedimento (%) para las

muestras estables, obtenidos para las bebidas estabilizadas con CMC.

El porcentaje de muestras estables respecto del total de muestras estabilizadas con

CMC fue tan solo de un 23 % (8 muestras estables de 24). A la vista de estos
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resultados no procedié seguir realizando estudios sobre las muestras estabilizadas
con CMC.

Tabla 11. Resultados de estabilidad y sedimento (%) obtenidos con cada una de las
muestras estabilizadas con CMC.

Muestra Dosis pH Proceso Estabilidad Sedimento (%)

1 di A 1 Sl 26,1
2 di B 1 Sl 23,4
3 di A 2 NO 33,3
4 di B 2 NO 35,9
5 di A 3 NO 26,65
6 di B 3 NO 26,8
7 dl A 4 NO 17,5
8 dl B 4 NO 17,7
9 d2 A 1 Sl 40
10 d2 B 1 Sl 33,9
11 d2 A 2 Sl 34,4
12 d2 B 2 NO 33,2
13 d2 A 3 NO 31,5
14 d2 B 3 NO 23,1
15 d2 A 4 Sl 22,2
16 d2 B 4 NO 21
17 d3 A 1 NO 41,65
18 d3 B 1 *

19 d3 A 2 Sl 41,1
20 d3 B 2 *

21 d3 A 3 Sl 38,9
22 d3 B 3 *

23 d3 A 4 *

24 d3 B 4 *

*Muestras no realizadas
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4.3. Fase lll: Caracterizacion de la homogenizacion
La dltima fase del estudio se realizé para conocer con mas detalle la etapa de
homogenizacion, estudiando el efecto de la presidén y de la temperatura en esta etapa.
Para estos experimentos con la pectina 1 como estabilizante, se fijo una dosis (0,7 %),

pH (4,15) y proceso (4) con el fin de evitar las muestras inestables.

4.3.1. Estudio del efecto de la presién de homogenizacion
En la Tabla 12 se recogen los resultados de sedimento (%) obtenidos con cada

muestra.

Tabla 12. Sedimento (%) obtenidos con las muestras estabilizadas con la pectina 1 a
55 °C.

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sedimento (%) 16,3 196 12,6 189 256 174 21,7 23,9 21,7

Se realiz6 un ANOVA Multifactorial de dos factores (presion de la 12 homogenizacion y
presion de la 228 homogenizacion). Los p-Valores obtenidos demostraron que tanto la
12 homogenizacion como la 22 homogenizacion tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre el sedimento (%) con un 95,0% de nivel de confianza. Este analisis
estadistico se encuentra recogido en la Tabla 3 del Anexo I.

En la Fig. 11. se observa que el sedimento (%) mas bajo ha sido obtenido en la
muestra tratada a una presion alta (200 bares) en la primera homogenizacién y a una
presion baja (50 bares) en la segunda homogenizacion. El incremento de la presion de
homogenizacién da lugar una disminucion de la cantidad de sedimento. Una
homogenizacibn mas intensa podria resultar en un incremento del numero de
pequefias particulas de proteina, lo cual requeriria una cantidad mayor de pectina para
cubrir todas esas pequefias particulas (Sedimeyer, Brack, Rademacher, & Kulozik,
2004). En este caso las bebidas han permanecido estables por lo que la dosis de 0,7

% de pectina es adecuada.

El descenso del sedimento (%) con un incremento de presion en la homogenizacion
indica que la reaccion entre las cadenas de pectina y las particulas de proteina
comienza durante la homogenizacion. La formacién de una capa de pectina sobre las
particulas de caseina previene la reagregacion de esas particulas, aumentando la

estabilidad de la bebida lactea acidificada (Sedlmeyer et al., 2004).
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Figura 11. Comparacién de la variacion del % de sedimento en funcién de la presién
de la primera homogenizacion para diferentes presiones en la segunda
homogenizacion (50 bar ¢ , 100 bargg , 150 bar 4 ).

En la segunda homogenizacion se bajo la presion, ya que es en la primera
homogenizacion donde va a producirse la reaccion entre pectina y caseinas. Por lo
tanto en la segunda homogenizacion las pectinas y proteinas se encuentran
completamente unidas y se realiza sélo para romper posibles grandes agregados en la
mezcla y para que las particulas que puedan haberse separado, a causa de las altas

temperaturas en la pasteurizacion, se vuelvan a agregar.

4.3.2. Estudio del efecto de la temperatura de homogenizacion
A continuacién en la Tabla 13, se recogen los resultados de sedimento (%) obtenidos
de los ensayos realizados para estudiar el efecto de la temperatura de
homogenizacion.

Tabla 13. Resultados de sedimento (%) obtenidos con dosis y temperaturas variables,

a pH final 4,15 y aplicando el proceso 4 (150+20 bar).

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8
Sedimento (%) 16,8 21,1 255 26,7 16,6 239 21,1 16,3

Con estos resultados se realiz6 un ANOVA de dos factores, dosis y temperatura,
cuyos resultados se encuentran recogidos en la Tabla 4 del ANEXO I. Ningun p-Valor
fue menor que 0,05, ninguno de los factores tiene un efecto estadisticamente

significativo sobre el sedimento (%) con un 95,0% de nivel de confianza. A pesar de
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que la temperatura no tenga un efecto estadisticamente significativo, en la Fig. 12. se
observa como a partir de una dosis de pectina de 0,6 %, a una temperatura alta (55
°C), el % de sedimento disminuye, al contrario que para una baja temperatura de 7 °C,
para la cual el sedimento (%) aumenta.

Estos datos sugieren que si puede haber un efecto significativo de la temperatura pero
gue no existen las muestras necesarias para alcanzar la significacion. La experiencia

en este tipo de productos ha servido también para afirmar que la homogenizacion en
caliente es mas efectiva que en frio.

30

25
20 ¢
15

10

Sedimentacion (%)

0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75
Dosis (%)

Figura 12. Variacion de sedimento (%) a medida que aumenta la dosis de pectina para
diferentes temperaturas (7 °C¢ , 55°C g ).

5. Conclusiones

A partir de los resultados experimentales de este estudio, se llega a las siguientes
conclusiones:

e La pectina es mejor estabilizante que la CMC para este tipo de bebidas. La
pectina 1 es el estabilizante mas adecuado para conseguir la estabilidad de una
bebida lactea acidificada con alto contenido en proteina. No todas las pectinas
del mercado son validas para la estabilizacion.
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e Los resultados estadisticos afirmaron que los valores de pH entre 4,00-4,30 no
son significativos. Pero segun la experiencia de este estudio, los valores de pH
de 4,05y 4,15 son mas adecuados para la estabilidad de la muestra que el valor
de 4,25.

e La dosis més baja (D1) aporto el sedimento (%) méas bajo, pero el porcentaje de
muestras estables para esa misma dosis fue muy bajo. La dosis 6ptima mas
adecuada para la estabilizacion seria la D3, que a pesar de obtener un alto
sedimento (%), fue la dosis con mayor porcentaje de muestras estables.

e EIl proceso 4 (2 homogenizaciones) fue el proceso con el cual se obtuvieron
menores cantidades de sedimento (%).

e En cuanto a la presidbn de homogenizacion, los mejores resultados fueron
obtenidos a presiones altas en la 12 homogenizacion (200 bares) y presiones
bajas en la 22 homogenizacion (50 bares).

¢ Existe una tendencia favorable hacia el procesado en caliente (55 °C).

e Larecomendacion final para estabilizar una bebida lactea acidificada enriquecida
en proteina seria la siguiente:

e Estabilizante: Pectina 1

e Dosis: 0,7 %

e pH: 4,05-4,15

e Proceso 4: Presion de la 12 homogenizacion: 200 bar y presion 22
homogenizacion: 50 bar, a una temperatura de 55 °C.
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8. Anexos

ANEXO |: Analisis de Datos Estadisticos

Tabla 1. Andlisis de Varianza Multifactorial para % Sedimento.

Suma de Cuadrado
Fuente Raz6n-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Dosis (%) 1070,54 3 356,848 4,58 0,0288
B:pH 148,709 2 74,3544 0,96 0,4172
C:Proceso 1015,05 3 338,349 4,35 0,0333
INTERACCIONES

AB 223,949 6 37,3249 0,48 0,8094
AC 1451,36 9 161,262 2,07 0,1359

RESIDUOS 778,294 10 77,8294

TOTAL (CORREGIDO) 5391,59 33

Tabla 2. Andlisis de Varianza Multifactorial para % Sedimento.

Sumade Cuadrado
Fuente _ Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Dosis (%) 1035,84 3 345,279 4,93 0,0113
B:Proceso 1401,32 3 467,107 6,68 0,0032
INTERACCIONES
AB 1726,49 9 191,832 2,74 0,0328
RESIDUOS 1259,53 18 69,9737
TOTAL (CORREGIDO) 5391,59 33
Tabla 3. Andlisis de Varianza Multifactorial para % Sedimento.
Sumade Cuadrado .
Fuente Cuadrados Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Presion 22 Homo (bar) 62,4622 2 31,2311 9,84 0,0285
B:Presion 12 Homo (bar) 53,1822 2 26,5911 8,38 0,0371
RESIDUOS 12,6978 4 3,17444
8

TOTAL (CORREGIDO) 128,342
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Tabla 4. Andlisis de Varianza Multifactorial para % Sedimento.

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 15,125 1 15,125 0,86  0,4233
B:Dosis 42,78 3 14,26 0,81 0,5681
RESIDUOS 53,055 3 17,685
TOTAL (CORREGIDO) 110,96 7

Tabla 5. Medias por Minimos Cuadrados para % Sedimento con intervalos de
confianza del 95,0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
Dosis (%) por Proceso

0,6 %, 1 2 23,0 5,91 10,57 35,42
0,6 %, 2 1 31,1 8,36 13,52 48,67
0,6 %, 3 2 23,3 5,91 10,87 35,72
0,6 %, 4 2 26,05 5,91 13,62 38,47
0,65 %, 1 3 25,42 4,83 15,27 35,56
0,65 %, 2 2 40,55 5,91 28,12 52,97
0,65 %, 3 2 26,65 591 14,22 39,07
0,65 %, 4 3 22,02 4,83 11,88 32,17
0,70 %, 1 2 25,55 5,91 13,12 37,97
0,70 %, 2 1 61,3 8,36 43,72 78,87
0,70 %, 3 3 29,66 4,83 19,52 39,81
0,70 %, 4 2 23,7 5,91 11,27 36,12
0,75 %, 1 2 61,1 591 48,67 73,52
0,75 %, 2 1 44,4 8,36 26,82 61,97
0,75 %, 3 3 35,46 4,83 25,32 45,61
0,75 %, 4 3 24,11 4,83 13,97 34,26
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Tabla 6. Pruebas de Mudltiple Rangos para % Sedimento por Dosis (%).

Dosis (%) Casos MedialLS Grupos Homogéneos

0,60 % 7 25,86 X
0,65 % 10 28,66 X
0,70 % 8 35,05 XX
0,75 % 9 41,27 X

Tabla 7. Pruebas de Multiple Rangos para % Sedimento por Proceso.

Proceso Casos MedialLS Grupos Homogéneos

4 10 23,97 X

3 10 28,77 XX
1 9 33,76 X
2 5 44,33 X
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