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RESUMEN

El queso estd compuesto por ciertos productos solidos de la leche, tales como:
proteinas, grasa, minerales, azlcares, etc. Para retener estos compuestos de manera
concentrada la leche es coagulada, ya sea por medio de acido lactico producido por bacterias
o por la adicién de cuajo proveniente del cuarto estdmago de terneros que contienen diversas
sustancias naturales (enzimas) que provocan la coagulacion de la leche.

Existen muchos tipos de quesos asociados a distintos procesos de elaboracion.

Normalmente se identifican las siguientes clases:

— Quesos frescos no madurados, como el queso blanco.

— Queso de pasta blanda, como el Cuartirolo, Port Salut o cremoso.

— Queso de pasta semidura como el queso criollo, Mar del Plata o Fontina.
— Queso de pasta dura como el Reggianito o Sardo.

— Quesos procesados o fundidos.

En este trabajo nos enfocaremos en los quesos de pasta blanda ya que son los de mayor
consumo en Argentina.

El calcio y el fosforo de los quesos se encuentran en mayor medida en agregados
denominados fosfato calcico coloidal (CCP): 3Ca,(P0,),CaH citrato, Cay(P0,),, y
CaHP0,-2H,0, el cual es acido y amorfo (22); Y también se encuentran en menor medida
formando cristales insolubles de lactato de calcio (C4H,,CaOy), fosfato de calcio (Ca,(PO,),)
y fosfatos orgénicos en cadenas residuales de fosfoserina, que forman enlaces covalentes entre
las cadenas peptidicas de las micelas de caseina.

El CCP es de gran importancia ya que actia como agente cementante entre las caseinas
para que puedan formar micelas hidratadas y suspendidas en la leche. Estas micelas son las
que precipitan para formar el queso, generando un gel proteico que encierra al suero y a los
glébulos grasos; esta nueva agregacion de las micelas de caseina genera nuevas uniones entre

ellas, todas dependientes del calcio presente en la matriz y del cloruro de calcio (CaCl,)
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afladido durante la elaboracion que forma nuevas uniones fosfocalcicas, de ahi la importancia
de éste ion en la elaboracion de quesos.

El CCP se disuelve a bajo pH, incrementandose por debajo de pH 5.6 y quedando
completamente disuelto a pH 5.0, esto hace que la concentracion de calcio en el queso sea
completamente dependiente del pH al momento del desuerado, si el pH en el desuerado es
muy acido la concentracién de calcio en el queso serd muy baja y las micelas de caseina
tendran uniones pobres. Una vez desuerado, en la matriz del queso también hay una relacion
de calcio insoluble unido a las caseinas y calcio soluble suspendido en la fase acuosa del
queso, esta relacion puede variar a favor del calcio soluble a medida que el pH del queso
disminuye por accion bacteriana durante la maduracion (23). La fraccion de importancia para
las caracteristicas de la textura del queso es la del calcio insoluble, ya que es el responsable
de mantener unida a la red tridimensional de caseinas, ésta se puede cuantificar midiendo la
capacidad buffer del queso ya que es directamente proporcional a la cantidad de calcio unido
a las micelas; De igual manera, partiendo de una cantidad conocida de calcio total, se puede
calcular por diferencia midiendo el calcio soluble.

Nuestro trabajo consiste en seleccionar el método mas favorable para la extraccion de la
fase acuosa de quesos blandos, provistos por la planta piloto de Chr. Hansen, determinacién

en dicha fase del Calcio y Fosforo solubles y puesta a punto del método.
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ABSTRACT

Cheese is made up of certain solid milk products, such as: proteins, fat, minerals,
sugars, etc. To concentrate these parts, milk is coagulated either by lactic acid produced by
bacteria or by the addition of rennet from the fourth stomach of calves that contain various
natural substances (enzymes) that cause coagulation of the milk.

There are many types of cheeses associated with different manufacturing processes. The

following classes are usually identified:

- Fresh unripened cheeses, like white cheese.

- Soft cheeses, such as Cuartirolo, Portsalut or creamy.

- Semi-hard cheeses, such as Creole cheese, Mar del Plata or Fontina.
- Hard cheeses like Reggianito or Sardo.

- Processed or melted cheeses.

In this work we will focus on soft cheeses because these are the most consumed in

Argentina.
Calcium and phosphorus in cheeses are found mostly in aggregates called colloidal calcium
phosphate (CCP): 3Ca,(P0,),"CaH citrate, Ca,(P0,),, and CaHP0,-2H,0O, which is acid and
amorphous (22); A small quantity is also found as part of insoluble crystals of calcium lactate
(CgH,,Caly), calcium phosphate (Ca,(PO,),) and organic phosphates in residual
phosphoserine chains, which forms covalent bonds between the peptide chains of the casein
micelles .

CCP is very important because it acts as a cementing agent between the caseins, so that
they can form micelles that are hydrated and suspended in the milk. These micelles are the
ones that precipitate to form the cheese, generating a protein gel that encloses the serum and
the fat globules; This new aggregation of the casein micelles generates new bonds between
them, all dependent on the calcium present in the matrix and the calcium chloride (CaCl,)
added during the elaboration that will form new phosphocalcic bonds, therefore the

importance of this ion in the elaboration of cheeses.
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The CCP dissolves at low pH, increasing below pH 5.6 and being completely dissolved
at pH 5.0, this makes the concentration of calcium in the cheese completely dependent on the
pH at the time of draining, if the pH in the drained is very acid the concentration of calcium in
the cheese will be very low and the casein micelles will have poor bonds. Once drained, in the
cheese matrix there is also a relation between insoluble calcium bound to the caseins and
soluble calcium suspended in the aqueous phase of the cheese, this relation can be changing in
favor of the soluble calcium as the pH of the cheese decreases by bacterial action during
maturation (23). The important fraction for the textures characteristics of the cheese is the
insoluble calcium, since it is the one that holds together the three-dimensional network of
caseins, this can be quantified by measuring the buffer capacity of the cheese since it is
directly proportional to the amount of calcium bound to micelles; But in the same way,
knowing previously the amount of total calcium can be calculated by difference by measuring
the soluble calcium.

Our work consists of selecting the most favorable method for the extraction of the
aqueous phase of soft cheeses, provided by the pilot plant of Chr. Hansen, determination in

this phase of soluble Calcium and Phosphorus and validation of the method.
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4- INTRODUCCION

4.1- Relevancia del tema

La leche es un alimento de alto valor biologico. Su riqueza en proteinas, vitaminas y
minerales, la hacen muy importante en la dieta de los seres humanos.

La fraccion mineral se considera de gran importancia tanto desde el punto de vista
nutricional como tecnologico. Mas del 90% del calcio y fosforo absorbido en el cuerpo
forman parte del esqueleto, ademas de participar de otras funciones importantes del
organismo. La fuente fundamental de estos iones en el organismo es la dieta, de alli la
importancia de los productos lacteos.

El queso es la forma de conservacion mas importante de las proteinas y los minerales de
la leche, concentrando todos los solidos (menos los del lactosuero que se eliminan en la
prensada de la cuajada) en una relacion aproximada de 10:1 (22). Por ello siempre ha sido
motivo de estudio la elaboracion del mismo y la mejor conservacion de estos nutrientes.

Conocer con exactitud las cantidades de calcio y fosforo en el queso es fundamental
desde el punto de vista nutricional para saber la proporcion Ca/P ya que determinara la
absorcion del calcio en los intestinos, de mayor importancia para el sistema 6seo y desde el
punto de vista tecnologico para poder cuantificar la relacion de calcio soluble e insoluble y asi
poder hacer modificaciones en la textura del queso o determinar problemas técnicos. Por
ejemplo un déficit de iones calcio en la matriz se puede corregir con el agregado de CaCl2
(cloruro de calcio) para reponer el equilibrio salino en la leche luego del tratamiento térmico

de la leche.




PROYECTO FINAL DE INGENIERIA EN ALIMENTOS: DETERMINACION
DEL CALCIO Y FOSFORO “SOLUBLE EN AGUA” EN QUESOS BLANDOS

Calvete, Ornella y Fretes, Federico German

4.2- Descripcion de la estructura del informe

El informe se divide en bloques generales para una lectura y comprension mas llevadera

de la investigacion:

1. Recopilacion bibliografica: Marco Tedrico.

2. Definicion de los objetivos y el método a implementar (ensayos).

3. Resultados de dichos ensayos.

4. Discusion de las dificultades encontradas durante la investigacion y las soluciones

aplicadas para estas.

5. Conclusiones finales, sobre el método aplicado y sobre las diferentes muestras de
quesos que nos brind6 Chr. Hansen para trabajar.

6. Bibliografia.

7. Anexos.

4.3- Marco Teorico

4.3.1- Leche

La definicion de leche por defecto segun el Codigo Alimentario Argentino dice lo
siguiente "Con la denominacion de Leche sin calificativo alguno, se entiende el producto
obtenido por el orderio total e ininterrumpido, en condiciones de higiene, de la vaca lechera
en buen estado de salud y alimentacion, proveniente de tambos inscriptos y habilitados por la
Autoridad Sanitaria Bromatologica Jurisdiccional y sin aditivos de ninguna especie. La leche
proveniente de otros animales, deberd denominarse con el nombre de la especie productora”.
(Ley 18284 °Cddigo Alimentario Argentino’, Capitulo VIII, Articulo 554 - (Res 22,
30.01.95), actualizado al 03/2019).(32).

10
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De la misma ley se detallan los siguientes requisitos, “La leche destinada a ser
consumida como tal o la destinada a la elaboracion de leches y productos lacteos, deberd

presentar las siguientes caracteristicas fisicas y quimicas: (ver Tabla I)

TABLA I: Caracteristicas fisicoquimicas de la Leche

Requisito Valores aceptados Método de andlisis

Densidad a 15°C 1,028 a 1,034 AOAC 18th Ed. 925.22
Materia grasa (g/100cm3 ) Min. 3,0 ISO 1211/IDF 001:2010
Extracto Seco No Graso (**)

Min. 8,2 ISO 6731/IDF 021:2010
(g/100g)
Acidez (g. Acido

0,14a0,18 AOAC 18th Ed. 947.05
lactico/100cm3 )

. . Méx. -0,512 °C

Descenso crioscopico ISO 5764 — IDF 108:2009

(equivalente a -0,530°H)

Proteinas Totales (N x 6,38) ISO 8968 — 2 — IDF 020-
Min. 2,9
(**) (g/ 100g) 2:2001

(**) Podra ser expresado en su equivalente en g/100cm’ tomando para la conversidn el
valor de densidad (a 15°C) correspondiente.” (Ley 18284 ‘Cddigo Alimentario Argentino’,
Capitulo VIII, Articulo 555 - (Resolucion Conjunta SPRel N°252/2014 y SAGyP N°
218/2014), actualizado al 03/2019).(31).(32).

La leche tiene altas cualidades nutritivas, su riqueza en proteinas, vitaminas y minerales
(calcio, fosforo, etc.) la hacen un componente importante en la dieta de los seres humanos a lo
largo de toda su vida. Las proteinas de la leche se adecuan muy bien a las necesidades

humanas y por lo tanto se consideran de alta calidad. El valor biologico de la proteina de la

11
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leche cruda es 0,9, respecto al maximo de 1,0 asignado a la proteina del huevo entero. Las
proteinas de la leche son ligeramente deficientes en los aminodcidos sulfurados metionina y
cisteina, haciendo que el valor biologico sea ligeramente inferior al 6ptimo ideal. (16)

Los requerimientos de calcio en el nifio y el anciano estan bien cubiertos por la leche.
Esto se debe a que el calcio se encuentra en la leche en alta concentracion (aproximadamente
1 g Ca/1 L leche) y tiene buena biodisponibilidad (del 25 al 50 %) atribuible a la proporcion
ideal en la que se encuentra con el fosforo (Ca / P = 1,4) y a que la absorcion intestinal se ve
favorecida por la presencia de vitamina D, proteinas y lactosa. (18).

Actualmente se cree que las reservas de calcio en el organismo se forman
fundamentalmente en la adolescencia y en la juventud, y que cuanto mas importante son, mas
se retrasa la aparicion de fendmenos de osteoporosis.

Por otra parte la leche es tolerada por todos los nifios ya que la lactasa (enzima que
hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa) es la Unica disacaridasa que aparece durante el
desarrollo fetal, independientemente del origen étnico. Quedan excluidos aquellos infantes
que por defectos congénitos no producen lactasa o sufren de intolerancia o alergia hacia algin
componente de la leche.

Un porcentaje elevado de las poblaciones africanas y asiaticas producen menos
B-galactosidasa intestinal, en consecuencia la indigestion de la lactosa se encuentra mas
frecuentemente en esas poblaciones. La deficiencia de lactasa suele ser parcial y no total, por
lo que no es poco frecuente encontrar individuos calificados como intolerantes a la lactosa
que puedan consumir un vaso de leche de 240 ml. Sin embargo, un porcentaje significativo de
la poblacion se beneficia si previamente al consumo de la leche se hidroliza la lactosa.
Industrialmente esto se ha desarrollado wusando lactasa microbiana soluble o
inmovilizada.(16).

Por otro lado en aquellos casos con intolerancia a la lactosa debera tenerse en cuenta el
consumo de productos lacteos bajos en lactosa que pueden sustituir parcial o totalmente a la

leche fluida, por ejemplo, el queso o el yogur.

12
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4.3.2- Proteinas de la leche

Las proteinas caracteristicas de la leche estan compuestas por las caseinas (a3, Y K )y
las proteinas del suero(d-lactoalbumina y [-lactoglobulina, albimina, inmunoglobulinas,
lactoferrina y otras proteinas menores del lactosuero).(29). Estas proteinas se diferencian (ver
Tabla II) por su origen y caracteristicas quimicas. Desde el punto de vista tecnoldgico las
diferencias mas destacables son:.(13).

° Su distinta solubilidad a pH 4,6: las proteinas del suero son solubles y las caseinas no
(ese pH es el punto isoeléctrico de estas ultimas). Gracias a esta Ultima caracteristica se
fabrica, por ejemplo yogur, y pueden separarse facilmente ambas especies proteicas.

° La capacidad de algunas proteasas para coagular las caseinas y formar un gel (base de
la industria quesera) mientras que las proteinas del suero no son sensibles a esas enzimas.

° La termorresistencia de las caseinas, que permite la esterilizacion de la leche sin que
gelifique. Las proteinas del suero se desnaturalizan por la accion del calor.

° Las caseinas forman particulas coloidales (las micelas), mientras que las proteinas del

suero se encuentran disueltas en la fase acuosa de la leche.

TABLA II: Diferencias entre caseinas y proteinas del lactosuero

Diferencias mas importantes entre caseinas y proteinas del suero.
Caseinas Proteinas del suero
Solubilidad a pH 4,6 Mo Si
Coagulacidn por quimosina Si Mo
Termorresistencia 5i Mo
Fasforo Si Mo
0,8% 1,7%
Azufre i
(fundamentalmente Met) (Met y Cis)

Qarigen Glandula mamaria Glandula mamaria y plasma
Estado Coloidal En disolucidn

13
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Las caseinas se encuentran formando un sistema coloidal, encontrandose estables y
homogéneamente dispersas en la leche. Estas se han de aglomerar o flocular en el proceso de
coagulacion, formando un gel. (14).

La coagulaciéon puede realizarse empleando acidos (empleada para elaboracion de
leches acidas) o empleando enzimas (coagulacion enzimatica). La elaboracién de la mayoria
de los quesos se basa en la coagulacion enzimatica de la leche. (18).

La elaboracion de queso es seguramente la forma mas antigua de procesado de la leche,
con el fin de conservar su proteina, que tan facilmente se deteriora, dado a su alto valor
bioldgico. Los diferentes procedimientos de fabricacion del queso, que implican una serie de
transformaciones bioquimicas, hacen que en un principio la insipida caseina adquiera un sabor

agradable y caracteristico para cada tipo de queso.(9).

4.3.2.1- Composicion de la Caseina

Las caseinas se encuentran en forma de dispersion coloidal formando particulas de un
tamafio variable. Estas particulas que dispersan la luz, y por lo tanto confieren a la leche su
caracteristico color blanco, reciben el nombre de micelas. En torno al 95 % de las caseinas
forman particulas coloidales, quedando el resto molecularmente dispersas en el seno de la
leche. La micela no esta formada solo por caseinas, sino que en términos de extracto seco,
aproximadamente el 7 % son componentes de bajo peso molecular. Estos reciben el nombre
de fosfato calcico coloidal (generalmente a esta fraccion se la conoce con las siglas CCP,
iniciales de la expresion en inglés “colloidal calcium phosphate”) que permiten las uniones
entre las caseinas.(13).

A pesar de su nombre, el CCP esta compuesto, ademas de fosforo y calcio, por citrato,
magnesio y otros minerales. Al microscopio electronico las micelas se observan como
particulas esféricas con un didmetro entre unos 40 y mas de 300 nanémetros. El tamafio y el

numero de micelas estan inversamente relacionados; es decir, son mas numerosas cuanto mas

14
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pequetio es su tamafio. La micela es una particula muy hidratada, se calcula que por cada
gramo de materia seca pueden haber unos 3 grs. de agua.

La composicidon media de la micela de caseina, se ve en la tabla IT1.(11).

TABLA III: Composicion media de la micela de caseina en g. 100g-1

Caseinas Componentes salinos
a3, 33 Calcio 23
as; 11 Magnesio 02
p 33 Fosfato inorganico 43
K 11 citrato 05
Y 4
Total caseinas 92 Total comp salinos 8,0

La micela (Fig. 1) estd formada de submicelas. Esta estructura no es uniforme: tiene un
nucleo hidréfobo formado por las partes apolares de las caseinas, y en la periferia estan las
partes polares hidrofilas, principalmente residuos fosfoséricos.

La agregacion entre las submicelas (Fig. 2) es favorecida por la presencia de sitios
fosfoserilos que poseen afinidad por el calcio.

La proporcion relativa de la caseina, sobre todo la caseina Kapa, varia segun las
submicelas. La caseina Kapa se encuentra predominantemente en la superficie de las micelas
actuando de coloide protector, ya que esta fracciéon es insensible al calcio. La accion
protectora se debe segun Kirchmeier a que una parte de esta caseina (glicomacropéptidos)
penetra en la fase acuosa de la leche, formando, por su caracter hidrofilo una capa de
hidratacion debido a su alto contenido en 4cido aspartico y glutdmico. El resto de la Kapa
caseina es sensible al calcio y se encuentra como las demés fracciones de caseina, unida al
calcio. La capa de hidratacion aloja cargas eléctricas negativas del mismo signo, lo que hace
que las micelas de caseinas se repelan entre si generando un movimiento browniano,

quedando asi impedida la precipitacion de estas.(14).(8).
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A : A = Subunidad micelar
B = Micela

Figura 1: Estructura de la submicela y micela de caseina
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Figura 2: Esquema de la estructura tipo puente de dos submicelas por medio del

fosfato de calcio.
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Alrededor de mil submicelas, en promedio, se enlazan por iones calcio para formar una

micela (Fig. 3).(13).

SUBMICELAS

Zonas carboxilo
terminales de la
x-caseina

Fosfato célcico
coloidal

Tie-18 Modelo esquemético de la micela de caseina.

Figura 3: Micela de Caseina.

4.3.2.2- Mecanismo de coagulacion de la caseina por via enzimatica

En la mayoria de los quesos la elaboracion comienza con la transformacion de la leche
del estado liquido al estado de gel por la accion de enzimas proteoliticas (conocidas como
coagulantes), que pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano (hongos unicelulares),
cada uno de éstos tiene su temperatura y pH optimos de trabajo.

El més utilizado comercialmente es el cuajo animal, cuyo principio activo es una
enzima denominada guimosina. De esta manera la coagulacion tiene lugar muy poco tiempo
después de la adicion del cuajo a la leche.

El cuajo se extrae de los estomagos de los terneros jovenes y se comercializa en forma
de solucion liquida con una fuerza usual de 1:10.000 a 1:15.000, lo que significa que una

parte de cuajo puede coagular 10.000-15.000 partes de leche en 40 min a 35°C. Se puede
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utilizar también cuajo bovino y porcino, frecuentemente en combinacion con cuajo de ternero
(50:50, 30:70, etc.).

Los coagulantes vegetales y de origen microbiano funcionan muy bien como sustitutos del
cuajo, con la desventaja que a veces los coagulantes vegetales desarrollan sabores amargos
durante la maduracion del queso.(17).

De acuerdo al Codex Alimentarius de la FAO/OMS (2008), el queso es el producto
solido o semisolido, madurado o fresco, en el que el valor de la relacion suero
proteinas/caseina no supera al de la leche, y que es obtenido por coagulacion (total o
parcial) de la leche por medio de la accion del cuajo o de otros agentes coagulantes
adecuados, con un escurrido parcial del lactosuero (Scott et al., 1998).(15).

Cuando se fabrica queso se distinguen dos fases en la coagulacion de la caseina por via

enzimatica;

1- Fase primaria o enzimatica

2- Fase secundaria o no enzimatica.

1- Fase primaria o enzimatica: En esta etapa se produce la hidrélisis de la k-caseina
por ataque enzimatico del agente coagulante (generalmente quimosina), en el ataque se pierde
el grupo hidrofilico (glicomacropéptido), especialmente en el enlace Fen, s-Met,, (Fig. 4).

La primera region de la k-caseina (k-CN f1-105) se conoce como para-k-caseina y
queda unida a la micela, mientras que la segunda (k-CN f106-169) se conoce como
glicomacropéptido (GMP) y se pierde en el medio acuoso. Al existir distintas k-caseinas con
diferentes contenidos de azlicares en sus cadenas, se conocen hasta 10 glicomacropeptidos
distintos que se producen en la fase enzimatica de la coagulacion.

Estudios demostraron que no es el enlace Fen, ,-Met,, en si lo que permite el anclaje de
la quimosina, sin6 las secuencias de aminoacidos que estan a su alrededor, especialmente los

residuos Ser,,,, Leu,;,, Ile, s, Hisyg, His o, His,y, y Lis,;; Se sugiere que la secuencia Leul03
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a [le108 existe como una estructura proteica de hoja-f extendida que se ajusta al sitio activo

de las proteinasas acidas.(7).

1
Pyro Glu-Glu-Gln-Asn-Gln-Glu-Gln-Pro-lle- Arg: Cys-Glu-Lys-Asp-Glu- Arg-Phe-Phe-Ser- Asp-

21
Lys-lle-Ala-Lys-Tyr-le-Pro-le-Gln-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-Gly-Leu-

41
Asn-Tyr-Tyr-Gln-Gin-Lys-Fro-Val- Ala-Leu-lle- Asn- Asn-Gin-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-

61
Tyr-Ala-Lys-Pro- Ala-Ala- W al- Arg-5er-Fro- Ala-Gln-Tle-Leu-Gln-Trp-Gln-Val-Lew-Ser-

H]
Asn=Thr-Val-Pro- Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-The-Thr-Met- Ala- Arg-His-Pro-ITis-

gl | 105 ] 106
Pro-His-Leuw-5er-Phef¥Met- Ala-De-Pro-Pro-L ys-Lys- Asn-Gln-Asp- Lys-The- Glu-Tle-Fro-

121 [le (Varant B)
Thr-Ile-Asn-Thr-llg-Ala-Ser-Gly-Clu-Pro-Thr- Ser-Thr -Pro-Thr-  -Clu-Ala-Val-Glu-
Thr (Wariant A)
141 Alas (Variant B)
Ser-Thr -Val-Ala-The-Lew-Glu-  -SerP - Pro-Glu-Val-le-Glis-%er-Pro-Pro-Gluo-le- Asn-
Asp (WVariant A)
1al 169
Thr-Val-Gin-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val OH
Figura 4: Secuencia de aminoacidos de la k-caseina, mostrando el sitio principal de
corte de la quimosina (), los oligosacaridos se unen a algunos o todos los residuos de

treonina (7/r) que se muestran en letra cursiva.

Factores que afectan la fase primaria o enzimatica:

e pH: El pH o6ptimo para la quimosina en la primera fase de la coagulacion de la leche es
aproximadamente 6,0 de 4-30°C.

e Fuerza ionica: El agregado de cloruro de sodio (NaCl) en concentraciones de hasta 3
mM reduce el tiempo de coagulacién debido a que remarca las interacciones
electrostaticas entre quimosina-sustrato fomentando las uniones. Aunque es sabido que

concentraciones mayores a ¢ésta producen un efecto inhibitorio de la reacciones
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enzimaticas, y desplazan a los cationes calcio (Ca*") de gran importancia en la segunda
fase de la coagulacion.

e Temperatura: La temperatura Optima de la leche pH 6,6 para ser coagulada con
quimosina es 45°C. Sin embargo no se llega a esta temperatura de trabajo debido a que
en la elaboracion de quesos se usan cultivos bacterianos que tienen temperaturas
menores de crecimiento.

e Tratamientos térmicos de la leche: Los tratamientos térmicos a mas de 65°C afectan
adversamente a la coagulacion de la leche, debido a que se desnaturalizan las proteinas
del suero y forman puentes disulfuro con la k-caseina, interfiriendo en la accién
proteolitica.

e Agente coagulante: La quimosina es la proteasa mas utilizada por sus caracteristicas ya
mencionadas, pero ademds existen otras enzimas coagulantes con una actividad
proteolitica superior que no se utilizan ya que coagulan la leche tan rapido que reducen
el rendimiento quesero, y también pueden conducir a defectos en la textura y sabor

(especialmente amargor) en el queso.

2- Fase secundaria o no enzimatica: En la primera fase las micelas se desestabilizan y
floculan (Fig. 5), para unirse entre ellas en la segunda fase de la coagulacion.

Cuando aproximadamente el 85% de las k-caseinas son hidrolizadas, las micelas se
desestabilizan y comienzan a chocar entre ellas generando nuevas uniones de naturaleza
fosfocélcicas. Esta nueva red tridimensional se denomina codgulo, gel o cuajada cuando
proviene de la leche (paracaseinato dicalcico), y viene acompafiada por un gran incremento de

la viscosidad y de la resistencia elastica al corte (G”) que es la medida de la firmeza del gel.
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Figura 5: Desestabilizacion enzimatica de las micelas de caseina.

Las mediciones durante el tiempo total de coagulacion (Fig. 6) indican que en el primer
60% de éste (correspondiente a la fase enzimatica), la viscosidad se mantiene constante y
hasta decrece ligeramente. En esta fase (también llamada de latencia) se comienzan a
hidrolizar las k-caseinas y se cree que disminuye la viscosidad debido a la pérdida de volumen
de las micelas al ser parcialmente hidrolizadas en su superficie. Al finalizar la fase de latencia
aproximadamente el 85% de las k-caseinas fueron hidrolizadas y comienza la fase secundaria
o no enzimatica donde las micelas comienzan a flocular y agregarse en cadenas cortas
denominadas ‘puentes’ de aproximadamente 655 nm de largo y 40 nm de ancho, durante ésta
la viscosidad aumenta exponencialmente. Al 100% del tiempo total de coagulacion estos
puentes comienzan a unirse entre si y forman la cuajada (Fig. 7). Se cree que las micelas se
unen por las colisiones al azar, a una velocidad limite determinada por el modelo descrito por

von Smoluchowski para agregacion de coloides hidrofobicos.
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Figura 6: Cambios medidos durante el tiempo total de coagulacion; liberacion de

macropéptidos (@) y viscosidad relativa (®).
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Figura 7: Representacion del proceso de agregacion micelar durante el tiempo total de

coagulacion, se puede observar como al 100% las micelas se agregan en puentes, y pasado

este tiempo se obtiene un gel apto para el corte.
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Pasado el tiempo total de coagulacion la cuajada experimenta profundas
reorganizaciones, formando una fase continua que encierra a los globulos grasos y al suero en
sus poros. Con el tiempo, las uniones fosfocalcicas y posiblemente los puentes disulfuro entre
las micelas, generan que el gel tome consistencia y se contraiga (sinéresis) eliminando el

suero encerrado en su interior (Fig. 8).(7).

Glébulo
Suero graso

atrapado

Figura 8: Esquema de la matriz de la cuajada (gel).

Factores que afectan la fase secundaria o no enzimatica:

e Temperatura: La coagulacion de las micelas es muy dependiente de la temperatura y
en el caso de la leche bovina, no coagularda a menos de 18°C (a menos de que se
aumente la concentracion de iones Ca’"). Esta dependencia de altas temperatura sugiere
de que las interacciones hidrofobicas son importantes en la coagulacion.

e Presencia de Ca?": La coagulacion depende de una concentracion critica de Ca*', que
actia de union entre las micelas de caseina ya sea por enlace con las fosfoserinas

micelares o por la neutralizacion de cargas negativas de los grupos fosfato. EI CCP que
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también es esencial para la union entre las caseinas puede ser reemplazado con el
aumento de Ca®",

e pH: La reduccién a un pH entre 6,6-6,0 aumenta la velocidad de las reacciones
enzimaticas y de gelificacion, disminuye el tiempo de esta ultima (pues requiere menor
cantidad necesaria de k-caseinas hidrolizadas para comenzar a gelificar: ~97% a ~80%
de las k-caseinas totales). También aumenta la firmeza del gel por sinéresis por
aumento de la sinéresis a medida que desciende el pH.

e Tratamientos térmicos de la leche: Los tratamientos térmicos altos (>65°C)
desnaturalizan las proteinas del suero, en especial a la B-lactoglubulina que forma
puentes disulfuro con la k-caseina e interfiere negativamente en la formacion del gel,
interrumpiendo las uniones entre caseinas. A tratamientos térmicos severos (>90°C por

10 min) la leche es incapaz de coagular por accidon enzimatica.

4.3.2.3- Factores que afectan a la coagulacion enzimatica de la leche.

Ya se detallo en el punto anterior que la coagulacion enzimatica de la leche es un proceso que
consta de dos pasos, pero los factores globales (internos y externos a la leche) suelen afectar
directamente al tiempo de coagulacion y a la firmeza del coagulo final. En general hay una
relacion inversa entre estos, lo que significa que si un factor reduce el tiempo de coagulacion
incrementa la firmeza del coagulo y viceversa.(7).

Estos factores son:

1. Nivel proteico: La leche necesita un nivel minimo de proteinas del 2,5-3,0% (m/m)
para poder gelificar. Al superar el 3,0%, el tiempo de coagulacion disminuye
notoriamente y aumenta la firmeza del codgulo formado, hasta un punto donde esta
limitado por la cantidad de coagulante inicial. Si la proporciéon de proteinas y

coagulante se aumentan simultaneamente, estos efectos también aumentan a la par.
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Una técnica que se basa en este fenomeno, es concentrar la leche por ultrafiltracion para
aumentar su contenido proteico y asi usar menos cantidad de coagulante para gelificar.
El Unico defecto de esto es que la maduracion se demora ya que depende de la cantidad

de enzimas proteoliticas en la misma.

Nivel graso: Aumentar el contenido graso en un rango del 0,1-10% mejora las
propiedades de coagulacion disminuyendo el tiempo de ésta y aumenta la firmeza del
coagulo. Aunque los efectos positivos son mucho menores que los obtenidos al
aumentar el nivel proteico, si se aumenta notoriamente el nivel graso disminuird el
proteico y los efectos seran contraproducentes.

Industrialmente no se suele estandarizar el nivel proteico de la leche por ultrafiltracion,
por lo que no se suele agregar mas de un 4% de grasa a la leche ya que cantidades

mayores a esta diluyen el nivel proteico y son desfavorables para la coagulacion.

Homogeneizacion de la leche: Aunque la homogeneizacion de la materia grasa se
utiliza para fomentar la lipdlisis durante la maduracion de ciertos quesos, se demostrd
que disminuye ligeramente el tiempo de coagulacion y aumenta también ligeramente la
firmeza del coagulo.

Sin embargo, la humedad superior de los quesos elaborados con leche homogeneizada
puede alterar el nivel de agregacion de las caseinas en las ultimas etapas de la

coagulacion.

Temperatura de pasteurizacion: Los tratamientos térmicos bajos de hasta 65°C, son
beneficiosos para la coagulacion porque disminuyen el pH y precipitan el fosfato
calcico del medio. Estos cambios también se producen a temperaturas superiores a los
65°C pero son contrarrestados por los efectos de desnaturalizacion e interaccion de las
proteinas del suero con las k-caseinas, y por la deposicion del fosfato célcico insoluble
en las superficies de intercambio de temperatura. Esta conlleva a la reduccion de CCP
total, el cual es de suma importancia para la union de las paracaseinas durante la

formacion del gel.

25



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA EN ALIMENTOS: DETERMINACION
DEL CALCIO Y FOSFORO “SOLUBLE EN AGUA” EN QUESOS BLANDOS

Calvete, Ornella y Fretes, Federico German

La desnaturalizacion de proteinas del suero afecta en mayor medida a la segunda fase
de la coagulacion enzimatica, tanto que una leche tratada a 80°C por 15 s (aprox. 15%
proteinas del suero desnaturalizadas) ya es inadecuada para la industria quesera, y una
leche tratada a mas de 90°C por 10min (80-90% de desnaturalizacion) es incapaz de
coagular.

Si la leche calentada se enftia, el tiempo de coagulaciéon aumenta aun mas por un
fendmeno denominado histéresis del cuajo (Fig 9). En la practica, la leche debe ser
pasteurizada inmediatamente antes de la elaboracion del queso y no debe almacenarse

en frio antes de usarla.

hysieresis
) effect

Rennet coagulation time  ——ge

Time after heating — g
Figura 9: Efecto de la histéresis en el tiempo de coagulacion de la leche (RCT, Rennet

coagulation time); RCT para leche cruda (®), RCT para leche inmediatamente después de

pasteurizacion (O), y para leche 6 hr después de pasteurizacion (X).

5. Enfriamiento y almacenamiento en frio: La leche cruda o pasteurizada al enfriarse y
almacenarse pierde cualidades para coagular ya que:
- Se disuelve el fosfato célcico coloidal (CCP) de las micelas, aumentando el pH.
- Algunas proteinas de las micelas se disocian, en especial las B-caseinas.

- Crecen organismos psicrotrofos.
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Estos cambios pueden revertirse por pasteurizacion HTST o por calentamiento de la

leche a bajas temperaturas, como a 31°C, por un mayor periodo

Temperatura de coagulacion: Este factor es muy importante en la fase secundaria (no
enzimatica) de la coagulacion, ya que ésta no ocurre a temperaturas menores a 18°C.
Pasada esta temperatura, el tiempo de coagulacion decrece hasta una temperatura
optima de 40-45°C y luego se vuelve a incrementar hasta que se desnaturalizan las
enzimas.

En la industria la coagulacion se hace normalmente a 31°C, lejos de la temperatura
optima de coagulacion, ya que se necesita incubar en simultdneo a los cultivos de
bacterias mesofilas cuya temperatura Optima de crecimiento es 27-28°C. Ademas, la
estructura del codgulo mejora a temperaturas mas bajas, por lo tanto esta temperatura se

utiliza incluso para los quesos elaborados con cultivos termofilos.

pH y cultivos lacticos: Debido al efecto directo del pH en la actividad de los
coagulantes, el tiempo de coagulacion aumenta con el incremento de este,
especialmente encima de pH 6,4. La sensibilidad al pH depende del coagulante usado,
por ejemplo el cuajo porcino es muy sensible mientras que los de origen microbianos
son practicamente insensibles.

La firmeza del codgulo se incrementa notablemente disminuyendo el pH, hasta un valor
optimo de 5,9-6,0. Por debajo de este la firmeza disminuye debido a la solubilizacion de
fosfato calcico coloidal que une a las micelas de caseina de la cuajada (paracaseinato
dicalcico).

Si se utiliza una excesiva cantidad de cultivos lacticos o leche ya deteriorada
microbiologicamente, se obtiene un aumento en la cantidad de acido lactico lo que
genera un pH bajo en la leche. El &cido lactico desmineraliza a la cuajada formando
lactato de calcio (Fig. 10), esto es buscado con el agregado de cultivos lacticos a la
leche ya que le confiere la elasticidad deseada al codgulo a medida que aumenta la

acidez de la masa.(4).
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Paracaseinato + Acido _ Paracaseinato + Lactato
dicalcico (Al lactico maonocilcico [(B) de calcio

Paracaseinato + Acido » Paracaseina + Lactato
monocalcico (B} lactico libre (C) de calcio

Figura 10: Desmineralizacion de la cuajada por el 4acido lactico

Es decir que el cultivo debe aportar s6lo los microorganismos para repoblar la leche
pasteurizada, ganar el medio y garantizar una correcta acidificacion en el molde. Pero
si por un agregado excesivo de cultivo la acidez disminuye marcadamente en la tina de
elaboracién, se obtienen quesos con menor concentracion de calcio ya que se pierde

un exceso de lactato de calcio en el suero.

8. Agregado de CaCl,: El agregado de CaCl, beneficia a la coagulacion de la leche por

tres factores principales:

- Incrementa la [Ca*"].

- Incrementa la concentracion de fosfato calcico coloidal [CCP].

- Disminuye el pH (el agregado de CaCl, 0,02% disminuye el pH en ~ 0,05-0,1

unidades, dependiendo del nivel proteico).

Por lo tanto el agregado de CaCl, reduce el tiempo de coagulacion e incrementa la
firmeza del coagulo formado. Sin embargo, el agregado de mas de 0,02 g CaCl,/L
reduce la firmeza del coagulo a niveles similares a los obtenidos con 0,01 g/L. Esto se
debe a que el exceso de iones calcio incrementa las cargas positivas de las caseinas,
interfiriendo en la agregacion de estas. Como es de esperarse, el agregado de quelantes
de calcio como el EDTA, reducen la firmeza del codgulo.
La adicioén de sales monovalentes como NaCl o KCl incrementan la firmeza del gel
hasta los 100 mM debido a que intensifican la fuerza idnica, pero lo debilitan
notoriamente superando esta concentracion ya que el exceso de cationes desplaza a los

iones de calcio micelar (Ca?").
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9. Concentracion de coagulante: La coagulacion en la leche es directamente
proporcional a la cantidad de coagulante usado, pero en la practica no se suele usar mas
que el suficiente para coagular la leche en 30-40 min (200-200 ml de cuajo standard de
becerro [~ 60 RU/ml] cada 1000 ml de leche). Esto se debe a que la cantidad de
coagulante retenida en la cuajada también es proporcional a la cantidad utilizada, y un

exceso generaria demasiada actividad proteolitica durante la maduracion del queso.

Los efectos de los distintos factores que afectan al tiempo de coagulacion de la leche se

resumen en la Figura 11:

Factor Farst phase Second phase Owverall effect,
see pang|
Temperature + ++ a
pH + - b
Ca = P c
Pra-heating -+ e d
Rennet concentration 44 . -]
Protain concentration + tr bt f

RCT
RCT

{a) 20 4 g0 (6 6.4

(

(c) s (d) e 65

{e) 1./ Rasnnat (f % Protein

Figura 11: Efectos de los distintos factores (temperatura de trabajo, pH, Ca, precalentamiento,

concentracion de coagulante y de proteinas) en el tiempo de coagulacion de la leche (RCT).
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4.3.3- Requerimiento de calcio y fosforo en el organismo

La mayoria del calcio corporal (99%) y gran parte del fosforo (90%) se utiliza para la
rigidez del esqueleto, bajo la forma de fosfato calcico. En el nifo, el calcio y el fésforo son
retenidos para el crecimiento del esqueleto. En el adulto se retiene bastante cantidad para
compensar la pérdidas obligadas generalmente por orina y heces. En el embarazo y lactancia
hay pérdidas fosfocalcicas suplementarias por el paso de estos elementos al feto o a la leche
respectivamente. La eliminacion renal estd controlada por la reabsorcion tubular y la
intestinal, en menor grado, por la secrecién enddgena. Por consiguiente tanto el nifio como el
adulto necesitan adaptar la absorcion y el balance de calcio y fésforo, a las necesidades del
esqueleto frente a las variaciones de la dieta y eliminacion.(5).

Ademés de estos requerimientos esta la necesidad de mantener una concentracion
constante de calcio i6nico, que interviene en la excitabilidad neuromuscular, la coagulacion
sanguinea y el ritmo cardiaco. El calcio ademas, permite mantener la permeabilidad de las
membranas celulares e interviene en la produccion de numerosas hormonas y enzimas. Es
decir que si bien el atributo principal del calcio consiste en fortalecer los huesos y los dientes,
es un mineral muy versatil que posee otros papeles importantes, como por ejemplo disminuir
la tension arterial.(6).

Respecto del fosforo, es ubicuo en su distribucion corporal y es critico para todos los
procesos celulares. Los iones fosfato estan involucrados en todos los procesos metabolicos.
Muchos alimentos lo contienen en cantidades importantes, por lo tanto en lineas generales no
existe déficit de aporte de fosforo.(6).

La fuente fundamental de calcio y fosforo del organismo es la dieta. La ingesta y la
digestion controlan la cantidad disponible para la absorcion (requerimientos diarios, ver Tabla

V).
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TABLA IV: Requerimientos diarios de calcio y fosforo

Categoria| Edad. (afios)| Peso | Altura| Calcid Foésforg
o condicion | (kg) [ (cm) (mg) | (mg)
Lactantes| 0,0-0.5 6 60 400 300
0,5-1,0 9 71 600 500
Nifos 1-3 13 90 800 800
4-6 20 112 800 800
7-10 28 132 800 800
Varones 11-14 45 157 1200 | 1200
15-18 66 176 1200 | 1200
19 -24 72 177 1200 | 1200
25-50 79 176 800 800
51+ 77 173 800 800
Mujeres 11-14 46 157 1200 | 1200
15-18 55 163 1200 | 1200
19 -24 58 164 1200 | 1200
25-50 63 163 800 800
51+ 65 160 800 800
Embarazo| ler trimestre 1200 | 1200
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Lactantes| ler semestre 1200 1200

2do semestre 1200 1200

Fuente :FAO/ OMS 2002

4.3.4- Relacion calcio fosforo en los alimentos

Cuando no se ingiere suficiente calcio, el cuerpo comienza a abastecerse del que
encuentra en los huesos y los va debilitando. Esto puede derivar en complicaciones como la
osteoporosis, que afecta a mujeres y hombres mayores, dejando a los huesos vulnerables a
varios tipos de fracturas.

La absorcion intestinal del calcio tiene lugar en la parte alta del intestino delgado y
necesita un pH acido. Su coeficiente de absorcion varia entre 25 y 50 %: aumenta cuando la
cantidad ingerida es escasa y disminuye cuando ésta aumenta. Est4 intimamente ligada a la
presencia de fosforo: la relacion Ca/P debe oscilar entre 0,5 y 2, siendo la ideal una relacion
mayor a 1. En efecto, un exceso de fosfatos precipita el calcio, lo cual hace que no pueda
absorberse. El 4acido fitico (presente en la envoltura de los cereales y de leguminosas) y el
acido oxalico (presente en espinaca) también producen sales insolubles.

La absorcion intestinal de calcio se ve favorecida por la presencia de vitamina D y
lactosa, de ahi el interés que tienen la leche y los productos lacteos para cubrir la necesidad

calcica. La leche y el queso tienen una relacion Ca/P ideal comprendida entre 1 y 1,4.(5).(6).
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TABLA V: Contenido de calcio y fésforo en alimentos (mg/100 g)

(mg/100g) Relacién
Alimento Calcio Fosforo caP*
Pescado (con espinas) 732 197 3,72
Leche (2 % grasa) 120 85 141
Queso blanco 717 468 1,53
Queso amarillo 700 54 1,18
Yogurt 120 100 1,20
Queso crema a0 104 0,77
Mantequilla 24 23 1,04
Leche de soya 18 35 0,51
Remolacha 114 41 2,78
Nabo 137 29 472
Verdolaga 78 37 211

Fuente: Handbook No. 8. Composition of Foods. Vegetable and Vegetable
Products.Nutrition Monitoring Division. DB Haytowitz and RH Matthews, USA,
1984 NUTRISIS, Instituto de Nutricion, Habana, Cuba.

4.3.5- Datos estadisticos sobre produccion y consumo de lacteos en

Argentina

4.3.5.1- Produccion lactea argentina

En nuestro pais las cuencas lecheras se concentran en: la region noroeste en las
provincias de Tucuman (norte) y Salta (centro); y la region Pampeana en las provincias de
Santa Fe, Cérdoba, La Pampa (noreste), Buenos Aires y Entre Rios, segun se muestra en las

figura 12: (33)

33



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA EN ALIMENTOS: DETERMINACION
DEL CALCIO Y FOSFORO “SOLUBLE EN AGUA” EN QUESOS BLANDOS

Calvete, Ornella y Fretes, Federico German

—— - —— r BT
|
5
o
Antqugasta Paraguay
|
| | Soiti
"5"- Asuncion
g ) 4
i SartMiguel Ciudar
),ll | de Tucuman Chaco Est
o
1 G T o
||'|-" Catamarce Sontidgo o
)I del Estero
/, 4 Carrientes
1 b
La'?%rena Lo Rioja R
A !
|r!
| Son juan
II o
L} 5an juan
\
.
Valparaiso |, Mendoza
f 7. Uruguay
35
ff.-’Samiagu San Luis
| J
Mendoza .
,-J. =t gadicos @ Monte
W . o
o Talca ,-
. o >
1
Concepcion 1
G !
\'&" )
\ .
& i “ael Plata
b =1 ,:I‘El‘l‘lu(ﬂ Neuguen — "
1 P =
1 \ ‘f_
i’ i
A .
0
4 Rio Negro |
1/ £ 7
Puerto Montt | T
.'".l. S | v
] g =

Figura 12: Cuencas lecheras de Argentina

Fuente: SENASA

1- Mar y Sierras de Buenos Aires.
2- Oeste de Buenos Aires.

3- La Pampa.

4- Abasto Sur de Buenos Aires.

5- Abasto Norte de Buenos Aires.
6- Sur de Cordoba.

7- Villa Maria.

8- Centro y Noreste de Cordoba.

9- Rivadavia de Santiago del Estero.

10- Sante Fe Sur.
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11- Sante Fe Norte.
12- Cuenca “A” de Entre Rios.
13- Cuenca “B” de Entre Rios.

14- Cuenca de Trancas.

La distribucion de tambos en estas cuencas (densidad de tambos) se puede apreciar en
la figura 13, observandose la mayor densidad entre las zonas de Rafaela (centro-oeste de la
provincia de Santa Fe) hasta la zona de Villa Maria (centro-este de la provincia de

Cordoba).(19).

Figura 13: Distribucion de los tambos en Argentina

Fuente: SENASA
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Para el afio 2016, en Argentina se registraron las siguientes estadisticas lacteas (ver
tabla VI) provenientes principalmente de las cuencas lecheras recientemente mencionadas.

El total de leche representa la cantidad de litros producidos en el afio. De ese total, un
porcentaje corresponde a los litros destinados a productos (denominando asi a la leche
utilizada para la elaboracion de productos sélidos, concentrados, deshidratados, como ser
quesos, manteca, leche en polvo, etc.). Otro a leches fluidas (leche destinada a la elaboracion
de leches pasteurizada, esterilizada) y por ultimo, la estimacion de la leche que no pasa por el

circuito industrial formal.

TABLA VI: Elaboracion de productos lacteos para el afio 2016

CANTIDAD
PRODUCTO (millones de litros* o

toneladas)

Leche no procesada por la
742,401

industria (informal)*
1 - Leche pasteurizada™ 983,638
2 - Leche esterilizada* 642,808
3 - Leche chocolatada* 85,913
Total leche fluida formal* 1712,359
1 - Leche en polvo entera 146,386
2 - Leche en polvo descremada 37,117
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3 - Queso de pasta dura 77,041
4 - Queso de pasta semidura 188,987
5 - Queso de pasta blanda 268,939
6 - Manteca 34,234
7 - Dulce de leche 130,409
8 - Leche condensada 6,384
9 - Yogur 432,783
10 - Postres lacteos y flanes 54,962
Total productos 1377,242

Fuente: Subsecretaria de Lecheria - Ministerio de Agroindustria

estadisticaslecheria@magyp.gob.ar

Del consumo interno se desglosa la Tabla VII, en la que se aprecian los consumos per

capita de productos lacteos en el afio 2016.

TABLA VII: Consumo per capita de productos lacteos en el afio 2016

) CANTIDAD
CONSUMO PER CAPITA
(litros)
Leche pasteurizada 23,22
Leche esterilizada 14,87
Leche chocolatada 2,00
Leche en polvo entera 1,43
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Leche en polvo descremada 0,16
Queso de pasta dura 1,70
Queso de pasta semidura 3,81
Queso de pasta blanda 5,97
Manteca 0,75
Dulce de leche 2,95
Leche condensada 0,19
Yogur 9,75
Postres lacteos y flanes 1,4

Fuente: Subsecretaria de Lecheria - Ministerio de Agroindustria

estadisticaslecheria@magyp.gob.ar

En nuestro pais para el ano 2016, el 50.27% de los quesos producidos fueron de pasta
blanda (Tabla VI). El mayor consumo per capita de quesos se demostrd en los mismos con

5,97 litros de leche por persona en el afio, de alli la importancia de su estudio. (34).

4.3.5.2- Produccion nacional de quesos

Cabe destacar que las cuencas lecheras son regiones donde prosperan las granjas
lecheras de pequefios, medianos y grandes productores, que pueden pertenecer a los tambos
productores de productos lacteos, o no. Aquellas granjas que no tienen capacidad de
produccion, venden la leche cruda a los grandes tambos donde se la procesa y se producen

todos los derivados lacteos.
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En la tabla VIII se pueden observar los mayores exponentes de estas empresas lacteas

que producen y compran leche en las cuencas para producir los quesos nacionales.(30).

TABLA VIII: Principales fabricantes de queso en el pais y sus marcas comerciales

[EMPRESA | ARGAS COMERCIALES

Sancor Coop. Unidas Lida, SanCor, San Regim, Thalem, Tholer light, Sancor Trocitos, Quesabores, Cabafia Santa Brinida, Chelita
Masietione Hnos. S.A La Serenisima, Ser, Cremdn, Finlandia, Casanto, Garcia (ricotta), Pere Ducrast

Danone Argentina Casancrem clasico y diet, Ser, Garcia

Saputo (2x Molfing) Molfino, La Pawlina, La Paulina light, Ricrem, Marull, Taluhet, Yantar, Val Pineto, Senda, AYR, Tio Pujio
UTE Sancor-DPA Mendicrim (Original, Suave, Light y (%), Mendicota

Milkaut 5.A. Milkaut, Santa Rosa, Adler, Bavaria, Bavaria light, Atuel, Fransafé, Chis

Suc. de Alfredo Williner 5.4, | lokay, liokay Vita, lolay light

Verinica 5.4 Verdnica, Pergaming

Pumta del Agua S.A. Punta del Agua

(Garcia Hnos, Agroindustrial Trenar

Fuente: Dir. de Ind. Alimentaria y Agroindustrias.

En el grafico I se pueden observar las diferentes producciones anuales de quesos en el
pais entre los afios 2000 y 2016, de las cuales en su mayoria fueron quesos industriales

producidos casi exclusivamente por las grandes empresas lacteas nombradas en la tabla VIII.

GRAFICO I: Produccion nacional de quesos (en toneladas) entre los afios 2000-2016.

500,000

500,000

400, D00
® Queso Fundido

300,000 ¥ Queso Pasta Blanda

o ?
200.000 Queso Pasta Semidura
B Queso Pasta Dura

100,000

Fuente: Subsecretaria de Lecheria* - Ministerio de Agroindustria.
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* Datos provisorios elaborados en base a la Resolucion 7/2014 y Resolucion 230/2016;

SAGyP; estadisticaslecheria@magyp.gob.ar

En el transcurso del periodo 2000-2016 la producciéon nacional de quesos describio una
curva tipo “V” con un pico minimo en el afio 2003, consecuencia logica de la crisis
econdmica general y la abrupta caida del consumo interno.(9).

Entre 2003 y 2016 la elaboracion se incrementd mas de un 50%, manteniendo un
aumento sostenido hasta 2012, siendo la principal fuente impulsora de este crecimiento el
consumo interno y en parte la expansion de las exportaciones. Luego se mantuvo estable hasta
un nuevo pico en el afio 2015.

A nivel de detalle por pasta se observa que los quesos blandos son los mas elaborados

en el pais y en consecuencia los de mayor interés tecnologico.(34).

4.3.5.3- Consumo nacional de quesos

GRAFICO II: Consumo nacional per capita de quesos (kilos por afio) entre los afios

2000-2016.
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Fuente: Subsecretaria de Lecheria - Ministerio de Agroindustria.
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Como consecuencia de la intensa corriente migratoria espafola e italiana, consumir
queso es un habito profundamente arraigado entre los argentinos, lo que explica el elevado
nivel de consumo en relacion con los ingresos de la poblacion. Los quesos mas consumidos
son los de pasta blanda, donde el queso cremoso es el mas representativo.(9).

El consumo se mantiene proporcional a la cantidad producida en los mismos afios
(Grafico I) con el tltimo pico de consumo per cépita en el afio 2015.

Segun encuestas del INDEC, para los afos 2012/2013, el mayor consumo de quesos
blandos dentro del pais se registrd en la Region Pampeana Principalmente en Gran Buenos
Aires, donde se encuentran concentradas las grandes urbes con mayor densidad de poblacion

(Fig. 14) y de donde proviene la mayor parte de la produccion lactea nacional.(34).
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Figura 14: Consumo mensual y per cépita por region nacional (en pesos argentinos) para los

afios 2012/2013.
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4.3.6- Ventajas del queso sobre la leche

El queso en comparacion con la leche, se caracteriza por:

- Ser menos perecedero porque, segin la tecnologia empleada, pueden tener una vida
util que oscila desde los 5 o 6 dias hasta los 5 o 10 afios

- Un contenido de glucidos muy bajo o nulo, dado que la lactosa retenida en la cuajada
es transformada por los fermentos en acido lactico.

- Un contenido de materia grasa generalmente mas elevado y caracteristico en cada tipo
de queso, que varia las caracteristicas organolépticas y valores nutricionales entre cada uno de
ellos.

- Una hidrélisis parcial de las proteinas en la maduracion, lo que las hacen mas
facilmente digeribles. Cabe senalar que su valor bioldgico es menor porque, salvo los quesos
elaborados por ultrafiltracion, faltan las proteinas del suero.

- Un contenido de calcio que varia considerablemente con la tecnologia. Los quesos de
coagulacion predominantemente enzimatica con desuerado rapido en tina por coccién, como
por ejemplo el queso Gruyere, son los mas ricos en calcio (1,00 g de Ca / 100 g de queso).
Mientras que, quesos de coagulacion predominantemente acida y de desuerado lento como el

queso Camembert, son mucho mas pobres en calcio (0,15 g de Ca/ 100 g de queso).(9).

4.3.7- Quesos argentinos de pasta blanda

De los quesos que el Coédigo Alimentario Argentino (C.A.A.) agrupa bajo esta
denominacioén, el més conocido y consumido es el Queso Cremoso que esta definido en dicho
codigo de la siguiente manera:

“Con la denominacion de Queso Cremoso se entiende el producto fresco, elaborado
con leche entera o normalizada, con o sin el agregado de crema, acidificada por cultivo de

bacterias lacticas y coagulada por cuajo y/o enzimas especificas.
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Deberd cumplimentar las siguientes condiciones:
a) Masa: cruda, moldeada, refrigerada, salada y madurada en frio.
b) Pasta: blanda, cerrada, algo elastica y grasosa, sabor dulce caracteristico,
ligeramente dcido, aroma suave y agradable; color blanco amarillento uniforme
¢) Contenido de grasa en extracto seco, Min.:50,0%
d) Corteza: entera, lisa o ligeramente rugosa, de consistencia adecuada
e) Forma : cilindrica achatada o paralelepipedo
f) Tiempo de maduracion y peso:
Min.: 20 dias, para los que pesen menos de 2,5 kg.
Min. : 30 dias para los que pesen 2,5 a 5,0 kg.
g) Este producto se rotulara: queso Cremoso Argentino”
(Ley 18284 °Coédigo Alimentario Argentino’, Capitulo VIII, Articulo 622 - (Res 22,
30.01.95), actualizado al 03/2019).(32).

En el anexo Mercosur del mismo codigo, en la resolucion GMC N° 063/94, que incluye
los quesos de pasta blanda argentinos: Cuartirolo, Cremoso y Criollo (con un contenido
acuoso de (46% < HUMEDAD < 55%), se especifican los requisitos microbioldgicos que
deben cumplir estos (ver tabla 1X).(9).(32).

TABLA IX: Requisitos microbioldgicos de quesos blandos.

Criterios de Categoria Métodos de
Microorganismos
Aceptacion ICMSF Ensayo
Coliformes/g n=5% c=2
5 FIL 73A : 1985
(30°C) m=353000 M= 10000
Coliformesig n=>5 c=2 APHA 1992, Cap.
3
(45°C) m= 1000 M =5000 24(1)
Estafilococos n=3 «c¢c=2
5 FIL 145 : 1990
coag. positiva /g. m=100 M=1000
Salmonella spp/ 25 g. n=5c=0m=0 10 FIL 93A : 1985
Listeriamonocytogenes/
n=5 ¢c=0 m=0 10 FIL 143 : 1990
259
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a. n: numero de unidades de muestra analizada.

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

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

d. M: nivel méximo del microorganismo en el alimento, para una calidad aceptable
provisionalmente.

e. Fuente: ICMSF - Métodos de muestreo para analisis microbioldgicos.

f. Método de toma de muestra: FIL 50 B: 1985.

La composicion de los quesos cremosos expresada cada 100 g de muestra se ve en la
tabla X, no se encontraron datos de la composicion mineral de los mismos. Como se puede
ver en ésta los minerales se engloban en el término cenizas sin hacer un detalle de sus

componentes, entre ellos el calcio y el fosforo.

TABLA X: composicion cada 100 g de queso cremoso.

Proteinas (g) 18.7
Grasas (g) 22,9
Hidratos de carbono(g) 4,2

Cenizas () 3.9
Energia (Kcal) 302

Fuente: Argenfoods

Pero gracias a la bibliografia nacional sabemos que experimentalmente los quesos
blandos comerciales que se venden en supermercados del pais tienen un promedio de:
aproximadamente 700 mg de Ca/100 g de muestra (~1400 mg de Ca/100 g b.s. Este valor es
muy proximo al doble ya que los quesos blandos tienen entre ~50% de humedad) y 500 mg de
P/100 g de muestra (~1000 mg de P/ 100 g b.s.).(9).

Estas cantidades logran que los quesos comerciales que se consumen en el pais tengan
una relacion Ca/P optima (>1) que ronda entre los valores 1,2 - 1,4 dependiendo del origen

del queso.
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4.3.8- Elaboracion de quesos. Caracteristicas generales

La elaboracion de quesos implica tres etapas fundamentales:

1. Formacion del gel de caseina.
2. Deshidratacion parcial del gel por sinéresis.
3. Maduracion enzimatica del gel deshidratado.

1. Formacién del gel de caseina: esta etapa se la conoce como coagulacion o cuajada de

la leche, fisicamente el fendmeno consiste en la floculacion de las micelas de caseina. Esta
coagulacion puede ser acida (quesos o cuajadas acidas, quesos en pote) o enzimatica (la
mayoria de los quesos con forma que se conocen en el mundo) como ya fue explicado en el
punto 4.3.2.2.

Si la leche utilizada es de pobre aptitud para la fabricacion de queso, el codgulo
formado sera blando. Ello da lugar a grandes pérdidas de finos (particulas de caseina), asi
como de grasa, ademds de una sinéresis inadecuada durante el proceso de fabricacion del
queso.

Para restablecer el equilibrio salino dentro de la micela, consecuencia del tratamiento
térmico o de la disminucion del pH de la leche, normalmente se adicionan de 5-20 gramos de
cloruro calcico (CaCl,) por cada 100 kg de leche. Una adicion de mas de 40 gramos de
cloruro calcico por cada 100 kg de leche deja de ser funcional por que se pierde en el suero

durante el proceso de desuerado (pico maximo de unién).(17).

2. Deshidratacion parcial del gel: En esta etapa el gel se corta en cubos para incrementar

la superficie de desuerado y se lo somete a una suave agitacion para evitar el pegado de los
granos de cuajada y la consecuente reduccion de la superficie de desuerado. En esta etapa, por
pérdida de suero, se regula la actividad acuosa, el desarrollo de microorganismos y el pH, que

hacen a un tipo determinado de queso.
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Finalizada la etapa quedan dos fases:

° Una liquida (suero) donde se encuentran las proteinas solubles, la lactosa y sales
minerales. La caseina y la materia grasa que estan presentes se las considera pérdidas. Esta
fase tiene entre 7'y 7,5% de solidos.

° Una fase solida (cuajada) compuesta por el 95-98% de la caseina, el 90% de la materia
grasa, un 4% de la lactosa y un 35-50% de la cenizas (Calcio y fosforo fundamentalmente)

que inicialmente formaban la leche.

3. Maduracién enzimdtica del gel deshidratado: En esta etapa que se lleva a cabo en la
camara de maduracion, se producen todas las reacciones quimicas, la mayoria catalizadas por
enzimas del fermento, del coagulante y las naturales de la leche, que llevan a desarrollar la

textura, el sabor y aroma propio de cada tipo de queso.(9).

4.3.9- Queso cremoso. Tecnologia de elaboracion

Es el queso de mayor consumo en el pais y como ya vimos representa casi el 50% de la
produccion nacional de quesos. Se lo consume como producto de mesa, pero tiene muchas
aplicaciones culinarias.

Como lo define el Codigo Alimentario Argentino, es un producto fresco, de alto
contenido graso, muy cremoso, de corto periodo de maduracion y de sabor suave, algo dulce y
acido. La pasta es blanco-amarillenta y lisa. Su formato mas comun es un paralelepipedo
cuadrado de unos 24 cm de lado por 8 cm de altura.(9).

En su elaboracion se utiliza leche entera o también con agregado de crema, segun el
contenido graso que se desea en el producto final. La leche es siempre pasteurizada,
generalmente en sistema a placa (pasteurizacion alta) a 72° C por 15 segundos, aunque ain
hoy existen algunos establecimientos que pasteurizan en tina a 63° C durante 30 minutos.

Luego de la pasteurizacion la leche se enfria a 38°C y se procede a agregar CaCl, a

razon de ~ 0,01 g/ L, para corregir las variaciones de los contenidos en calcio de la leche o el
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equilibrio del calcio entre las fases soluble y coloidal debido a los efectos de la refrigeracion o
del tratamiento térmico, de este modo se mejora las propiedades de coagulacion de la
leche.(26).

En cuanto al fermento lactico utilizado, puede ser un fermento natural de leche obtenido
en la misma industria, o un fermento comercial de bacterias acidolacticas termofilas o
mesofilas. En la actualidad se ha difundido el uso de los fermentos comerciales de uso directo
a base de Streptococcus termophilus; El fermento directo se agrega a la leche a 37° C como
polvo o solido congelado, o se disuelve previamente en un volumen de leche pasteurizada y
enfriada. En el caso de los semidirectos, en primer lugar se hace un precultivo que luego es
agregado a la leche; El precultivo se prepara en cada elaboracion.

Las funciones de los fermentos iniciadores en la cuajada son:

- Facilitar la formacion del coagulo.

- Facilitar la retraccion del coagulo y desuerado (sinéresis).

- Dar elasticidad al coagulo.

- Facilitar su union (firmeza).

- Acidificar.

- Inhibir el desarrollo de patogenos.

- Influir en la maduracién (generacion de compuestos aromaticos y sapidos por

protedlisis y lipolisis).

- Asegurar la homogeneidad del producto.(28).

El coagulante mds comunmente utilizado es el proveniente de bovino adulto, aunque
también se utilizan proteasas 4cidas de origen microbiano. Se agrega una cantidad de
coagulante relativamente alta, 40 ml de la preparacion 1/10.000 unidades Soxhlet por cada
100 litros de leche. El coagulante se agrega a la leche ya inoculada con el fermento (2g/100 L
de leche para el caso de fermento directo), a una temperatura de 38° C. Luego de la
coagulacién que implican unos 20 minutos, se procede al corte de la cuajada en granos

grandes de aproximadamente 2 cm de lado.
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La mezcla de la cuajada y suero se agita y se deja reposar alternativamente, en forma
lenta y con cuidado, hasta lograr el porcentaje de humedad conveniente.

La cuajada y el suero son descargados en moldes de acero inoxidable de 24 x 24 cm de
lado y de aproximadamente 15 cm de altura. Los moldes con la cuajada se apilan de dos o tres
para lograr un breve prensado de la masa, luego son ubicados en un -calorifero
aproximadamente a 45° C. De esta forma se permite el desarrollo de las bacterias
constitutivas del fermento, que comienzan su proceso de acidificacion de la pasta.

Los valores de pH y acidez Dornic (cantidad de 4cido lactico) se controlan en la cuajada
y en el suero que exuda la cuajada. Una vez que el pH de la masa a alcanzado 5,2+1 (65°
Dornic en el suero exudado), los quesos son sumergidos en salmuera a 5°+1 C a fin de detener
inmediatamente el proceso de acidificacion.

La permanencia en salmuera se prolonga a razén de una hora por kilo de peso.
Cumplido este tiempo, se sacan de la salmuera y se colocan en camara 5° C, para llevar a
cabo su proceso de maduracion que dura entre 20 y 30 dias segun el tamafio.

El envasado al vacio en bolsas plasticas termocontraibles se lleva a cabo a los tres o
cuatro dias de maduracion.(26).(27).

En la figura 15 se puede observar un esquema de la elaboracién de queso cremoso

Argentino.
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| Leche |

'

| Estandarizacion de la grasa |

i

| Pasteurizacion |

Fermento Coagulante ——* l

| Coagulacion a 38° C |

'

| Lirado, agitacion y secado de la cuajada |

l
| Moldeo |

|

| Acidificacion en molde (hasts pH 5.15) |

l

| Salado (Saimusra fria 5+1) |

!

| Maduracion 20 dias (cimara a 521) |

l

| Producto final |

Eliminacion de suero ———*

Figura 15: Esquema de elaboracion de queso cremoso en Argentina.
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4.4- Objetivos

4.4.1- Objetivo General

El objetivo de esta investigacion es evaluar métodos exactos y repetibles para la
cuantificacion de iones calcio y fosforo disueltos en la fase acuosa de quesos blandos,
provistos por la planta piloto de Chr. Hansen que opera en UADE (Universidad Argentina de
la Empresa, Lima 700, CABA, Arg.).

4.4.2- Objetivo Especifico

Los objetivos especificos de esta investigacion son:

° Recopilar bibliografia sobre el tema.

° Seleccionar y poner a punto un método eficiente para la extraccion de la fase acuosa
de la matriz del queso cremoso brindado por Chr. Hansen.

° Seleccionar y poner a punto (repetibilidad y recuperacion) los métodos para las
determinaciones de iones calcio y fosforo en dicha fase acuosa.

° Realizar los analisis anexos que nos van a ayudar a comparar resultados y a tener un

mejor perfil de la muestra (humedad, calcio y fosforo total, etc.).
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5- ANTECEDENTES

5.1- Antecedentes previos generales

J. A. Lucey y P. F. Fox (22) fueron de los primeros en determinar la importancia del
calcio y el fosfato en la elaboracion del queso. Demostrando su importante rol en las uniones
del CCP con las caseinas, como se comportan estas uniones ante diferentes pardmetros de
elaboracion y como influyen estos en la estructura y textura de diferentes quesos como

Mozzarella, Cheddar y Camembert.

A. Hassan, M. E. Johnson y J. A. Lucey (21) estudiaron sobre la relacion que tienen el
CCP soluble y el insoluble, los catalogaron como indicadores de la textura de los quesos y lo
cuantificaron en queso cheddar para ver como variaban durante el proceso de maduracion. El
CCP soluble lo cuantificaron midiendo el calcio, por espectrofotometria de absorcion atomica,
del extracto acuoso del queso extraido por altas presiones hidraulicas. E1 CCP insoluble lo
midieron a través de la capacidad buffer del queso que es proporcional a la cantidad de CCP
unido a las micelas. Descubrieron que durante la maduracién hay una tendencia del CCP a
pasar del estado insoluble al soluble, y que es el CCP insoluble el que cumple el rol clave en

la textura firme del queso.

Maria Del Carmen, Pedro (9) estudi6 el contenido de calcio y fosforo totales en quesos
blandos argentinos, comerciales y elaborados en planta piloto. Demostrando cudles son los
mejores métodos para cuantificar estos iones, y como varian durante la fabricacion de quesos

con diferentes parametros de elaboracion.

Chr. Hansen terceriza estas determinaciones, por lo cual, este trabajo es pionero en el
desarrollo de un método que sea aplicable y repetible al anélisis de calcio y fosforo solubles

en quesos blandos, los de mayor consumo en el mercado Argentino.
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6 - METODOLOGIA DE DESARROLLO

6.1 - Procedencia de las muestras

Las muestras fueron provistas por Chr. Hansen, siendo quesos blandos elaborados en la
Planta Piloto de Chr. Hansen ubicada en el piso -2 (subsuelo) de los laboratorios de la
Universidad Argentina de la Empresa (UADE Labs, UADE, Lima 700, CABA, Arg.).

Estos quesos fueron elaborados mediante diferentes técnicas y especificaciones,
variando asi sus caracteristicas entre lote y lote. Con la similitud de que fueron fraccionados
en barras de 0,6 - 1,2 kg, envasados al vacio y congelados en ultrafreezer a -50°C al primer o
segundo dia desde su elaboracion (D+1, D42, etc.) hasta el momento del analisis (Fig. 16).

(Ver detalles de las muestras en Anexo A)

Figura 16: Formato de queso blando provisto por la planta piloto de Chr. Hansen

6.2 - Tratamiento de las muestras

Las muestras permanecieron congeladas a -50°C desde su elaboracion, y 24 hs antes de

realizar las determinaciones fueron descongeladas en heladera a 4-6°C.

52



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA EN ALIMENTOS: DETERMINACION
DEL CALCIO Y FOSFORO “SOLUBLE EN AGUA” EN QUESOS BLANDOS

Calvete, Ornella y Fretes, Federico German

6.3 - Toma de muestra

Las muestras de queso se cortaron con cuchilla hasta conseguir una masa triturada

homogénea, con una granulometria de aproximadamente 2mm x 2mm (Fig. 17)

Figura 17: Horma de queso triturada en el laboratorio

Del triturado se tomaron porciones de aproximadamente 1g para las determinaciones de
humedad total, calcio total y fosforo total. Para extraer los jugos se tomaron 800 g y se

determind calcio soluble y fosforo soluble en éstos.

6.4 - Determinacion de humedad total

La humedad total se analizo de dos formas:

° Método por evaporacidn (gravimétrico): Segin la norma FIL-IDF 4a:1982.(23).

Se peso entre 1 y 3 g de muestra del queso desgranado y se colocd con ayuda de
espatula en pesafiltros de vidrio secos y tarados, con unos 25 g de arena tratada con HCI
concentrado y provisto de varilla para agitacion. Se mezcld bien la muestra con la arena y se

llevaron a estufa de conveccion forzada a 102°C + 2°C por 2 hs (con sus tapas abiertas) y
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luego se dejaron enfriar en desecador hasta temperatura ambiente. Una vez frios se taparon y
pesaron, luego de esta pesada se repitieron las secadas en horno a 102°C + 2°C por lapsos de
2 hora hasta peso constante (variacion entre pesadas de menos de 2 mg). Todos los ensayos
se hicieron por triplicado.

El contenido de humedad se calcul6 mediante la expresion (1):

%H = “2) % 100 (1)
Donde:

%H: porcentaje de humedad.

ml: peso de la muestra antes de entrar a estufa.

m2: peso de la muestra después de salir de estufa.

° M¢étodo directo (Balanza de infrarrojo):

Si bien se trata de un método rapido y practico, al evaluarse los valores obtenidos no
resultaron confiables. En primer lugar porque no coincidian con los resultados del método por
evaporacion y en segundo lugar porque de una misma muestra analizada por triplicado se
obtuvieron valores dispares. Por estos motivos se decidié continuar con el método

gravimétrico.

6.5 - Tratamiento de la muestra para la determinacion de calcio y

fosforo totales

Se obtuvieron cenizas blancas, para esto se tomaron muestras de aproximadamente 1 g
del queso desgranado y se colocaron con ayuda de espatula en crisoles de cerdmica (por
triplicado). Como la muestra de queso contiene cantidades considerables de materia grasa, se
llevo previamente a masa carbonosa en mechero (Fig. 18), de esta manera se evitd la ignicion

de la muestra y la consecuente pérdida por proyecciones. Luego se llevdo a mufla hasta
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temperatura de calcinacion (500-550°C) hasta obtener cenizas blancas (Fig. 19), una vez

obtenidas se retiraron los crisoles de la mufla y se enfriaron en desecador.(2).

—

Figura 18: Carbonizacion de la muestra.
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Figura 19: Calcinacion de la muestra en mufla.

6.6 - Determinacion de Ca total

Se realizd por espectrometria de absorcion atdmica; fundamentado en la tesis de
“Evaluacion del contenido de calcio y fosforo en quesos blandos comerciales. Estudio de
parametros tecnologicos que definen la concentracion de los mismos en el queso” (Maria del
Carmen, Pedro. 2012) (9). Se realiz6 una evaluacion de los métodos mas convenientes para
determinar calcio en quesos blandos (ver Anexo B), donde se concluy6 que la espectrometria
de absorcion atomica y la potenciometria directa con electrodo selectivo de calcio son los
métodos mas recomendables por su exactitud y precision. Si bien ellos prefirieron la

potenciometria por su bajo costo, nosotros optamos por la espectrometria de absorcion
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atomica debido a la accesibilidad que tenemos a este equipo en el laboratorio de UADE Labs
(PERKIN ELMER AAnalyst 100) (Fig. 20).

Para el ensayo se realizd en el equipo una curva de calibracion de cinco puntos con
valores de 0 - 8 mg/L de calcio, desde un patron de calcio 1000 mg/L disuelto en acido
nitrico (HNO;) 0,5 M (ver Anexo C).

Para determinar el calcio total se disolvieron las cenizas blancas (obtenidas previamente
en el punto 6.5) en acido nitrico 0,5 M y se filtraron colocandolas, junto a 4 ml de cloruro de
lantano (LaCl;) 5%, en matraces aforados de 200 ml enrasados. La concentracion de estos
matraces se midio en el equipo y por dar siempre valores mas altos que los configurados en la
curva de calibracion se fueron realizando diluciones hasta encontrar una fraccion que se ajuste

al centro aproximado de la curva y dé un valor de concentracidon de calcio valido.(3).

Figura 20: Equipo de absorcioén atomica para la determinacion de Calcio

6.7 - Determinacion de P total

Se realiz6 colorimétricamente en un espectrofotometro UV- VIS segun el método de la
AOAC 99125 Official Methods of Analysis (12). Se realizé una curva de calibracion de cinco

puntos con valores de 2 - 10 mg/L de fosforo, pesando a partir de un patrén sélido de KH,PO,
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(previamente secado en estufa a 105°C). A cada patrén se le agregd 10 ml de una solucion de
molibdovanadato (preparada a partir de una sal de molibdato y una sal de vanadato), se enrasé
a 50 ml con agua destilada y se ley6 la absorbancia a 400 nm. Se realiz6 la curva de
calibracion, graficando absorbancia versus logaritmo de la concentracion. Se obtuvo la
ecuacion de la recta con adecuado coeficiente de correlacion R (ver Anexo D).

Para analizar las muestras, se tomo6 un volumen de 5 ml (de la solucion preparada con
las cenizas del punto 6.5) y se agregaron los reactivos necesarios para desarrollar el color (10
ml de reactivo enrasado en matraz aforado de 25 ml con HNO, O,5 M) . El equipo utilizado

para tal fin fue un espectrofotometro UV-VIS. (SHIMADZU UV-1280) (Fig. 21)

Figura 21: Equipo de espectrofotometria para la determinacion de Fésforo.
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6.8 - Tratamiento de la muestra para la determinacion de calcio y fosforo

solubles (extraccion de la fase acuosa).

La extraccion del jugo o fraccion liquida del queso se basé en un método fisico de altas
presiones en prensa hidraulica de banco (Morris et al. (1988) y Lucey et al. (1993a)).(19)

Se pesaron 800 g de queso desgranado en un lienzo quesero y se colocaron entre dos
cuencos de acero inoxidable, agujereados en toda su superficie, uno dentro de otro para
presionar homogéneamente la masa de queso (Fig. 22). Esta preparacion se dispuso encima de
un cuenco de mayor tamafio de acero inoxidable sin agujerear simil bandeja, que funcion6 de

receptaculo para el jugo que se fue extrayendo por los orificios.

Figura 22: Sistema de prensado

Este sistema de piezas se coloco a temperatura ambiente en una prensa de banco con un
piston hidraulico en su parte superior (Fig. 23) que realizo una fuerza mecénica de empuje
contra el primer cuenco ubicado dentro del segundo, aumentando asi la presion de la masa de

queso en el recinto y forzando a la fase liquida a escaparse por los orificios. (Fig. 24)
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Figura 23: Prensa de banco accionando el sistema.

Figura 24: Prensado del queso.
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El jugo fue recolectado cada 15 min con la ayuda de una jeringa descartable y puesto en
tubos plasticos de centrifugado de 50 ml, aumentando progresivamente la presion entre las
extracciones hasta que dejo de drenar.

Una vez recolectado el jugo del queso en los tubos, debieron limpiarse de grasa y
solidos en suspension; para esto se enfriaron en heladera a 5°C por 15 min para solidificacion
de la fase grasa y se les retird dicha fase con varilla de vidrio. Esta fase acuosa se centrifugé a
~2000 x g por 10 min a 4°C para remover cualquier particula extrafia de grasa o de solidos en
suspension.

Se tom6 1 ml del centrifugado en un matraz de 50 ml, junto a 10 ml de tricloroacético
(TCA) 24% para precipitar las proteinas, y se enraso con acido nitrico 0,5 M; Se homogeneiz6
y filtr6 en vasos de precipitados, de €stos se tomo una alicuota de 2 ml y enrasé con acido
nitrico 0,5 M en otro matraz aforado de 50 ml.

Este extracto acuoso ya limpio se reservo en heladera para las determinaciones de calcio

y fosforo solubles.(19)

6.9 - Determinacion de Ca soluble

De igual forma que la determinacion de calcio total del punto 6.6, el Ca fué
determinado por absorcion atomica pero del extracto acuoso resultante del punto 6.8.
Se midi6 la absorbancia en una curva de calibracion configurada de 0 - 8 mg/L y cuando
sobrepasaba el valor maximo se realizaron diluciones hasta lograr un valor cercano al centro

de esta.

6.10 - Determinacion de P soluble

De igual forma que la determinacion de fosforo total del punto 6.7, el P fue determinado

por espectrofotometria a 400 nm pero del extracto acuoso resultante del punto 6.8.
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Se midio la absorbancia en una curva de calibracion configurada entre 0 - 8 mg/L y cuando
sobrepasaba el valor méximo se realizaron diluciones hasta lograr un valor cercano al centro

de esta.
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7 - DISCUSION

7.1 - Resultados

7.1.1 - Resultados de humedad total

TABLA XI: Resultados de las determinaciones de humedad.

Muestra Humedad (%om/m)
QUESO 1 50,63
QUESO 2 50,46
QUESO 3 50,45
QUESO 4 46,53
QUESO 5 52,43
QUESO 6 56,00
QUESO 7 49,02
QUESO 8 49,83
QUESO 9 49,80
QUESO 10 52,08
QUESO 11 51,76
QUESO 12 50,87
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QUESO 13 49,61
QUESO 14 50,88
QUESO 15 49,42
QUESO 16 52,58
QUESO 17 49,56
QUESO 18 51,73
PROMEDIO 50,75

*Detalle de las muestras en Anexo A

7.1.2 - Resultados de calcio total

TABLA XII: Resultados de las determinaciones de calcio total.

Muestra Cantidad de Calcio
Total (mg/100g queso)
QUESO 1 1007,0
QUESO 2 1003,6
QUESO 3 878,6
QUESO 4 800,0
QUESO 5 1089,8
QUESO 6 952,5

64



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA EN ALIMENTOS: DETERMINACION
DEL CALCIO Y FOSFORO “SOLUBLE EN AGUA” EN QUESOS BLANDOS

Calvete, Ornella y Fretes, Federico German

QUESO 7 1002,4
QUESO 8 613,4
QUESO 9 628,1
QUESO 10 577,5
QUESO 11 586,0
QUESO 12 632,2
QUESO 13 667,7
QUESO 14 655,7
QUESO 15 564,9
QUESO 16 503,7
QUESO 17 572,9
QUESO 18 4973

PROMEDIO 735,18

*Detalle de las muestras en Anexo A
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7.1.3 - Resultados de fosforo total

TABLA XIII: Resultados de las determinaciones de fosforo total.

Muestra Cantidad de Fosforo
Total (mg/100g queso)
QUESO 1 779,1
QUESO 2 780,6
QUESO 3 686,5
QUESO 4 679,4
QUESO 5 8514
QUESO 6 710,9
QUESO 7 780,5
QUESO 8 473,8
QUESO 9 513,7
QUESO 10 451,2
QUESO 11 361,0
QUESO 12 3428
QUESO 13 467,6
QUESO 14 441,6
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QUESO 15 4185
QUESO 16 395,0
QUESO 17 428,9
QUESO 18 380,1
PROMEDIO 552,37

*Detalle de las muestras en Anexo A

7.1.4 - Resultados de las extracciones de humedad

Para expresar la cantidad de jugos extraidos del queso se hizo una relacion seguin la
humedad de cada uno, segun el siguiente calculo (2):
%He = (==%7) * 100 @)

%H
M55

Donde:

%He: Porcentaje de humedad extraida del queso
Ve: Volumen de jugo extraido del queso (ml)
M: Masa de queso prensada (gr)

%H: Humedad total del queso (% v/m)

TABLA XIV: Resultados de las cantidades de jugo extraidas.

Muestra Humedad extraida (% v/m)
QUESO 1 Sin extraccion de liquido
QUESO 2 Sin extraccion de liquido
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QUESO 3 Sin extraccion de liquido

QUESO 4 Sin extraccion de liquido

QUESO 5 28,0

QUESO 6 30,4

QUESO 7 28,7

QUESO 8 26,3

QUESO 9 24,0

QUESO 10 27,9

QUESO 11 34,3

QUESO 12 26,2

QUESO 13 27,9

QUESO 14 25,9

QUESO 15 30,4

QUESO 16 26,0

QUESO 17 28,1

QUESO 18 32,6
PROMEDIO 28,3

*Detalle de las muestras en Anexo A
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7.1.5 - Resultados de calcio soluble

Para expresar la cantidad de calcio soluble del queso se hizo una relacion entre la
concentracion del calcio presente en los jugos extraidos y la humedad promedio de cada uno,

segun el siguiente calculo (3):

[Calz = [Cals * %H * 100

)

Donde:

[Ca]1 : mg de calcio soluble / Litro de jugo extraido

[Ca]> :mg de calcio soluble / 100 g de queso

%H: Humedad total del queso (% v/m)

TABLA XV: Resultados de las determinaciones de calcio soluble.

Muestra
Cantidad de Calcio Soluble (mg/100g queso)
15 min 30 min 45 min
QUESO 1 Sin extraccion| Sin extraccién| Sin extraccion
de liquido de liquido de liquido
QUESO 2 Sin extraccidon| Sin extraccion| Sin extraccion
de liquido de liquido de liquido
QUESO 3 Sin extraccion| Sin extraccion| Sin extraccion
de liquido de liquido de liquido
QUESO 4 Sin extraccion| Sin extraccion| Sin extraccion
de liquido de liquido de liquido
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QUESO 5 345,18 334,61 339,60
QUESO 6 420,33 344,73 327,82
QUESO 7 367,99 301,81 288,43
QUESO 8 161,20 171,86 171,88
QUESO 9 161,07 171,76 171,66
QUESO 10 176,08 173,97 187,30
QUESO 11 237,31 241,58 236,54
QUESO 12 207,16 200,61 205,38
QUESO 13 214,87 202,22 219,71
QUESO 14 212,48 210,64 223,87
QUESO 15 197,55 199,71 211,27
QUESO 16 141,96 128,22 155,63
QUESO 17 167,01 132,63 180,21
QUESO 18 186,68 125,96 169,60

*Detalle de las muestras en Anexo A
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7.1.6 - Resultados de fosforo soluble

TABLA XVI: Resultados de las determinaciones de fosforo soluble.

Muestra Cantidad de P Soluble
(ppm)
QUESO 1 Sin extraccion de liquido
QUESO 2 Sin extraccion de liquido
QUESO 3 Sin extraccion de liquido
QUESO 4 Sin extraccion de liquido
QUESO 5 <2
QUESO 6 <2
QUESO 7 <2
QUESO 8 <2
QUESO 9 <2
QUESO 10 <2
QUESO 11 <2
QUESO 12 <2
QUESO 13 <2
QUESO 14 <2
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QUESO 15 <2
QUESO 16 <2
QUESO 17 <2
QUESO 18 <2

*Detalle de las muestras en Anexo A

7.2 - Limitaciones y dificultades

a. Escasez de material bibliografico:
Al ser un método en desarrollo y enfocado a los quesos de mayor consumo en

Argentina, no se encontraron estudios a nivel mundial que hayan realizado el mismo ensayo.

Solucién: Se recopilaron investigaciones que estudiaban por separado distintos puntos a

encarar en el desarrollo, y en base a éstos, se desarrollo un método propio.

b. Diferencias con la mezcla original para la extraccion de los jugos del queso:

El método seleccionado para la extraccion (21), mezclaba 800 g de queso cheddar con
1000 g de arena (calidad analitica) para realizar la prensada.

Se intento reiteradas veces hacer este ensayo con los quesos blandos de muestra pero no

se tuvo €xito, la arena absorbia toda la humedad, impidiendo el drenaje de los jugos.

Solucién: Se dejo de utilizar arena y se prenso solo la masa del queso (descongelado y

triturado), al hacer esto se lograron extraer buenas cantidades de jugos.
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c. Definicion de la masa inicial de queso a prensar:
Al modificarse la cantidad de masa inicial de prensado, se empezaron a triturar y
prensar las hormas de queso en su totalidad, pero teniendo una variabilidad de peso

aproximada entre 500 g - 1500 g por horma. El método perdia normalizacion.

Soluciéon: Se empezd a prensar solo masas de queso de aprox. 800 g, anotando la masa
inicial de cada uno y el volumen extraido. Esto permitié que las muestras sucesivas tengan

valores similares entre ellas.

d. Definicion del tiempo de prensado:

El método bibliografico (21), hablaba de prensar la masa de queso cheddar con arena
durante 3 hs a 80 bar. Realizando esto se demostrd6 que la mayor parte de los jugos se
drenaron antes de la primer hora, y para optimizar el método se probo acortar los tiempos de
extraccion, lo cual dejo a definir si las fracciones extraidas a distintos tiempos poseian la

misma concentracion de iones.

Solucién: Se fueron retirando los jugos extraidos cada 15 min con presion progresiva,
hasta que dejaba de salir jugo o se rompian los lienzos por altas presiones; Y luego se
midieron las concentraciones de los iones.

Al hacer esto, se observo que:

e Con 3 extracciones de 15 min (45 min) drenaba el mayor porcentaje de los jugos, ya
que a mas tiempo y presion se rompian los equipos y el liquido salia con muchas
particulas de s6lidos mayores.

e Las concentraciones de iones calcio soluble (ya que los iones fosforo en el extracto
fueron nulos) no fueron constantes y tendian a disminuir en el minuto 30 para volver a
equilibrarse en el minuto 45 dando asi una tendencia de pardbola positiva en las
concentraciones medidas (Ver ANEXO E).

Analizando esto se concluyd que con una prensada unificada de 45min a presion

progresiva era suficiente para obtener los jugos del queso blando.
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e. Definicion de la presion de prensado:

De la misma manera que en el punto anterior, el método (21) hablaba de prensar queso
cheddar durante 3hs a 80 bar.

Mientras se fueron tomando las alicuotas de jugo cada 15°, se fué aumentando
gradualmente la presion hasta cerca de los 80 bar. Al realizar esto qued6 en evidencia que la
mayor parte de los jugos (aprox. 80%) se extrajeron con menos de 10 bar de presion, y que al
llegar aproximadamente a los 40 bar siempre se rompia el lienzo o se empezaba a deformar el
metal del molde superior, afectando asi el punto de apoyo de la prensa y perdiendo eficiencia

en el proceso (Fig. 25).

Figura 25: Pérdida de presion por rotura del lienzo.

Solucion: Se concluyd que con una prensada unificada de 45 min llegando hasta 20 bar
de presion progresivamente es suficiente para extraer la mayor parte de los jugos internos del

queso.
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f. Cuantificacion de los jugos prensados:

Al prensar la masa de queso, parte de los jugos quedaron en la misma masa (agua con
mayor interaccion a los sélidos) y otra parte fue absorbida por el lienzo que al ser de fibras
organicas tenia mucha afinidad por el agua liberada, interfiriendo asi en el porcentaje final

real del liquido extraido.

Solucién: Al tener estas limitaciones, se tomd para el porcentaje de jugo extraido solo al
volumen recolectado en el cuenco, se desprecio el absorbido por el lienzo y el restante en la
masa de queso prensado, ya que para el método no son utilizables y pertenecen a la merma
misma del proceso, considerando esto se obtuvo un promedio de extraccion del 28,3% de la

humedad total del queso.

g. Incapacidad para poder desarrollar una técnica de recuperacion:

Al recibir las muestras de queso blando para andlisis por parte de Hansen. no se tuvo
acceso a modificar pardmetros de elaboracion. Al tratarse de una matriz sélida, no se pudieron
agregar cantidades conocidas de calcio y fosforo para poder evaluar una técnica de

recuperacion.

Posible solucidon: comparar los resultados obtenidos utilizando la técnica desarrollada

en esta tesis con resultados de un laboratorio que realice estos analisis.
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7.3 - Conclusiones

7.3.1 - Conclusiones del método utilizado

a. Se concluy6 la siguiente técnica para obtener los jugos del queso: Prensar una masa
inicial de 800 g de queso blando por 45 min con presion progresiva hasta 20 bar.
Los jugos obtenidos representan aproximadamente un tercio de la humedad total del

queso y seran los utilizados para el andlisis de los iones solubles.

b. La técnica lograda permitio un limite de cuantificacion de: Ca 1 mg/L y P 2 mg/L.
Y la evaluacion estadistica reveld que el método es repetible ya que los resultados no
presentaron diferencias significativas en el contenido de calcio soluble independientemente
del pH o de la fecha de elaboracion.

Esto se pudo observar en el ANEXO F donde los p-values de las variables fueron los

esperados (p > 0,05).

7.3.2 - Conclusiones sobre las muestras utilizadas

a. Las mediciones de calcio total y fosforo total en los quesos analizados fueron
aproximadas a las esperadas segun las fuentes bibliograficas. Y también se pudo observar que

guardaron una relacion Ca/P esperada entre 1-1,4 con un promedio de 1,34 (Ver ANEXO G).

b. No se pudo cuantificar el fosforo soluble en el liquido de extraccion ya que las

mediciones estaban por debajo del limite inferior del intervalo dinamico lineal (< 2ppm).
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c. En el ANEXO H se analizd el comportamiento del calcio soluble y la humedad
extraida de los quesos con respecto al pH medido para cada una de sus tinas. Se pudo
concluir que los quesos provenientes de las tinas con menor pH de coagulacion (pH 6,24;
Tina 2 de la elaboracion 16/04) tuvieron un 25% mas de calcio soluble respecto de los quesos
de la Tina 1 (pH 6,50) y 1 % mas de humedad, lo cual permitié extraer mayor cantidad de
jugo a altas presiones.

Esto puso en evidencia que los quesos coagulados a menor pH tienen una menor
capacidad de retencion del Ca*" como CCP dentro de las caseinas , y mayor dificultad para

la sinéresis , dando valores de humedad mayores.

TABLA XVII:

Comparacioén de las proporciones de calcio soluble entre las tinas a diferentes pH

; Ca soluble pH -
Tina Muestra % Ca sol/Ca total Promedio
(Mg Ca/100g queso) ({suero de corte)
1 QUESO 8 168,3 27,4372 6,5
1 QUESO 9 168,2 26,7791 6,5
1 QUESO 13 2123 31,7957 6,5 29,36722
1 QUESO 14 215,7 32,8961 6,5
1 QUESO 17 160 27,928 6,5
2 QUESO 6 364,3 38,2467 6,24
2 UESO 11 238,5 40,6996 6,24
a - . - 36,79525
2 QUESO 15 202,8 35,9001 6,24
2 QUESO 18 160,8 32,3346 6,24
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9 - ANEXOS

Anexo A:

Detalle de

las muestras:

-Queso 1:
-Queso 2:
-Queso 3:
-Queso 4:
-Queso 5:
-Queso 6:
-Queso 7:
-Queso 8:
-Queso 9:

-Queso 10:
-Queso 11:
-Queso 12:
-Queso 13:
-Queso 14:
-Queso 15:
-Queso 16:
-Queso 17:
-Queso 18:

Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 2, Elaboracioén 06/03/2018

Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 2, Elaboracion 06/03/2018

Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 2, Elaboracion 06/03/2018

Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 2, Elaboracion 06/03/2018

Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 1, Elaboracion 06/03/2018

Muestra Hansen Q Cremoso - P. Buffer, Tina 2, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 1, Elaboracion 06/03/2018

Muestra Hansen Q Cremoso - P.Buffer, Tina 1, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen Q Cremoso - P.Buffer, Tina 1, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen D+1, Tina 2, Elaboracion 21/03/2018

Muestra Hansen Q Cremoso - P.Buffer, Tina 2, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen D+1, Tina 1, Elaboraciéon 21/03/2018

Muestra Hansen Q Cremoso - P. Buffer, Tina 1, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen Q Cremoso - P. Buffer, Tina 1, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen Q Cremoso - P. Buffer, Tina 2, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen Cremoso D+2, Tina 1, Elaboracion 06/03/2018
Muestra Hansen Q Cremoso - P. Buffer, Tina 1, Elaboracion 19/04/2018
Muestra Hansen Q Cremoso - P. Buffer, Tina 2, Elaboracion 19/04/2018

83



PROYECTO FINAL DE INGENIERIA EN ALIMENTOS: DETERMINACION
DEL CALCIO Y FOSFORO “SOLUBLE EN AGUA” EN QUESOS BLANDOS

Calvete, Ornella y Fretes, Federico German

TABLA XVIII: Detalle de elaboracion tinas del 19/04/18

Proyecto: Queso cremoso- Poder Buffer

Objetivo: Elaboracién de queso cremoso en tinas doble "O"

4/19/2014
Tina 1 2
Leche litros / toma de muestra para microb. 200 200
Leche dia / proveedor 4/18/2018 4/18/2018
MG%
Prot%
MG%/Prot% #;DIV/O! #iDIV/0O!
pH
Inicio llenado 12:16 12:54
Calcio 320 ppm 320 ppm
Cultivo STI-06 STI-06
Lote
Dosis 165 g /5000 L | 165 g /5000 U
Hora de agregado 12:36 13:04
Premaduracion 30 min 41 min
Temperatura leche 35,8 °C
pH 6,46 6,56
Acidez 14°D 15 °D
Cuajo CMM 200 CMM 200
Lote
ph de coagulacion 6,51 6,3
Acidez 15 °D 22 °D
Temp. Agregado de cuajo 38 °C
Dosis 35 IMCU/L 31,5 IMCU/L
Hora de agregado 13:06 13:45
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Hora de floculacion 13:17 13:52
Factor de corte 2 2

Hora de corte™ 13:28 13:57
Tiempo total de corte - min 6 min 6 min

Suero de corte

Acidez 10 °D 14 °D
oH 6,5 6,24

12 rpm / 720
Agitacién: hora/pH 12 rpm / 720 seg seg

14 rpm / 1800 | 14 rpm / 300(

Agitacion: hora/pH seg seg
Suero bajada

GB

Proteinas

Acidez 11°D 16 °D

pH 6,49 6,12
Hora de inicio / hora de fin /14:23 15:06 / 15:10
Cuajada

Hora 14:26

Temperatura 37,2°C

pH 6,37

Primer volteo

14:38/6,28/37,1| 15:25/5,98/
Hora inicio / pH / temperatura °C 37°C
Hora fin / pH / temperatura 15:08 /5,95 15:55

Segundo volteo

15:23/5,75/ 34,8
Hora inicio / pH / temperatura °C 16:10/5,53
Hora fin / pH / temperatura 16:08 /5,37 /36,2| 16:40
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°C
Hora entrada a salmuera / pH / 16:28/5,31/ | 16:40/ 5,31
temperatura 36,6 °C 35,8 °C
Milk Microbiology
Raw Milk (PCA) 4,10E+05 4,70E+05
Coliform Lpast. (NMP/100 ml) <3 NMP /100 ml -
Coliform Lpast. (Fin llenado de tina) <3 NMP /100
(NMP/100 ml) <3 NMP /100 ml ml
Whey Microbiology
Coliform count (Suero de Corte) ABRV (u.f.c./ml <1 ufc/ml <1 ufc/ ml
Coliform count (Suero Bajada) ABRV (u.f.c./ml) <1 ufc/ml < 1 ufc/ ml

Fuente: Resultados de la planta piloto de Chr-Hansen.
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Anexo B:

Extracto de tesis “Evaluacion del contenido de calcio y fosforo en quesos blandos

comerciales. Estudio de parametros tecnologicos que definen la concentracion de los mismos

en el queso” (Maria del Carmen, Pedro. 2012).(9).

1.1-Tratamiento de la muestra para la determinacion de calcio y fésforo totales.

El tratamiento de la muestra fue realizado segun la AOAC Official Method Analisis
994.25 (1995) (2). Una vez pesada la cantidad necesaria, se coloco en un crisol de porcelana,
se introdujo en mufla a 100° C durante una hora y luego se fue subiendo gradualmente la
temperatura hasta llegar a los 525° C, temperatura a la que permanecid hasta obtenerse
cenizas blancas. Una vez obtenidas las cenizas, se enfri6 a temperatura ambiente y se
agregaron unas gotas de acido nitrico al 50%, para eliminar particulas negras, para lo cual se
colocod nuevamente en mufla. Luego se enfrid en desecador y se disolvid con gotas de acido

clorhidrico concentrado, enrasandose en matraz aforado de 100 ml con agua destilada.

1.2-Preseleccién de método para la determinacion de calcio

Con el fin de seleccionar la técnica de determinacion de calcio mas adecuada, teniendo
en cuenta el tipo y nimero de muestras y poner a punto el tratamiento de la misma, se trabajé
con dos muestras de quesos. Las mismas se sometieron al tratamiento indicado en el punto

anterior 1.1, y sobre alicuotas de la solucion se probaron las siguientes técnicas:

- Determinacion volumétrica: esta técnica utiliza EDTA como reactivo titulante y calcon
como indicador. Para realizar esta determinacion se tomo una alicuota de solucion de muestra
adecuada, se regulo el pH a 12, a fin de precipitar magnesio como Mg(OH), , y de esta
manera evitar que reaccione con EDTA. Luego se tituld con el reactivo titulante hasta el

viraje del calcon de rojo vinoso al azul.
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- Determinacion volumétrica, utilizando EDTA como reactivo titulante y visualizacion
potenciométrica de punto final con electrodo de calcio. Esta técnica es similar a la anterior,
solo que el punto final de la titulacion, se visualizé con el salto de potencial que se produce al

final de la reaccion entre EDTA y calcio.

- Determinacion volumétrica con permanganato como reactivo titulante AOAC944.03
(1), (11). En esta técnica el Calcio se precipitd a pH 4 como oxalato (si hay fosfato presente se
puede eliminar con &cido acético), posteriormente el oxalato de calcio formado se separ6 de la
solucion y se disolvid con 4cido sulfurico liberando asi dcido oxalico el cual se tituld con una

solucion valorada de permanganato de potasio.

- Determinacion directa de calcio con electrodo selectivo de Calcio: La determinacion de
calcio se llevod a cabo por potenciometria directa utilizando un electrodo selectivo de calcio
Orion Modelo 93-20, un electrodo de referencia Orion de Junta simple Modelo 90-01 y un
potenciometro Orion 420 A. (12).

- Determinacion por Absorcion Atomica: AOAC Official Method 99125 (3): se llevo a
cabo utilizando un espectroémetro de absorcion y emision atomica de llama Perkin Elmer
modelo 3110.

Se realizo una curva de calibracion con soluciones estandar de 0 mg/L a 7 mg/L a partir
de una solucién madre de 1000 mg/L de calcio. Para analizar las muestras se realizaron las
diluciones necesarias a partir de la solucidon preparada en 1.1 utilizando como diluyente una

solucion de LaCl, para eliminar interferencias.

1.3-Selecciéon del método mds conveniente para la determinacidn de calcio

De la preseleccion descripta en el punto anterior surgieron dos métodos como los mas
indicados (Potenciometria directa con electrodo selectivo de calcio y Espectrofotometria de
Absorcion Atdmica). Para la eleccion definitiva, se trabajo con los dos métodos

preseleccionados en muestras de quesos cremosos pertenecientes a cinco empresas lacteas del
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pais. Finalizadas las experiencias se adopté como método la determinacion directa de calcio

con electrodo selectivo.

2- Resultados vy discusion

2.1- Determinaciones realizadas en quesos comerciales

2.1.1- Preseleccion de método para la determinacidn de calcio

La primera técnica que utiliz6 EDTA y Calcon, donde se precipita el Mg a pH 12 como
hidréxido, no pudo ser utilizada ya que el viraje del indicador en el punto final no se
visualizaba correctamente debido a interferencias, dado la complejidad de la muestra y su
tratamiento.

La segunda técnica donde se visualizé el punto final potenciométricamente, si bien
arrojo buenos resultados, el desarrollo de cada determinacion llevaba demasiado tiempo para
el nimero de muestras a realizar en el presente trabajo, por lo que fue descartada.

En cuanto a la técnica volumétrica con permanganato de potasio (técnica de referencia
para leche) en la que se tuvo que modificar el tratamiento de la muestra, para realizarla en
queso, se lleva el mismo a cenizas tal como se describié en 1.1. La misma arrojé resultados
altos, comparado con los valores obtenidos con las demas técnicas para queso blando. Por
otro lado resulto ser una técnica muy tediosa para realizar muchas muestras, sobre todo en los
pasos de precipitacion, centrifugacion y redisolucion del precipitado de oxalato de calcio, por
lo que también fue descartada.

Las dos técnicas preseleccionadas fueron la del electrodo selectivo de calcio y
la de absorcion atomica

Los resultados se muestran en la tabla XIX:
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Tabla XIX: Preseleccion del método para la determinacion de calcio

Concentracion de calcio en mg Ca/ 100 g de muestra
Volumétrico con EDTA Volumético | Absorcion | Electrodo
con KMnQ: | Atomica selectivo
Queso
de Calcio
Calcon Potenciométrico

- 6904 803,9 6703 6560

Empresa e 7153 90,8 6862 6269

A - 6708 a12.8 7058 6355

2 6803 8252 644 0 6349

Empresa & 7252 8306 6602 6555

5 = 7308 850.8 6693 6592

2.1.2- Seleccién del método mds conveniente para la determinacién de calcio.

Los dos métodos preseleccionados fueron comparados, de manera de realizar la

seleccion del método de trabajo mas adecuado. Los resultados se ven en la tabla XX:
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Tabla XX: Determinacion de Ca por los dos métodos a seleccionar sobre

muestra de quesos comerciales.

Concentracion de Ca en mg Ca/100 g de muestra

Queso Absorcion Atomica Electrodo selectivo de
Calcio
566.8 569.3
Empresa n® 1 960,9 558,1
556,7 551.0
8825 5772
Empresa n° 2 5746 565 4
5791 566,8
7191 715,2
Empresa n® 3 7108 7027
7205 708,3
747,1 7547
Empresa n® 4 762,7 764.4
748 4 747 2
5163 509.6
Empresan®5s 230.3 9245
215,0 504,9

Dado a que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los dos métodos (test
de a pares, ver TABLA XXI) se selecciona el del electrodo selectivo de calcio, ya que es una
técnica de bajo costo, facil de instalar, desarrollar y mantener, por lo que es factible que
cualquier empresa lactea pueda utilizarla. El método de Absorcion Atdmica, requiere un
equipamiento costoso, tanto para su adquisicion, como para su uso y mantenimiento y para el

que se tendra que contar con personal capacitado para su utilizacion.
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TABLA XXI: Test de a pares para comparar los Métodos Analiticos.

AA. E.S. Diferencia
261,95 599,95 2
aray 569,6 9.1
716,8 708,7 8,1
7507 7554 -47F
5205 513 D

Ho) ul =u2
H1l)ul =u2

La media de las diferencias = 4,4
La desviacion estandar de las diferencias= 5,78705
T calculado = 7,4*\5/1,41067
T calculado = 1,7007
De tablas T critico = 2,7765 (p= 0,05 y 4 grados de libertad)
Como T calculado es menor al T critico, se acepta la hipdtesis nula Ho, entonces no hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medias obtenidas por los dos métodos

analiticos.
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Anexo C:

Curva de calibracion para la determinacién de calcio por espectrometria de absorcidén

atémica:

Desde un patrén de Calcio 1000 ppm disuelto en 4cido nitrico (HNO;), se tomaron
fracciones para lograr cinco puntos (0.8, 2, 4, 6 y 8 ppm de calcio) y de esta manera se realizo

una curva de calibracion con un coeficiente de correlaciéon mayor a 0,999 (Fig. 26).

ib. Feaks ¥ mMany

.._D—XJ

Calibratior (T

Ca

Figura 26: Curva de calibracion para la determinacion de calcio por espectrometria de

absorcidn atomica.
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Anexo D:

Curva de calibracion para la determinacion de fosforo por espectrofotometria UV - VISIBLE:

Desde un patron solido de KH,PO, (previamente secado en estufa a 105°C) se tomaron

fracciones para lograr cinco puntos (2, 4, 6, 8 y 10 ppm de fosforo, ver Tabla XXII). A cada

patron se le agregd 10 ml de una solucién de molibdovanadato (preparada a partir de una sal

de molibdato y una sal de vanadato), se enrasé a 50 ml con agua destilada y se ley6 la

absorbancia a 400 nm., y de esta manera se realizdO una curva de calibracion con un

coeficiente de correlaciéon mayor a 0,999 (Grafico III).

TABLA XXII: Absorbancias de los puntos de la curva de calibracion.

concentracion Absorbancia| Absorbancia corregida
(ppm) (restando el blanco)
2 0,212 0,192
2 0,389 0,369
6 0,574 0,554
8 0,761 0,741
10 0,931 0,911

GRAFICO III: Curva de calibracion para la determinacion de fosforo.

Absorbancia
=] o =]
= o s3] =

=
P
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R® = 0,9998
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Anexo E:

Basandose en los resultados de Calcio Soluble extraido de los quesos a los 15 min, 30

min y 45 min de la tabla XV, se pudo generar el siguiente grafico:

GRAFICO IV: Concentracion de Ca soluble durante las extracciones.

& ,:Ff’o E‘f’n & \::?f’ 0&

of & o & oF & o

450
400

E 8 E&

20
15

Mg Ca/100g quesa
=
s 8 8 8

1)

-.C:-
<l P
Ge?'

m15min @30 min m45 min

No se observd una tendencia definida pero se repitid el patrén de ser siempre la
extraccion de los 30 min menor o igual a las demas.

Por lo que realizando la sumatoria de todas las extracciones al mismo tiempo se pudo

observar la siguiente tendencia (Grafico V):
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GRAFICO V: Sumatoria del Ca soluble extraido en todos los quesos
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En este ultimo se observd como la cantidad de calcio soluble obtenida a los 30 min es
considerablemente menor que las obtenidas a los 15 min y 45 min, dando asi una tendencia de

parébola positiva.
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Anexo F:

Se realizd un analisis de la varianza (ANAVA), a través del programa estadistico
InfoStat (Universidad Nacional de Cordoba, Version 2018).(35). Teniendo en cuenta las

variables fecha de elaboracion, pH y Calcio soluble de los quesos (ver Tabla XXIV):

Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj] CV

CALCIO sonL 14 0,28 0,07 31,35

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 18831,01 3 6277,00 1,32 0,3207
PH 690, 38 1 690, 38 0,15 0,7108
FECHA 18140,63 2 9070, 32 1,91 0,1979
Error 47414,85 10 4741,49
Total 66245, 86 13

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=85,57703
Error: 4741,4851 gl: 10

PH Medias n E.F.
6,50 201,32 9 25,89 A
6,24 211,38 5 34,78 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los wvalores obtenidos revelaron que los resultados no presentaron diferencias
significativas en el contenido de calcio soluble independientemente del PH o de la fecha de

elaboracion, asegurando que el método utilizado es repetible.
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Esto se puede observar dado que el p > 0,05 en ambos casos y las medias no son

significativamente diferentes (letra en comun, p > 0,05).
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Anexo G:

Se analiz6 la relacion calcio total/fosforo total en los quesos, y los resultados fueron los

siguientes:

TABLA XXIII: Relacion calcio total y fosforo total.

Ca (mg Ca/100g| P (mg P/100g Ca/P
queso) queso)
QUESO 1 1007 779,1 1,2925
QUESO 2 1003,6 780,6 1,2856
QUESO 3 878.,6 686,5 1,2798
QUESO 4 800 679.,4 1,1775
QUESO 5 1089,8 851,4 1,2800
QUESO 6 952,5 710,9 1,3398
QUESO 7 1002,4 780,5 1,2843
QUESO 8 6134 473,8 1,2946
QUESO 9 628,1 513,7 1,2226
QUESO 10 577,5 451,2 1,2799
QUESO 11 586 361 1,6232
QUESO 12 632,2 412,8 1,5314
QUESO 13 667,7 467,6 1,4279
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QUESO 14 655,7 441,6 1,4848
QUESO 15 5649 418,5 1,3498
QUESO 16 503,7 395 1,2751
QUESO 17 5729 428,9 1,3357
QUESO 18 497,3 380,1 1,3083

PROM.

1,3374

GRAFICO VI: Cantidades de Ca total y P total en los quesos.
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GRAFICO VII: Relacion Ca total/P total en los quesos.
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Analizando los datos anteriores se pudo observar que la relacién Ca total/P total fue la

esperada para quesos blandos segun las fuentes bibliograficas, con un promedio de 1,34.
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Anexo H:

El objetivo de este anexo es relacionar los porcentajes de Ca soluble y humedad

extraida con el ph de las tinas.

TABLA XXIV: Relacion % calcio soluble/calcio total, % humedad extraida y pH.

Ca total (mg Ca soluble % ca % humedad pH
Ca/100g (mg Ca/100g|  soluble/ca extraida (suero de
queso) queso) total (%v/m) corte)
QUESO 1 1007 0 0 0 6,48
QUESO 2 1003,6 0 0 0 6,48
QUESO 3 878,6 0 0 0 6,48
QUESO 4 800 0 0 0 6,48
QUESO 5 1089,8 339,8 31,1800 28 6,49
QUESO 6 952,5 364,3 38,2467 30,4 6,24
QUESO 7 1002,4 3194 31,8635 28,7 6,49
QUESO 8 6134 168,3 27,4372 26,3 6,5
QUESO 9 628,1 168,2 26,7791 24 6,5
QUESO 10 577,5 179,1 31,0129 27,9 6,42
QUESO 11 586 238,5 40,6996 34,3 6,24
QUESO 12 632,2 204.,4 32,3315 26,2 6,52
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QUESO 13 667,7 2123 31,7957 27,9 6,5
QUESO 14 655,7 215,7 32,8961 25,9 6,5
QUESO 15 564.,9 202,8 35,9001 30,4 6,24
QUESO 16 503,7 141,9 28,1715 26 6,49
QUESO 17 5729 160 27,9280 28,1 6,5
QUESO 18 497,3 160,8 32,3346 32,6 6,24
PROMEDIO PROMEDIQ PROMEDIO
32,0412 28,33 6,42

GRAFICO VIII: Relacién % calcio soluble/calcio total, % humedad extraida y pH.
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Se pudo observar que hay una tendencia de aumentar los porcentajes de calcio soluble y

de cantidad de humedad extraida, al disminuir el pH del queso.
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