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DESCRIPCION
Procedimiento para regenerar beta-ciclodextrina reticulada con colesterol atrapado en la misma

La presente invencion se refiere a la eliminacion del colesterol de algunos alimentos utilizando B-ciclodextrina (en
adelante denominada "B-CD") como trampa. Mas particularmente, la presente invencién se refiere a un
procedimiento para capturar colesterol de algunos alimentos en B-CD reticulada y al reciclado de la B-CD con
colesterol capturado utilizando un solvente organico.

Se informa de la existencia de una correlacion positiva fuerte entre el nivel sanguineo de colesterol y el riesgo de
enfermedades del sistema circulatorio en el adulto. Por ello, los alimentos occidentales, entre ellos la leche, los
productos lacteos, otros alimentos de origen animal, etc., los cuales son ricos en colesterol, han sido recientemente
objeto de preocupacion.

La mayoria de alimentos de origen animal presentan colesterol. Se estima su contenido en 219 mg/100 g de
mantequilla, 137 mg/100 g de nata de 36% de materia grasa, 105 mg/100 g de queso Cheddar, 95 mg/100 g de
queso crema, 87,5 mg/100 g de queso azul, 122,9 mg/100 g de queso fetta, 112 mg/100 g de manteca y 1.050
mg/100 g de yema de huevo.

La Gnica manera de prevenir las enfermedades que resultan de la ingesta excesiva de colesterol es consumir
alimentos de bajo o nulo contenido de colesterol. Se ha llevado a cabo una investigacién activa en la reduccién
fisica, quimica y/o bioldgica del colesterol en los alimentos, entre ellos productos lacteos.

Uno de los métodos mas eficaces para la reduccion del contenido de colesterol en los productos lacteos es utilizar -
CD como absorbente. Este absorbente se une al colesterol formando un complejo de B-CD-colesterol insoluble en
agua que puede separarse facilmente mediante centrifugacion.

La B-CD es uno de los oligosacéridos circulares unidos mediante a-(1,4) producidos por la reaccion catalitica de la
ciclodextrina glucosiltransferasa, un enzima presente en los microorganismos, con el almidén, y no resulta téxico
para el cuerpo (ver la figura 1). La B-CD presenta una cavidad en el centro de su estructura molecular, que forma un
complejo de inclusiéon con diversos compuestos, incluyendo el colesterol. Ademas, la beta-CD es no toxica,
comestible, no higroscépica, quimicamente estable y facil de separar del complejo. Por lo tanto, la -CD es un
material adecuado para eliminar el colesterol de los alimentos.

La beta-CD, aunque presenta la ventaja de eliminar el colesterol de diversos alimentos con una eficiencia de
aproximadamente 90% o superior, adolece de las desventajas de ser econdmicamente desfavorable y de provocar
contaminacion medioambiental debido al consumo de gran cantidad de B-CD debido a su recuperacion ineficiente.
Para superar estos problemas, se ha investigado la recuperacion y reciclado de la B-CD. Se ha propuesto la
utilizacién de solventes organicos en la recuperacion y reciclado de la 3-CD (ver la figura 2). Sin embargo, la 3-CD
puede recuperarse en cierta medida al aplicarse a la leche, pero resulta dificil de separar de algunos alimentos, tales
como natas.

La utilizacion de la B-CD en la eliminacion del colesterol se da a conocer en muchas patentes, por ejemplo en la
patente coreana abierta a inspeccién n° de publicacion 1999-0015191, titulada "Method for removing cholesterol
from cream", n° 1999-0015192, titulada "Method for cholesterol removal using immobilized cyclodextrin derivatives";
n® 2004-0054319, titulada "Method for preparing cholesterol-removed whipping cream"; n°® 2003-0078532, titulada
"Method for removing cholesterol from cheese", y n°® 2003-0035341, titulada "Cyclodextrin derivative immobilized on
solid and preparation thereof".

Sin embargo, dichas técnicas presentan una tasa de eliminacion baja y no resultan adecuadas para la aplicaciéon
industrial.

Por lo tanto, existe la necesidad de un procedimiento para eliminar el colesterol de alimentos que presente un
beneficio econémico elevado.

Conduciendo a la presente invencion, la investigacion intensiva y completa sobre la eliminacién beneficiosa
economicamente e industrialmente aplicable del colesterol de los alimentos, llevada a cabo por los presentes
inventores, ha resultado en el descubrimiento de que la B-CD reticulada puede extraer el colesterol de una variedad
de alimentos con una eficacia elevada y que el complejo de B-CD reticulada-colesterol formado de esta manera
puede recuperarse facilmente mediante la utilizaciéon de solventes organicos. La recuperacién de la B-CD mediante
la utilizacién de un solvente organico es simple, econdmicamente favorable y facilmente aplicable industrialmente.

Es un objetivo de la presente invencidon proporcionar un procedimiento para reducir el nivel de colesterol de
alimentos con una elevada eficiencia con un beneficio econémico.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para regenerar la beta-ciclodextrina
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reticulada, presentando la beta-ciclodextrina reticulada el colesterol capturado en la misma, que comprende
recolectar la beta-ciclodextrina reticulada en una capa organica, separar la capa organica y evaporar la capa
organica, proporcionando beta-ciclodextrina reticulada, en el que el agente de reticulacion es acido adipico y la capa
organica esta formada de una mezcla de acido acético e isopropanol.

En dicho procedimiento, se lleva a cabo la etapa de recoleccién mediante la mezcla de un solvente organico con la
beta-ciclodextrina a una temperatura de entre 40°C y 60°C durante 1 a 3 horas bajo agitacién a 50-150 rpm y la
etapa de separacion se lleva a cabo mediante enfriamiento de la mezcla hasta la temperatura ambiente para separar
las capas y eliminar el sobrenadante.

El tratamiento con la B-CD reticulada preparada segun la presente invencion puede eliminar el colesterol en una
cantidad maxima de 93% de la leche, 91% de la nata, 93% de la manteca y 95% de la yema de huevo. Ademas, la
B-CD reticulada que captura el colesterol en la misma puede regenerarse utilizando un solvente organico segun la
presente invencién, mostrando tasas de eliminacién del colesterol excelentes, de 90% tras la séptima ronda de
regeneracion y de hasta 81% tras la décima ronda de regeneracion en leche y tasas de eliminacion del colesterol de
90% tras la sexta ronda de regeneracion y de 83% incluso tras la décima ronda de regeneraciéon en nata. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento de eliminacién del colesterol econémicamente beneficioso
porgue evita la contaminacion medioambiental y el incremento de coste atribuido a la eliminacion de la B-CD tras
una Unica utilizacion.

La figura 1 es una férmula quimica que muestra la estructura de la 3-CD.
La figura 2 es una vista que muestra el procedimiento de regeneracién de la beta-ciclodextrina reticulada.

La reticulacion de la B-CD puede llevarse a cabo utilizando un agente de reticulacion, tal como fésforo, oxicloruro,
trimetafosfato sédico, formaldehido, acido adipico, etc. De ellos, el acido adipico puede afiadirse a los alimentos sin
limitacion debido a que es un aditivo que ha sido autorizado por la FDA estadounidense como GRCS (generalmente
reconocido como seguro). Ademas, se ha identificado el acido adipico como sustancia de sabor acido utilizable y un
conservante alimentario en el registro de aditivos alimentarios coreano.

En presencia de un alcali, el &cido adipico reacciona con dos grupos hidroxilos de la 3-CD. Es decir, el acido adipico
forma enlaces mono- o diéter intra- o intermoleculares con la B-CD de manera que se reticula la 3-CD.

Como agente de reticulaciéon para la B-CD, el cloruro de fosforilo o el oxicloruro de fésforo funciona de la manera
siguiente:

NaOH
B-CD-~OH +| POCla W B-CD-0-P-0-B-CD + NaCl
"Na+

En presencia de formaldehido, la 3-CD se reticula de la manera siguiente:

OH
$-CD-OH # H-C-H|[——> PB-CD-0-C-H

= > B-CD-0-C-0-6-
s> P-CD-0-C-0-B-CD

Los materiales de ensayo para la reduccion de colesterol en la presente invencion son la leche disponible
comercialmente (3,6% materia grasa), nata (36% materia grasa) que se prepararon a partir de leche cruda
suministrada por Binggrae, Co. Ltd, Corea, utilizando un separador de nata, manteca que se extrajo de grasa de
cerdo mediante tratamiento térmico, y yema de huevo que se obtuvo de huevos comerciales.

Entre otros materiales se incluyen el alcohol isoamilico y el acido sulfdrico para el andlisis cuantitativo de materia
grasa lactea, colesterol (pureza del 99%), 5a-colestano, ambos obtenidos de Sigma Chemical Co., y B-CD (pureza
del 99,1%), obtenida de Nihon Shokunin Cako Co. Ltd. (Osaka, Jap6n) para la construccion de una curva estandar,
acido adipico (Acros Organics, USA) para la reticulaciéon de la B-CD, y acido acético e isopropanol, ambos con una
pureza del 99,0%, para la recuperacion de la -CD.

Se determind la materia grasa lactea mediante una prueba de Gerber, en la que los lipidos separados mediante
centrifugacion se miden utilizando un separador.

Para el analisis de CG, se mezclé 1 g de una muestra con 500 pl de un estandar interno de 1 ml (5a-colestano 1
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ml/ml etanol al 99,8%) en un tubo de tapa enroscable, seguido de la saponificacion con 5 ml de una solucién
etandlica 2 M de hidréxido de potasio a 60°C durante 30 min. con 5 ml de solucion etandlica 2 M de hidréxido de
potasio. Tras enfriar la mezcla hasta la temperatura ambiente, se extrajo el colesterol con 5 ml de hexano. Se repitio
este procedimiento cuatro veces.

El extracto en un agrupado de las capas de hexano se transfirié a un matraz de fondo redondo y se secé a 40°C bajo
vacio. El concentrado obtenido de esta manera se disolviéo en 1 ml de hexano y se almacend en un microtubo. El
volumen de inyeccién de la muestra para la CG fue de 2 pl y la cuantificacion del colesterol puede llevarse a cabo
mediante la comparacion del tiempo de retencion y el area de pico del colesterol de la muestra y el colestano de
estandar interno.

Se proporciona un procedimiento para reciclar la 3-CD reticulada tras su aplicacion a la eliminacién del colesterol, en
el que se utiliza un solvente orgéanico para disolver el complejo de B-CD reticulada-colesterol en el mismo y se
separa el sobrenadante y se evaporar para recuperar la 3-CD reticulada.

Resulta adecuada para la regeneracién de la B-CD en la presente invencién una mezcla de acido acético e
isopropanol en una proporcion en volumen de 1:9 a 9:1, y mas preferentemente de 3:1. El butanol, hexano o etanol,
aunque capaz de regenerar la B-CD, no resulta apropiado para la utilizacion en alimentos.

Tras capturar el colesterol en la B-CD reticulada, se afiade un solvente organico y se agité a 50-150 rpm a una
temperatura de entre 40°C y 60°C durante 1 a 3 horas. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se separa el
sobrenadante y se evapora, recuperando la B-CD.

Podra alcanzarse una mejor comprension de la presente invencion a partir de los ejemplos siguientes, que se
proporcionan a titulo ilustrativo pero no limitativos de la presente invencién.

Ejemplo de referencia 1: preparacion de  B-CD reticulada

Una suspension de 100 g de B-CD en 80 ml de agua destilada se agité a temperatura ambiente durante 2 horas y se
le afiadio acido adipico. Se ajust6 el pH de esta suspension a pH 2 con NaOH 1 M y después se sometié a una
reaccion de reticulacion durante 16 horas a temperatura ambiente bajo agitacion. A continuacion, se reajusté el pH
de la reaccion a 5,5 con acido acético.

Se separo el producto de reticulacion con un papel de filtro (Whatman n° 2), se lavé tres veces con 150 ml de agua
destilada, se secd a 60°C durante 6 horas y se paso por un tamiz de malla 100, proporcionando B-CD entrecruzado.

Ejemplo de referencia 2: eliminacién del colesterol de la leche con B-CD reticulada

1) Concentracién de B-CD reticulada

Para determinar la cantidad de B-CD reticulada que resulta mas eficaz para reducir el colesterol en la leche, se
afiadio B-CD reticulada en cantidad de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 y 2,5% en peso basado en el peso de la leche en
considerando el hecho de que s6lo 1,85 g de B-CD se disuelven en 100 g de agua a temperatura ambiente. Se
llevaron a cabo ensayos bajo las condiciones de agitacion a 800 rpm a 10°C durante 10 min. y centrifugacion a
175xg a 10°C durante 10 min.

Los resultados del ensayo de tasa de eliminacion de colesterol se proporcionan en la Tabla 1, a continuacion. Tal
como se observa en la Tabla 1, se midié la B-CD reticulada con acido adipico para eliminar el colesterol de la leche a
una tasa maxima de 93,13% utilizada en una cantidad de 1% basado en el peso de leche, a una tasa minima de
85,05% utilizada en una cantidad de 0,5% y a tasas intermedias de 93,02%, 92,64% y 92,58% utilizada en
cantidades de 1,5%, 2,0% y 2,5%, respectivamente.

Tabla 1: tasa de eliminacién del colesterol seqgun la concentracién de B-CD reticulada

B-CD (%) | Tasa de eliminacion del colesterol (%) "
0,5 85,05
1,0 93,13
15 93,02
2,0 92,64
2,5 92,58

Y ho significativo (P<0,05),

Factores de eliminacién del colesterol; temp. de mezcla 10°C, velocidad de agitacion: 800 rpm; tiempo de mezcla: 10
min., materia grasa de la leche: 3,6%.
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2) Temperatura de mezcla

Generalmente se mantuvo la leche a 4°C o menos durante el almacenamiento y distribucion. Para examinar el efecto
de la temperatura sobre la tasa de eliminacion del colesterol, se mezclé con la B-CD reticulada con acido adipico a
diversas temperaturas, de entre cero y 20°C, y se proporcionan los resultados en la Tabla 2, a continuacion.

Se midié la tasa de eliminacion del colesterol a diferentes temperaturas: 85,14% a 0°C, 85,33% a 5°C, 92,38% a
10°C, 92,56% a 15°C y 93,08% a 20°C. Aunque la tasa de eliminacién del colesterol mas alta se observé a 20°C, se
cree que la temperatura 6ptima para eliminar el colesterol de la leche es 10°C, considerando el hecho de que la
leche se mantiene fresca a 4°C.

Tabla 2: efecto de la temperatura sobre la eliminacién del colesterol de la leche utilizando B-CD reticulada

Temp. de mezcla (°C) | Tasa de eliminacion del colesterol (%)”
85,14
5 85,33
10 92,38
15 92,56
20 93,08

Y no significativo (P<0,05),

Factores de eliminacion del colesterol; B-CD reticulada 1%; velocidad de agitacion: 800 rpm; tiempo de mezcla: 10
min., materia grasa de la leche: 3,6%.

3) Tiempo de mezcla

Se examinaron las tasas de eliminacion del colesterol de la B-CD reticulada en leche durante diversos tiempos de
mezcla y se proporcionan los resultados en la Tabla 3, a continuacion.

Se eliming el colesterol a una tasa de eliminacién maxima de 92,48% durante un periodo de mezcla de 5 min. Se
estimd una tasa de eliminacién del colesterol de 86,94% tras 1 min. de mezcla, de 92,01% tras 10 min. de mezcla,
de 90,44% tras 15 min. de mezcla y de 90,42% tras 20 min. de mezcla. La continuacion tras un tiempo umbral no
present6 ninguna influencia adicional sobre la capacidad de la 3-CD de capturar el colesterol en la misma y, de esta
manera, no increment6 la tasa de eliminacioén.

Tabla 3: efecto del tiempo de mezcla sobre la eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada en la leche

Tiempo de mezcla (min.) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
1 86,94
5 92,48
10 92,01
15 90,44
20 90,42

Y no significativo (P<0,05),

Factores de eliminacion del colesterol; B-CD reticulada, 1%; velocidad de agitacion: 800 rpm; tiempo de mezcla: 10
min., materia grasa de la leche: 3,6%.

4) Velocidad de agitacién

La B-CD reticulada se someti6 a ensayo para la tasa de eliminacién del colesterol segln las velocidades de agitacion
y se proporcionan los resultados en la Tabla 4, a continuacién.

Se eliminé el colesterol a una tasa maxima de eliminacion de 92,05% a una velocidad de agitacion de 400 rpm. Se
estimé una tasa de eliminacion del colesterol de 91,63% a 600 rpm, de 90,81% a 800 rpm, de 88,72% a 1.000 rpm y
de 87,22% a 1.200 rpm Respecto a la reduccion de la tasa de eliminacion del colesterol con el incremento de la
velocidad de agitacion a mas de 400 rpm, se supone que el estado estable del complejo de B-CD-colesterol se
romperia, entrando en un estado inestable, con la agitacion excesiva.

En el Ejemplo 2, las condiciones 6ptimas para la eliminacion del colesterol de la leche utilizando B-CD reticulada con
acido adipico se encontré que eran de 1% para la cantidad de B-CD reticulada, 10% de temperatura de mezcla, 5
min. de tiempo de mezcla y 400 rpm de velocidad de mezcla, bajo las que se eliminé el colesterol a una tasa media



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2538247 T3

de 92,39%.

Tabla 4: efecto de la velocidad de agitacién sobre la eliminacién del colesterol de la leche con B-CD reticulada

Velocidad de agitacién (rpm) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)"
400 92,05
600 91,63
800 90,81
1.000 88,72
1.200 87,22

Y no significativo (P<0,05).

Factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 1%; temp. de mezcla: 10°C; tiempo de mezcla: 10 min.,
materia grasa de la leche: 3,6%.
Ejemplo de referencia 3: eliminacién del colesterol de la nata utilizando B-CD reticulada

1. Concentracién de B-CD reticulada

Se midieron las tasa de eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada segin sus cantidades en la nata y se
proporcionan los resultados en la Tabla 5, a continuacion.

Al utilizar la B-CD reticulada con acido adipico en una cantidad de 10% en peso basado en el peso de nata, se
elimind el colesterol a una tasa maxima de 90,72%. La tasa de eliminaciéon del colesterol era de 81,73% con una
cantidad de 1% de B-CD reticulada, de 85,32% con una cantidad de 5%, de 90,54% con una cantidad de 15% y de
89,98% con una cantidad de 20%.

Tabla 5: tasa de eliminacidn de colesterol segun la concentracion de 3-CD reticulada

B-CD (%) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)"
1 81,73
5 85,32
10 90,72
15 90,54
20 89,98

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacion del colesterol: temp. de mezcla: 40°C; velocidad de agitacion:

1.400 rpm; tiempo de mezcla: 30 min., materia grasa de la leche: 36%.

2) Temperatura de mezcla

Para examinar el efecto de la temperatura sobre la tasa de eliminacion del colesterol, se mezclé leche con la 3-CD
reticulada con acido adipico a diversas temperaturas, de entre 40°C y 60°C, y se proporcionan los resultados en la
Tabla 6, a continuacion.

Se estim6 la tasa de eliminacion de colesterol méas alta en 91,03% a 40°C. De la nata se eliminé el colesterol a una
tasa de 90,56% a 45°C, de 88,72% a 50°C, de 86,32% a 55% y de 85,01% a 60°C. Generalmente la nata se
mantiene a 4°C o menos durante el almacenamiento y distribucion. A temperaturas bajas, se incrementa la
viscosidad de la nata. De hecho, el ensayo resulta dificil de realizar a una temperatura inferior a 40°C. Por lo tanto, la
temperatura optica a la que la 3-CD puede eliminar el colesterol de la nata se cree que es de 40°C. Se supone que
la reduccion de la tasa de eliminacion del colesterol con los incrementos de la temperatura de mezcla se debe al
hecho de que los lipidos se separan de la nata a temperaturas altas y a la presencia de una capa superior, que
presenta una menor oportunidad de entrar en contacto con la 3-CD.

Tabla 6: efecto de la temperatura de mezcla sobre la eliminacién del colesterol de la nata utilizando 3-CD reticulada

1)

Temp. de mezcla (°C) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
40 91,03
45 90,56
50 88,72
55 86,32
60 85,01

6

no significativo (P<0,05); factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 10%; velocidad

de

agitacion:
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1.400 rpm; tiempo de mezcla: 30 min., materia grasa de la leche: 3,6%.

3) Tiempo de mezcla

Se examinaron las tasas de eliminacion del colesterol utilizando 3-CD reticulada en nata en diversos tiempos de
mezcla y se proporcionan los resultados en la Tabla 7, a continuacion.

Se elimin6 el colesterol a una tasa de eliminacion maxima de 91,20% con un periodo de mezcla de 30 min. Se
estimé una tasa de eliminacion de colesterol de 84,27% tras 10 min. de mezcla, de 85,05% tras 20 min. de mezcla,
de 90,98% tras 40 min. de mezcla y de 90,64% tras 50 min. de mezcla. La prolongacion del periodo de tiempo sobre
un nivel umbral no presentd ninguna influencia adicional sobre la capacidad de la B-CD de capturar colesterol en la
misma y, de esta manera, no incremento la tasa de eliminacion.

Tabla 7: efecto del tiempo de mezcla sobre la eliminacién del colesterol utilizando B-CD reticulada en nata

Tiempo de mezcla (min.) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)
10 84,27
20 85,05
30 91,20
40 90,98
50 90,64

Y ho significativo (P<0,05); factores de eliminacién del colesterol: B-CD reticulada: 10%; velocidad de agitacion:

1.400 rpm; temp. de mezcla: 40°C, materia grasa de la leche: 3,6%.

4) Velocidad de agitacién

Se someti6 a ensayo la B-CD reticulada para la tasa de eliminacion del colesterol segun las velocidades de agitacion
y se proporcionan los resultados en la Tabla 8, posteriormente.

Se elimind colesterol a una tasa de eliminacién maxima de 92,74% a una velocidad de agitacion de 1.400 rpm. Se
estim6 una tasa de eliminacion del colesterol de 85,32% a 800 rpm, de 87,49% a 1.000 rpm, de 90,91% a 1.200 rpm
y de 88,82% a 1.600 rpm. La tasa de eliminacion del colesterol de la 3-CD reticulada en la nata se increment6 con el
incremento de la velocidad de agitacion. Ademas, se supuso que una velocidad de agitacién de 1.600 rpm o superior
provocaba la separacién de los lipidos de la nata y la existencia de una capa superior, que presenta poca
oportunidad de entrar en contacto con la 3-CD.

Tabla 8: efecto de la velocidad de agitacion sobre la eliminacién del colesterol de la nata utilizando 3-CD reticulada

Velocidad de agitacion (rpm) Tasas de eliminacién del colesterol (%)"
800 85,32
1.000 87,49
1.200 90,91
1.400 92,74
1.600 88,82

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 10%; temperatura de mezcla:

40°C; tiempo de mezcla: 30 min.: 30 min.; materia grasa de la leche: 3,6%.

En el Ejemplo 3, se descubrié que las condiciones 6ptimas para la eliminacion del colesterol de la nata utilizando -
CD reticulada con acido adipico eran de 10% para la cantidad de B-CD reticulada, de 40°C para la temperatura de
mezcla, de 30 min. para el tiempo de mezcla y de 1.400 rpm para la velocidad de mezcla, bajo la que se eliminé el
colesterol a una tasa media de 91,42%.

Ejemplo de referencia 4: eliminacion del colesterol de la manteca utilizando B-CD reticulada

1) Concentracién de B-CD reticulada

Para determinar qué cantidad de B-CD reticulada es la mas eficaz para reducir el colesterol en la manteca, se afadio
B-CD reticulada en cantidades de 1%, 3%, 5%, 7% y 8% en peso basado en el peso de manteca. Los ensayos se
llevaron a cabo bajo condiciones de agitacion a 150 rpm a 30°C durante 1 h y centrifugando a 240xg a 27°C durante
15 min.

Se proporcionan los resultados de ensayo de tasa de eliminacién del colesterol en la Tabla 9, posteriormente. Tal
como se observa en la Tabla 9, se midié la B-CD reticulada con acido adipico para eliminar el colesterol de la
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manteca a una tasa maxima de 93,02% utilizada en una cantidad de 5% en peso basado en el peso de manteca, a
una tasa minima de 64,05% utilizada en una cantidad de 1%, y a tasas intermedias de 85,13%, 92,92% y 92,58%
utilizada en cantidades de 3%, 7% y 9%, respectivamente.

Tabla 9: tasa de eliminacién del colesterol sequn la concentracién de la B-CD reticulada en manteca

B-CD (%) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)”
1 64,05
3 85,13
5 93,02
7 92,92
19 92,58

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacion del colesterol: temperatura de mezcla: 30°C; velocidad de

agitacion: 150 rpm; tiempo de mezcla: 1h, manteca 27%.

2) Temperatura de mezcla

La manteca se solidifica rapidamente a temperaturas inferiores a 10°C. Se llevaron a cabo ensayos de mezcla a
diversas temperaturas superiores a 10°C con el fin de evitar la degradacion de la calidad, manteniendo
simultdaneamente la manteca en fase liquida. Para examinar el efecto de la temperatura sobre la tasa de eliminacién
del colesterol, se mezclé leche con la B-CD reticulada con acido adipico a diversas temperaturas de entre 10°C y
50°C y se proporcionan los resultados en la Tabla 10, a continuacion.

La tasa de eliminacion de colesterol mas alta se midi6 en 92,38% a 30°C. De la nata se eliminé el colesterol a una
tasa de 90,11% a 10°C, de 90,322% a 20°C, de 92,31% a 40°C y de 92,08% a 60°C.

Tabla 10: efecto de la temperatura sobre la eliminacién del colesterol de la manteca con 3-CD reticulada

Temp. de mezcla (°C) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
10 90,11
20 90,32
30 92,38
40 92,31
50 92,08

Y ho significativo (P<0,05); factores de eliminacién del colesterol: 3-CD: 5%; velocidad de agitacion: 150 rpm;

tiempo de mezcla: 1h, manteca 27%.

3) Tiempo de mezcla

Se examinaron las tasas de eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada en manteca durante diversos tiempos de
mezcla y se proporcionan los resultados en la Tabla 11, a continuacion.

Se eliminé el colesterol a una tasa de eliminacion maxima de 92,01% durante un periodo de mezcla de 1 h. Se midi6é
la tasa de eliminacion del colesterol en 87,14% tras 0,5 h de mezcla, en 91,47% tras 1,5 h de mezcla y en 91,48%
tras 2,0 h de mezcla. La prolongacién del tiempo sobre un nivel umbral no presentd ninguna influencia sobre la
capacidad de la B-CD reticulada de capturar el colesterol en la misma, en comparacion con otras condiciones y, de
esta manera, no incremento la tasa de eliminacion.

Tabla 11: efecto del tiempo de mezcla sobre la eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada en manteca

Tiempo de mezcla (h) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)
0,5 87,14
1,0 92,01
15 91,47
2,0 91,47

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacion del colesterol: 3-CD: 5%; velocidad de agitacion: 150 rpm; temp.

de mezcla: 30°C, manteca 27%.

4) Velocidad de agitacion

Se sometio a ensayo la B-CD reticulada para la tasa de eliminacion del colesterol en manteca segun la velocidad de
agitacion y se proporcionan los resultados en la Tabla 12, a continuacion.
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El colesterol fue eliminado a la tasa de eliminacidon mas alta, de 93,11%, a una velocidad de agitacion de 150 rpm.
Se midi6 una tasa de eliminacion del colesterol de 89,05% a 50 rpm, de 90,48% a 100 rpm, de 93,00% a 200 rpm y
de 92,85% a 250 rpm. Respecto a la reduccion de la tasa de eliminacion del colesterol con el incremento de la
velocidad de agitacién a una velocidad superior a 150 rpm, se supuso que el estado estable del complejo de B-CD-
colesterol entrando en un estado inestable, con la agitacion excesiva.

En el Ejemplo 4 se descubri6 que las condiciones Optimas para la eliminacion del colesterol de la manteca por la B-
CD reticulada con acido adipico eran de 5% para la cantidad de B-CD reticulada, 30°C de temperatura de mezcla, 1
h de tiempo de mezcla y 150 rpm de velocidad de mezcla, bajo las que se eliminé el colesterol a una tasa media de
92,63%.

Tabla 12: efecto de la velocidad de agitacién sobre la eliminacién del colesterol de la manteca por la B-CD reticulada

Velocidad de agitacion (rpm) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)
50 89,05
100 90,48
150 93,11
200 93,00
250 92,85

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacién del colesterol: B-CD reticulada: 5%; temp. de mezcla: 30°C,

tiempo de mezcla: 1 h, manteca 27%.
Ejemplo de referencia 5: eliminacion del colesterol de la yema de huevo por B-CD reticulada

1) Concentracién de B-CD reticulada

Para determinar qué cantidad de B-CD reticulada resulta mas eficaz para reducir la cantidad de colesterol de la
yema de huevo, se afiadié B-CD reticulada en cantidades de 10%, 15%, 20%, 25% y 30% en peso basado en el
peso de la yema de huevo considerando su contenido excesivo de colesterol. Los ensayos se llevaron a cabo bajo
las condiciones de agitacién a 800 rpm a 40°C durante 30 min. y centrifugacion a 520xg a 20°C durante 10 min. Los
resultados de ensayo de tasa de eliminacion de colesterol se proporcionan en la Tabla 13, a continuacion.

Tal como se observa en la Tabla 13, se midi6 la B-CD reticulada con acido adipico para eliminar el colesterol de la
leche a una tasa maxima de 95,75% utilizada en una cantidad de 25% en peso basado en el peso de yema de
huevo, a una tasa minima de 78,53% utilizada en una cantidad de 10%, y a tasas intermedias de 82,73%, 93,28% y
93,68% utilizada en cantidades de 15%, 20% y 30%, respectivamente. Al considerar la rentabilidad econdémica, se
obtuvo una cantidad éptima de 20%.

Tabla 13: tasa de eliminacidn del colesterol sequn la concentracién de B-CD reticulada en yema de huevo

B-CD (%) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
10 78,53
15 82,73
20 93,28
25 95,75
30 93,68

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacién del colesterol: temp. de mezcla: 40°C; velocidad de agitacion: 800

rpm, tiempo de mezcla: 30 min.

2) Temperatura de mezcla

Para examinar el efecto de la temperatura sobre la tasa de eliminacién del colesterol, se mezclé yema de huevo con
la B-CD a diversas temperaturas y se proporcionan los resultados en la Tabla 14, a continuacién.

De la yema de huevo se elimind el colesterol a una tasa de 82,69% a 30°C, de 87,99% a 35°C, de 90,05% a 40°C,
de 88,07% a 45°C y de 88,15% a 50°C. Para alcanzar la tasa de eliminacion de colesterol mas alta se determin6 que
la temperatura 6ptima era de 40°C.

Tabla 14: efecto de al temperatura sobre la eliminacién del colesterol de la yema de huevo por la 3-CD reticulada

Temp. de mezcla (°C) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
30 82,69
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35 87,99
40 90,05
45 88,07
50 88,15

Y no significativo (P<0,05); factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 20%; velocidad de agitacion: 800

rpm, tiempo de mezcla: 30 min.

3) Tiempo de mezcla

Se examinaron las tasas de eliminacion de colesterol de la 3-CD reticulada en yema de huevo en diversos tiempos
de mezcla y se proporcionan los resultados en la Tabla 15, a continuacién.

Se eliminé el colesterol a la tasa mas alta, de 91,49%, en un tiempo de mezcla de 30 min. Se midié una tasa de
eliminacion de colesterol de 84,54% tras 10 min. de mezcla, de 88,07% tras 20 min. de mezcla, de 91,39% tras 40
min. de mezcla y de 78,92% tras 50 min. de mezcla. Por lo tanto, se determiné que 30 min. eran Optimos para
eliminar el colesterol de la yema de huevo.

Tabla 15: efecto del tiempo de mezcla sobre la eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada en yema de huevo

Tiempo de mezcla (min.) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)
10 84,54
20 88,07
30 91,49
40 91,30
50 78,92

Y ho significativo (P<0,05).

Factores de eliminacion del colesterol: 3-CD reticulada: 20%; velocidad de agitacién: 800 rpm, temp. de mezcla:
40°C.

4) Velocidad de agitacion

Se sometié a ensayo la B-CD reticulada para la tasa de eliminacion del colesterol de la yema de huevo segun la
velocidad de agitacion y se proporcionan los resultados en la Tabla 16, a continuacion.

Se elimind el colesterol a la tasa de eliminacion maxima, de 91,64%, a una velocidad de agitacién de 800 rpm. Se
midié una tasa de eliminacién del colesterol de 85,10% a 400 rpm, de 90,50% a 600 rpm, de 88,59% a 1.000 rpm y
de 75,89% a 1.200 rpm.

Tabla 16: efecto de la velocidad de agitaciéon sobre la eliminacién del colesterol de la yema de huevo por la 3-CD
reticulada

Velocidad de agitacién (rpm) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)"
400 85,10
600 90,50
800 91,64
1.000 88,59
1.200 75,89

Y no significativo (P<0,05).
Factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 20%; temp. de mezcla: 40°C; tiempo de mezcla: 30 min.

5) Factor de dilucién

Se examinaron las tasas de eliminacion del colesterol de la B-CD reticulada a diversas diluciones de yema de huevo
en agua destilada y se proporcionan los resultados en la Tabla 17, a continuacion.

Se elimind el colesterol a la tasa mas alta, de 94,55%, al diluir la yema de huevo en un volumen igual de agua
destilada. Se midi6 una tasa de eliminacién del colesterol de 76,52% en una mezcla 1:05 de yema de huevo y agua
destilada, de 93,24% en una mezcla 1:1,5 de yema de huevo y agua destilada, de 93,53% en una mezcla 1:2 de
yema de huevo y agua destilada y de 84,61% en una mezcla 1:3 de yema de huevo y agua destilada.
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Tabla 17: eliminacion del colesterol de la yema de huevo con B-CD reticulada segun el factor de dilucién

Yema de huevo:agua de dilucién | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
1:0,5 76,52
1:1 94,55
1:15 93,24
1:2 93,53
1:3 84,61

Y ho significativo (P<0,05).
Factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 20%; temp. de mezcla: 40°C; tiempo de mezcla: 30 min.

6) Velocidad de centrifugacién

Se examinaron las tasas de eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada en yema de huevo a diversas
velocidades de centrifugacion y se proporcionan los resultados en la Tabla 18, posteriormente. Al centrifugar la yema
de huevo a 460xg, la B-CD reticulada mostré la tasa de eliminacion de colesterol mas alta, de 90,92%. Se midieron
tasas de eliminacion del colesterol de 89,60% a 400xg, de 89,30% a 520xg, de 89,27% a 580xg y de 7,88% a 640xg.
La velocidad de 460xg es la éptima para eliminar el colesterol de la yema de huevo.

En el Ejemplo 5, las condiciones 6ptimas para la eliminacién del colesterol de la yema de huevo por la 3-CD
reticulada con acido adipico fueron de 20% para la cantidad de B-CD reticulada, 1:1 para el factor de dilucion en
agua destilada, 40°C para la temperatura de mezcla, 30 min. para el tiempo de mezcla, 800 rpm para la velocidad de
mezcla y 460xg para la velocidad de centrifugacion, bajo las que se elimind el colesterol a una tasa media de
92,70%.

Tabla 18: eliminacion del colesterol de la yema de huevo con B-CD reticulada

Velocidad de centrifugacion (xg) | Tasas de eliminacién del colesterol (%)
400 89,60
460 90,92
520 89,30
580 89,27
640 87,88

Y ho significativo (P<0,05).
Factores de eliminacion del colesterol: B-CD reticulada: 20%; temp. de mezcla: 40°C; tiempo de mezcla: 30 min.
Ejemplo 6: recuperacion y reciclado de la  B-CD reticulada

Para examinar la eficiencia de reciclado de la B-CD reticulada en leche y nata, se recuperaron los complejos de B-
CD-colesterol, se mezclaron en una proporcion de volimenes de 6:1 con una mezcla de solventes organicos (acido
acético:isopropanol=3:1) y se trataron durante 10 min. en un limpiador ultrasénico. Bajo agitacién durante 2 horas a
50°C y 100 rpm, se extrajeron muestras cada 5 min. y se dejaron en reposo durante 5 min.

Se enfriaron las muestras hasta la temperatura ambiente y se centrifugaron a 630xg durante 5 min. para precipitar la
B-CD, seguido de secado del precipitado a 50°C durante 6 horas en un horno de secado con el fin de recuperar la -
CD.

La B-CD regenerada con solventes organicos se sometié a ensayo para la eficiencia de reciclado en leche y se
proporcionan los resultados en la Tabla 19, a continuacion. Tras la primera ronda de regeneracion, se midié una
eficiencia de reciclado de la B-CD reticulada de 100% o superior. Incluso tras la quinta ronda de regeneracion, la -
CD regenerada también mostré6 una eficiencia de reciclado de 100% o superior. Hasta la quinta ronda de
regeneracion, la B-CD regenerada se recicld practicamente de manera perfecta. La eficiencia de reciclado de la B-
CD regenerada fue de 90,94% tras la novena ronda de regeneracion y de 88,13% tras la décima ronda de
regeneracion, siendo la media de 97,30% en leche.

Tabla 19: eliminacién del colesterol de la B-CD reticulada regenerada de la leche

Rondas de regeneracion Eficiencia de reciclado (%) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)
1 100,13 92,51
2 99,92 92,32
3 99,72 92,13
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4 99,81 92,21
5 100,03 92,42
6 99,39 91,83
7 98,04 90,58
8 96,88 89,51
9 90,94 84,02
10 88,13 81,42
Media 97,30 89,90

Y no significativo (P<0,05).

Condiciones de regeneracion: solventes organicos (acido acético:isopropanol=3:1):3-CD=6:1; velocidad de
centrifugacion: 1.500 rpm; tiempo de centrifugacién: 5 min.; secado: 6 h; contenido de grasa: 3,6%.

Ejemplo 7: eliminacion del colesterol de la nata con B-CD reticulada regenerada

Se aplic6 a nata B-CD reticulada regenerada tal como en el Ejemplo 5 y se proporcionan los resultados en la Tabla
20, a continuacion.

Tras la primera ronda de regeneracion, se midi6 una eficiencia de reciclado de la B-CD reticulada de 100% o
superior. Ademas, tras la tercera ronda de regeneracién, la B-CD regenerada también mostré una eficiencia de
reciclado de 100,02%. De esta manera, hasta la tercera ronda de regeneracion, la 3-CD regenerada se reciclé de
manera practicamente perfecta. La eficiencia de reciclado de la 3-CD regenerada fue de 90,27% tras la décima
ronda de regeneracion, siendo de hasta 97,82% de media para la nata.

Tabla 20: eliminacion del colesterol de la B-CD reticulada regenerada de la nata

Rondas de regeneracion Eficiencia de reciclado (%) | Tasas de eliminacion del colesterol (%)”
1 100,03 91,45
2 99,96 91,38
3 100,02 91,44
4 98,94 90,45
5 98,91 90,42
6 99,19 90,68
7 97,79 89,40
8 97,57 89,20
9 94,55 86,44
10 90,27 83,40
Media 97,82 89,43

Y ho significativo (P<0,05).

Condiciones de regeneracion: solventes organicos (acido acético:isopropanol=3:1):3-CD=6:1; velocidad de
centrifugacion: 1.500 rpm; tiempo de centrifugacién: 5 min.; secado: 6 h; contenido de grasa: 3,6%.

Ejemplo de referencia 8: yogur

Para la aplicacién de la B-CD reticulada al yogur, se afiadio 3-CD reticulada en una cantidad de 1% a leche, seguido
de agitacién (10°C, 5 min., 400 rpm) y centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). Se homogeneizé la leche bajo una
presion de 1.000 psi a 50°C y se le afiadio leche desnatada en una cantidad de 3,7% y con un cultivo in6culo en una
cantidad de 0,02% a 40°C. La mezcla lactea se fermentd a 43°C durante 6 horas en un incubador, se estabilizé a
10°C durante un dia y se almacend a 4°C. Tras retirarla, se analizé cuantitativamente 1 g de la leche fermentada
mediante cromatografia de fases y se descubrié que se habia eliminado el colesterol de la misma a una tasa de
91,38%.

Ejemplo de referencia 9: nata montada

A partir de leche cruda pasteurizada a 72°C durante 15 min. se separ6 la nata a 55°C y se estandariz6 a nata con un
contenido de lipidos de 36%. Se incubd la nata durante la noche a 5°C y se le afiadié 3-CD reticulada en una
cantidad de 10%, seguido de agitacion (40°C, 30 min., 1.400 rpm) y centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). Tras el
tratamiento con un emulsionante (a-celulosa: 0,2%; Avicell: 0,2%; alginato sodico: 0,2%; éster de azucar: 0,1%;
sacarosa: 0,3%), se homogeneiz6 a 60°C bajo una presion de 100 psi. La nata homogeneizada se enfrio a 4°C y se
maduré durante 24 horas. Utilizando un EGS tipo 06 (E3290 modelo 296, Alemania), se emulsioné la nata. La
cromatografia de gases de 1 g de la nata mostr6 que se habia eliminado el colesterol a una tasa de 88,94%.
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Ejemplo de referencia 10: mantequilla

Se afiadié B-CD reticulada en una cantidad de 10% a nata con un contenido de lipidos de 36%, que seguidamente
se agitd (40°C, 30 min., 1.400 rpm). Se llevé a cabo la centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg) para eliminar el
colesterol y B-CD reticulada de la nata. Tras la incubacién durante un dia, se batié la nata a una temperatura de
entre 8°C y 10°C a una velocidad constante. Al empezar a formarse particulas de mantequilla, se hizo girar la
mantequera durante 10 revoluciones a una velocidad mas baja y seguidamente se extrajo la leche cuajada. A
continuacion, se lavo la mantequera a velocidades bajas con agua de enfriamiento, al igual que la leche cuajada
extraida. Se amasoé un conjunto de particulas de mantequilla para eliminar el agua de las mismas y se afiadio sal en
una cantidad de 1% a la mantequilla. Tras conformar en un molde, se envaso al vacio la mantequilla y se almaceno
a -20°C. El analisis de cromatografia de gases de 1 g de la mantequilla mostré que se habia eliminado el colesterol a
una tasa de 91,10%.

Ejemplo de referencia 11: queso cheddar

A partir de leche cruda pasteurizada a 72°C durante 15 min. se separd la nata a 55°C y se estandariz6 a un
contenido de grasas de 36%. Se afiadié B-CD reticulada en una cantidad de 10% veces la cantidad de nata para
eliminar el colesterol, seguido de centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). Se mezclé la nata en la que se habia
reducido el colesterol, con leche desnatada, se homogeneizé a una presion de 1.000 psi, se mezcl6é uniformemente
a 32°C con un cultivo indculo (0,004%) y se dejo en reposo durante 30 min. Tras la adicion de CaCl, a 10% (0,03%)
y cuajo (0,19%), se dejé en reposo durante 45 min. Tras formarse adecuadamente, se cortaron los cuajos y se
agitaron lentamente durante 15 min. y después se calentaron a intervalos reguladores hasta 38°C durante 3 min. Al
alcanzar una acidez de 0,15-0,17%, se drend el suero. Tras apilarse los cuajos en la cara interna de la tina para
queso, se repitié un procedimiento de chedarizacién ("cheddaring") a intervalos de 15 min. hasta alcanzar la acidez
el 0,5%. Tras completarse el procedimiento de chedarizacion, se trituraron los cuajos, seguido de la adicion de sal
en una cantidad de 2,0% a los mismos. Los cuajos de queso se prensaron durante la noche a una presion de 2,5
kg/cmz. Los bloques de queso resultante se cortaron en tamafios predeterminados, se envasaron al vacio y se
maduraron a 7°C.

La cromatografia de gases de 1 g d queso cheddar mostré que se habia eliminado el colesterol a una tasa de
88,24%.

Ejemplo de referencia 12: queso mozzarella

A partir de la leche cruda pasteurizada con 3,6% de materia grasa a 72°C durante 15 min., se separo la nata a 55°C
y se estandariz6 a un contenido de grasa de 36%. Se afiadié B-CD reticulada en una cantidad de 10% veces la
cantidad de la nata a fin de eliminar el colesterol, seguido de agitaciéon (40°C, 30 min., 1.400 rpm) y centrifugacién
(25°C, 10 min., 140xg). La nata tratada con 3-CD se mezcl6 con leche desnatada, se homogeneizé bajo una presion
de 70 kg/cmz, se mezclé uniformemente a 20°C con 0,004% de un cultivo indculo y 0,03% de CacCl; al 10% y se dejé
en reposo durante 30 min. Tras la adicién de 0,019% de cuajo, se dejé en reposo durante 30 min. para formar los
cuajos, que seguidamente se cortaron utilizando un cuchillo de cuajo y se dej6 en reposo durante 15 min. Se calent6
la masa cuajada a 45°C durante 40 min. Tras alcanzar una acidez de entre 0,18% y 0,19%, se drené el suero. Al
alcanzar la acidez del suero el 0,23%, se lavaron los cuajos de queso con la misma cantidad de agua, calentada a
45°C, que la cantidad de suero drenada. A una acidez del suero de 0,5%, se voltearon los cuajos a intervalos de 15
min., seguido de calentamiento a 75°C. Se exprimieron los cuajos durante aproximadamente 10 min. y se enfriaron a
4°C durante 2 horas. Tras sumergir durante 2 horas en una solucién salina al 23%, la masa cuajada se envaso al
vacio y se almaceno6 a 4°C.

La cromatografia de fases de 1 g de queso mozzarella mostré que se habia eliminado el colesterol a una tasa de
86,98%.

Ejemplo de referencia 13: queso crema

Se pasteurizé leche cruda a 72°C durante 15 s y se separo6 la nata de la misma a 55°C. Se estandariz6 la nata a un
contenido de materia grasa de 36% y se mezclé con 10% de -CD reticulada bajo agitacion (40°C, 30 min., 1.400
rpm), seguido de centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). Esta nata nuevamente se estandariz6 a un contenido de
grasa de 11% y se homogeneizé a 50°C bajo una presiéon de 680 psi. Tras enfriar a 30°C, se mezclé la nata con
0,05% de un cultivo iniciador y se dej6 en reposo durante 30 min. Tras la adicion de 0,005% de cuajo y 0,03% de
CacCl; se dej6 en reposo durante 30 min. El cuajo resultante se cortd utilizando un cuchillo de cuajo y se incub6 a
30°C durante 6 horas hasta que la acidez del suero alcanz6 un pH de 4,7. Tras el tratamiento térmico a 45°C durante
20 min., se dreno el suero y se voltearon los cuajos 1 y 2 horas después de drenar. Se llevé la incubacion a 28°C
durante 4 horas y después a 20°C durante la noche. Se afiadié 1% de sal antes de almacenar a 4°C.

La cromatografia de gases de 1 g del queso crema mostrd que se habia eliminado el colesterol a una tasa de
91,36%.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2538247 T3

Ejemplo de referencia 14: queso azul

Se pasteurizd leche cruda a 72°C durante 15 s y se separ0 la nata a 55°C de la misma. La nata se estandariz6 a un
contenido de grasas de 36% y se mezclé con 10% de B-CD reticulada bajo agitacién (40°C, 30 min., 1.400 rpm),
seguido de centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). Nuevamente esta nata se homogeneizd, inicialmente bajo una
presion de 500 psi y después secundariamente bajo una presion de 1.000 psi. La nata se mezclé con leche
desnatada y 2% de un cultivo iniciador y se dej6 reposar durante 1 hora. Tras la adicion de 0,0154% de cuajo, se
dejé en reposo durante 30 min. Utilizando un cuchillo de cuajo se corté la cuajada resultante en tamafios
predeterminados. Estos se calentaron a 30°C hasta que la acidez del suero se incrementdé a 0,03%. Durante el
calentamiento se agitaron los cuajos cada cinco min. y se calentaron a 33°C inmediatamente antes de drenar el
suero. Se afadié 2% de sal y 0,061% de Penicillium roqueforti a los cuajos, que seguidamente se voltearon a
intervalos de 15 min. durante 2 horas. Tras la incubacién durante la noche, se salaron los cuajos cuatro o mas veces
durante 5 dias. Seis dias después de la incubacion, el queso se envolvié en Cryovac, se punz6 en un diametro de
0,3 cm utilizando una aguja, y se madurd. Tras un tiempo de maduracion adecuado, el queso se envolvid
nuevamente en hoja de aluminio y se almacen6 a 2,2°C.

La cromatografia de gases de 1 g de queso azul mostré que se habia eliminado el colesterol a una tasa de 89,26%.
Ejemplo de referencia 15: queso fetta

Se pasteurizé leche cruda a 72°C durante 15 s y se separo6 la nata de la misma a 55°C. Se estandariz6 la nata a un
contenido de grasa de 36% y se mezcl6 con 10% de B-CD reticulada, bajo agitacion (40°C, 30 min., 1.400 rpm),
seguido de centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). Esta nata nuevamente se estandarizé a un contenido de grasa de
5% y se homogeneizé bajo una presion de 500 psi. Tras enfriar a 32°C, se mezclé la nata con 0,02% de un cultivo
iniciador. Una hora después, tras la adicién de 0,02% de cuajo, se dejo en reposo durante 30 min. El cuajo
resultante se cort6 utilizando un cuchillo de corte, se dej6 en reposo durante 20 min. y se agité bien durante 20 min.
Tras la incubaciéon a pH 4,6, se exprimid el cuajo en un recipiente durante 20 horas. Se cort6 el cuajo en tamafios
predeterminados, se sumergié en una solucién salina al 23% y se espolvorearon particulas de sal gruesa en una
cantidad de 14% antes de madurar durante 2 a 3 meses.

La cromatografia de gases de 1 g del queso fetta mostr6é que se habia eliminado el colesterol a una tasa de 90,86%.
Ejemplo de referencia 16: helado

Se mezcld nata con un contenido de grasa de 26% con 10% de B-CD reticulada bajo agitacion (40°C, 30 min., 1.400
rpm), seguido de centrifugacion (25°C, 10 min., 140xg). En un tanque de mezcla mantenido a 50°C se mezcl6 la nata
con leche desnatada en polvo, azlcar, un estabilizante (carboximetil-celulosa) y agua. Se pasteurizé la mezcla a
72°C durante 15 min. y se homogeneiz6 a 60°C en dos etapas (primera: 175 kg/cm?; segunda: 35 kg/cmz), seguido
de la maduracién a 4°C durante 24 horas. En un congelador para helados, se mantuvo el helado a -3,8°C durante 7
min., se envaso6 a -20°C y se estabilizé a -26°C durante 2 horas antes del almacenamiento a -20°C durante un par de
semanas.

La cromatografia de gases de 1 g de helado mostré que se habia eliminado el colesterol a una tasa de 88,46%.
Ejemplo de referencia 17: salchichas

Se utilizé manteca como ingrediente para salchichas. Se mezclaron 100 g de manteca con 5% de -CD reticulada y
una cantidad igual de agua. Tras agitar a 27°C a 150 rpm durante 1 hora, se llevé a cabo la centrifugacion a 230xg
durante 15 min. para extraer la manteca en la que se habia reducido el contenido de colesterol. A esta manteca se le
afiadio 2% de NaCl y un agente colorante (0,1% de KNOs y 0,01% de NaNOy). Tras el almacenamiento a 4°C
durante 3 dias, la manteca solidificada se moli6 a 10°C o menos. En un bol frio se mezcl6é con 20% de agua fria y se
cortd a 10°C durante 10 min. Este material se mezclé bien con especias, ligantes, condimentos, antioxidantes y
colorantes comestibles y después con 5% de almidén de maiz. La mezcla se llevd a cabo cuidadosamente durante
10 min. de manera que se evitase la infiltracién de aire. Al empezar a observarse que la mezcla adquiria viscosidad,
se termino la mezcla. La mezcla resultante se envolvié con pelicula envolvente Kureharon, se tratd térmicamente a
63°C durante 30 min. y se envasé al vacio a 4°C.

La cromatografia de gases de 1 g de la salchicha mostré que se habia eliminado el colesterol a una tasa de 92,02%.
Ejemplo de referencia 17: mayonesa

Se separaron huevos marrones en yemas y claras y las yemas se pasaron por un tamiz de malla 50 para eliminar la
membrana vitelina y las chalazas. Las yemas de huevo desnudas se diluyeron en un volumen igual de agua
destilada, se mezclaron con 10% de B-CD reticulada a 20°C durante 10 min. bajo agitacion a 400 rpm y se
centrifugaron a 20°C a 140xg durante 10 min. para eliminar los complejos de B-CD-colesterol. Utilizando un
mezclador, se mezclaron 140 g de las yemas de huevo de las que se habia eliminado colesterol, con cantidades
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pequefias de azucar y sal, seguido de 800 ml de aceite de soja y 35 ml de vinagre de manera alternativa. Tras
completar la emulsificacién, se llevé a cabo la mezcla a baja velocidad, proporcionando mayonesa.

La cromatografia de gases de 1 g de la mayonesa mostré6 que se habia eliminado el colesterol a una tasa de
87,90%.

Aplicabilidad industrial

El tratamiento con la B-CD reticulada preparada segun la presente invencion, tal como se ha indicado anteriormente
en la presente memoria, puede eliminar el colesterol en cantidades maximas de 93% de la leche, 91% de la nata,
93% de la manteca y 95% de la yema de huevo. Ademas, la B-CD reticulada que captura el colesterol puede
regenerarse utilizando un solvente organico seguin la presente invencion, mostrando tasas de eliminacion del
colesterol excelentes, de 90% tras la séptima ronda de regeneracion y de hasta 81% tras la décima ronda de
regeneracion en leche y tasas de eliminacion del colesterol de 90% tras la sexta ronda de regeneracion y de 83%
incluso tras la décima ronda de regeneracion en nata.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un procedimiento de eliminacién del colesterol econémicamente
rentable debido a que evita la contaminacién ambiental y el incremento del coste atribuido a la eliminacién de la -
CD tras un Unico uso.

Ademas, la presente invencién puede contribuir a la salud de las personas al proporcionar productos alimentarios
con menor contenido de colesterol, tales como productos lacteos, productos carnicos, productos de huevo, etc.

15
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para regenerar una beta-ciclodextrina reticulada, presentando la beta-ciclodextrina reticulada
colesterol atrapado en la misma, que comprende recoger la beta-ciclodextrina reticulada en una capa organica,
separar la capa orgéanica y evaporar la capa organica para proporcionar la beta-ciclodextrina reticulada,
en el que el agente de reticulacion es el acido adipico,
en el que la capa organica esta formada por una mezcla de acido acético e isopropanol, y
en el que la etapa de recoleccion se lleva a cabo mezclando un solvente orgéanico con la beta-ciclodextrina a 40-

60°C durante 1 a 3 horas bajo agitacion a 50-150 rpm y la etapa de separacion se lleva a cabo enfriando la
mezcla hasta la temperatura ambiente para separar las capas y liberar el sobrenadante.
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