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1.INTRODUCCION

Es sabido todos los beneficios para la salud que se les atribuye a las bacterias
lacticas, llamados probidticos. Los probioticos son microorganismos vivos que se
encuentran en algunos productos alimentarios, y cuyo consumo en cantidades
suficientes puede ser beneficioso para la salud. Los probidticos contribuyen al
mantenimiento de un equilibrio saludable de bacterias dentro del tracto
gastrointestinal, son productores de antimicrobianos, eliminacion de la flora nociva y/o
patdgena, estos beneficios mencionados son atribuibles a las bacterias lacticas vivas,
es decir, metabdlicamente activas y capaces de reproducirse.

Existen en el mercado diferentes productos que dicen tener bacterias lacticas, como
el yogurt en diferentes presentaciones, sin embargo, existe la duda de que las
bacterias lacticas llegan vivas al consumidor y en concentraciones suficientes como
para obtener los beneficios ya mencionados, ya que las bacterias lacticas sufren una
serie de cambios desde su produccion hasta su consumo, pasando por una serie de
manipulaciones que modifican las condiciones de sobrevivencia. Por tanto, el punto
importante no es si el producto los posee o no, sino en qué cantidad y con queé
actividad metabdlica.

En estudios previos se ha visto que es posible conservar las bacterias lacticas
desecadas y fijadas en un soporte de celulosa, ademas se han realizado estudios con
Lactococcus lactis ssp. lactis con buenos resultados en la fijacion y produccion de
bebida tipo yogurt por lo que partiendo de ello se desarrolld un dispositivo practico y
comercialmente viable con el que se pueda producir una bebida tipo yogurt que
garantice la presencia de baterias lacticas vivas en cantidad y metabdlicamente

activas para ejercer su accion prebidtica.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO:

Desarrollar un dispositivo a base de Lactobacillus acidophilus y Lactococcus
lactis ssp. lactis inmovilizadas en un soporte solido de celulosa que sea
practico de utilizar y con la cantidad necesaria de ambas cepas para ser
aplicado en leche y obtener una bebida tipo yogurt con los beneficios de

ambas bacterias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Inmovilizacion de Lactobacillus acidophilus y Lactococcus lactis ssp. lactis

Determinar la viabilidad de las bacterias secadas en el dispositivo.

Evaluar el efecto del dispositivo en diferentes tipos de leche entera con

diferentes tratamientos térmicos.

Realizar pruebas sensoriales para la bebida tipo yogur elaborada con el

dispositivo.

Comparar las caracteristicas de la bebida tipo yogur elaborado con Lb.

acidophilus/L. lactis ssp. lactis con otra bebida elaborada en estudios previos.

Determinar la vida de anaquel del dispositivo Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis

almacenado a 4°C.



3. MARCO TEORICO

3.1 Leche.
De acuerdo con la norma NOM-155-SCFI-2012, la leche se define como, “el producto
obtenido de la secrecidon de las glandulas mamarias de las vacas, sin el calostro, el
cual debe ser sometido a tratamientos térmicos u otros procesos que garanticen la
inocuidad del producto ademas puede someterse a otras operaciones tales como
clarificacion, homogeneizacion, estandarizaciéon u otras, siempre y cuando no

contaminen al producto y cumpla con las especificaciones de su denominacion.

3.2 Secrecion de la leche y estructura de la glandula mamaria.

La ubre de los mamiferos cuadrupedos, por su ubicacion ventral, esta disefiada para
ofrecer al neonato un facil acceso a la leche. En la vaca se encuentra suspendida por
fuera de la pared del abdomen posterior. Es una glandula cutanea exocrina, debido a
que la leche es sintetizada en células especializadas agrupadas en alveolos, y luego
excretadas fuera del cuerpo por medio de un sistema de conductos

La ubre bovina esta constituida por cuatro glandulas mamarias, mejor conocidas
como cuatro cuartos, Cada cuarto es una unidad funcional en si misma que opera

independientemente y drena la leche por medio de su propio canal (Gasque, 2008).

La leche se mantiene en la ubre. Las bacterias se mantienen en el exterior de la ubre,
principalmente por la constriccién del canal del pezon. Dentro de la teta el canal del
pezén es un ducto que se comunica con una cavidad cuya capacidad es de 30 a 45
mL llamada cisterna de la teta, que se separa del canal del pezén por una serie de
tejido plegado, generalmente en un numero de 4 a 8 que radia en varias direcciones y
sirven como un medio adicional para prevenir la salida de la leche.

La cisterna de la teta se separa de la cisterna de la glandula por unos nuevos dobles
de tejido. La cisterna de la glandula es capaz de contener mas de 400 mL de leche y

actua como un area colectora de los ductos mamarios (Pérez-Gavilan, 1984).

El alveolo es la unidad funcional de produccion. Este es una esfera hueca cuya pared

es una sola capa de células secretas de leche agrupadas. Los capilares sanguineos y

3



células mioepiteliales rodean el alveolo, y la leche secretada se encuentra en la

cavidad interna (lumen) Figura 1.

w4 __Células
alveolares

Fuente: Gasque, 2008

Figura 1. Estructura alveolar de la glandula mamaria.

Las funciones del alveolo son:
a) Recepcion de los nutrimentos o precursores circulantes en la sangre,
b) Trasformacion de los precursores en nutrimentos de la leche,

c) Descarga de la leche dentro del lumen.

Tanto los conductos terminales como los alveolos son microscépicos, y se componen
de una capa simple de células epiteliales. La funcion de las células que forman estas
estructuras es la de retirar nutrimentos de la sangre, transformarlos en leche vy
descargar esta ultima en el lumen de cada alveolo.

En torno a cada alveolo hay una red capilar que suministra sangre que contiene
nutrimentos y hormonas para la sintesis de la leche, y retira productos de desecho de
las células alveolares. De igual forma, hay una red de células musculares
especializadas, las mioepiteliales, que son las que envuelven a cada alveolo. Esto se
contrae en respuesta a la hormona oxitocina, obligando a la leche del lumen del
alveolo a entrar a los conductos y a la cisterna glandular de los pezones (Gasque,
2008).



La secrecidn de la leche esta regulada principalmente por mecanismos hormonales.
Sin embargo, la excrecion de la leche se inicia a través de mecanismos nerviosos.

El proceso de evacuacion de la leche involucra un reflejo involuntario nervioso
hormonal. El estimulo nervioso resultante de la palpitacion del pezén mamado, y otro
estimulo que en un mamifero asocia con el acto de ordefio llega al sistema nervioso
central o lo largo de los nervios somaticos, hacia la medula y de alli al hipotalamo y
causa la liberacion de oxitocina y en menor grado de vasopresina del l6bulo posterior
(Avila, 2010).

La leche deja el lumen por medio de un tubo colector. Un Iébulo es un grupo de entre
10 a 100 alveolos que drenan por medio de un conducto en comun. Los Iébulos en si
se encuentran organizados en unidades de mayor tamafo, que descargan la leche
dentro de un conducto colector que conduce a la cisterna de la glandula, que
descansa directamente encima del pezén de la glandula.

El pezén forma una especie de ducto ensanchado proyectado a la superficie de cada
glandula y por medio del cual la leche puede ser extraida de la misma. Posee una piel
suave que lo recubre y un vasto sistema de inervacién e irrigacion sanguinea. La
punta de la teta se cierra con un anillo de musculo liso o esfinter llamado canal del

pezén (Gasque, 2008). En la Figura 2 se muestra el esquema de la ubre y el pezon.
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Figura 2. Esquema de ubre y pezén (Conductos y sistema secretor de leche)

3.3 Composicion quimica de la leche
Inmediatamente después del parto, la vaca empieza con las secreciones mamarias,
durante los primeros dos o tres dias produce el calostro, que es un liquido con alto
contenido de solidos, de fuerte olor y sabor amargo, abundante en inmunoglobulinas.
La leche esta constituida por agua, grasas, proteinas, azucares, vitaminas y
minerales. Los porcentajes varian dependiendo de factores tales como la raza y edad
de la vaca, tipo y frecuencia de alimentacién, estado de lactacion, enfermedades,

entre otros. En el cuadro 1, se muestra la composicion promedio (Badui, 2006).



Cuadro 1. Composicion de la leche de vaca

Componente Porcentaje
Agua 86.6%
Grasa 4.1%

Proteinas 3.6%
Lactosa 5.0%
Cenizas 0.7%

Fuente: Fennema, 2010.

3.3.1 Agua
El agua es el componente mayoritario de la leche, aproximadamente 87.5%, la cual
constituye la fase continua de la leche, su funcién es actuar como disolvente de los

otros componentes, como la lactosa y las sales (Keating, 1999).

3.3.2 Lipidos.

La grasa presente en la leche de vaca se caracteriza por contener una mezcla de
triglicéridos. El 50% de los acidos grasos, son aproximadamente de cadena corta
(C4-C14) y el resto de los acidos grasos de cadena larga (C16, C20) (Avila 2010).

La grasa es sintetizada por el reticulo sacorplasmico y es dirigida hacia el lado
citoplasmico de la membrana donde es colectada como gotitas lipidicas, s6lo 25% de
los acidos grasos que la componen son originado de la dieta, los demas son
sintetizados en la célula secretora. Hay dos mecanismos que intervienen en la
sintesis de los acidos grasos. El primer mecanismo se considera el acido acético,
donde se condensan unidades de 2 carbonos hasta alcanzar el tamafio de la cadena
de los diferentes acidos grasos. El segundo mecanismo considera al acido (-
hidroxibutirico como el elemento a partir del cual la sintesis de acidos grasos
comienza.

El mecanismo exacto de la elongacion o crecimiento de la cadena en la glandula
mamaria, asi como la naturaleza de los pasos reductivos intermedios no se ha

establecido todavia, un mecanismo propuesto es el siguiente (Pérez-Gavilan, 1984):



1) Tanto la malonil CoA como la acetil CoA, se unen a la enzima de sintesis de
los acidos grasos en una reaccién de intercambio en la que la CoA es liberada
y se forman tioésteres con los grupos sulfhidrilo de la enzima

2) Los grupos acilo, unidos a la enzima, sufren descarboxilacion y ésta debe ser
seguida tanto por reduccién, deshidratacion y una nueva reduccion para formar
un compuesto C4 saturado unido a la enzima, o por una condensacion repetida
de multiples grupos malonil en la unidad acetil para formar un compuesto ceto
unido a la enzima. Los grupos carbonilos del compuesto cetil son entonces
reducidos, deshidratados y reducidos nuevamente al acil saturado que se

disocia en un acido graso libre.

Mientras que las enzimas de la glandula mamaria estan caracterizadas en forma
incompleta, existe alguna evidencia de que la ruta malonil CoA es una ruta importante
en la sintesis de acidos grasos en la glandula.

Por su parte, los acidos grasos insaturados parecen formarse a partir de la
deshidrogenacion de los acidos grasos saturados correspondientes (Pérez-Gavilan,
1984).

La fraccion de lipidos esta representada por un gran numero de sustancias solubles
en disolventes organicos, aun cuando el 96 a 98% corresponden al grupo de los
triacilglicéridos. Otros lipidos que se encuentran en concentraciones menores son;
diacilglicéridos, monoacilglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos libres, esteroles y sus
ésteres y algunos hidrocarburos, en el cuadro 2 se muestran los porcentajes (Badui,
2006).

Cuadro 2. Lipidos de la leche de vaca.

Porcentaje total de
o Concentracion (g/L)
lipidos

Triacilglicéridos 96-98 31.0
Diacilglicéridos 210 0.72
Monoacilglicéridos 0.08 0.03
Fosfolipidos 1.10 0.35
Acidos grasos libres 0.20 0.08




Colesterol 0.45 0.15

Hidrocarburos Rastros Rastros

Esteres de esteroles Rastros Rastros
Fuente: Badui, 2006.

® Fosfolipidos.

Los fosfolipidos representan aproximadamente el 1% del total de los lipidos de la
leche, el cual corresponden a una concentracion promedio de 0.35% g/L y esta
constituido principalmente por lecitina (34%), cefalina (28%) y esfingomielina (30%),
ademas de fosfatidilinositol y fosfatidilserina. En general, sus acidos grasos presentan
una cadena mayor a 14C y son constantes, ya que no varian tanto como los
triacilglicéridos, los saturados mas importantes son el palmitico y el estearico, y los
insaturados, el oleico y el linoleico.

A pesar de su baja concentracion, los fosfolipidos cumplen varias funciones
biolégicas y, ademas, afectan la estabilidad de la leche; actian como emulsionantes
naturales de los glébulos de la grasa y la estabilizan, y por ser ricos en acidos

insaturados, se oxidan facilmente (Badui, 2006).

® El glébulo graso
Casi todos los lipidos de la leche se encuentran en la forma de pequefios glébulos
con un rango de tamafio aproximado que va de 0.1 hasta 20 micras de diametro. La
estabilidad de los globulos de grasa depende principalmente de la pelicula interfacial
en la superficie del glébulo, que separa los lipidos del ambiente acuoso del suero de
la leche. A esta pelicula se le conoce como la membrana del glébulo graso (MMG),
estd compuesta de lipidos polares y neutros, enzimas, glicoproteinas y trazas de

diferentes elementos (Pérez-Gavilan, 1984).

El glébulo graso consta de un nucleo lipidico compuesto casi exclusivamente por
triacilglicéridos, una capa de algunas proteinas citoplasmaticas adsorbidas antes de

la secrecién y una membrana plasmatica de revestimiento exterior. Sin embargo, la



membrana plasmatica no recubre al glébulo porque algunas proteinas citoplasmicas
también se encuentran en la superficie externa (Fennema, 2010).

La grasa contenida en el interior de la membrana del glébulo graso esta formada
principalmente de triglicéridos, con di y monoglicéridos, asi como acidos grasos libres
en cantidades menores.

Los acidos grasos presentes en la leche pueden tener tedricamente hasta 200, 000
diferentes arreglos, lo que ejemplifica la complejidad del sistema graso de la leche.

La composicion de los aminoacidos de las proteinas de la MMG total tiene altos
niveles de acido glutamico, acido aspartico, leucina; muy altos niveles de serina y
treonina y niveles bajos de tirosina, histidina y aminoacidos sulfurados.

La cantidad de enzimas presentes en el globulo graso se ve influida por numerosos
factores que incluyen como es estado de lactacion, especie y enfermedades de la
ubre. Muchas enzimas se originan del reticulo endoplasmico o del plasmalema de la
célula secretora de la glandula mamaria.

Altos niveles de cobre, molibdeno, zinc y fierro, asi como bajos niveles de calcio y

magnesio se encuentran asociados a la MGG (Pérez-Gavilan 1984).

La estabilidad del glébulo de grasa depende de las propiedades de la MMG. Estas
propiedades, a su vez, dependen de la composicion de la membrana, las propiedades
de los fosfolipidos, especialmente esfingomielina, asi como del tamafo de la cadena
y el grado de instauracion de los acidos grasos libres o fosfolipidos tienen importancia
vital en los procesos de estabilizacién de la membrana del glébulo graso.

Los fosfolipidos y las proteinas contribuyen a la carga neta de la superficie de la
membrana, lo que a su vez influye en la union de componentes no membranosos a la

superficie (Fennema, 2010).

La difraccion de la luz por estos glébulos es responsable del aspecto “cremoso” de la
leche entera. Durante la secrecidn de los glébulos de grasa a través de la membrana
plasmatica, los glébulos adquieren un revestimiento de la membrana plasmatica que
sirve para estabilizar la emulsién de aceite en agua. Esta membrana de cobertura
contiene proteinas de la membrana celular, incluidos las enzimas, y casi el 70% de

los fosfolipidos y el 85% del colesterol de la leche. Debido a que los glébulos grasos
10



tienen menor densidad que la fase acuosa de la leche, ascienden espontaneamente a
la superficie liquida originando la “nata” a consecuencia el “descremado” de la leche
no homogeneizada. No obstante el descremado ocurre mas rapidamente de los
predictible a partir del tamafo de los globulos grasos individuales. Este incremento de
la velocidad de descremado se debe al agrupamiento de glébulos grasos por
interaccion de proteinas de la membrana con inmunoglobulinas y proteinas de
vesiculas membranosas de la leche descremada. Los grandes agregados, ascienden
mucho mas rapido que los globulos individuales (Fennema, 2010). La composicién de
la MMG se puede modificar por dos tipos de variables, las variables endoégenas o
factores directamente relacionados con la vaca, y los factores exdgenos, como se

muestra en la figura 3 (Pérez-Gavilan 1984).

Ffectos de COMPOSICION BASICA Efectos de

procesado produccion

Calentamiento

Bacterias de la leche
Dieta
Batido Agitacion (ordefiadora
mecéanica, sistemas de
tuberias, tanques de

almacenamiento

. Alimentacidn
Homogeneizacidn

Estado de

Concentracion L.
lactacion

Enfriamiento

Tamafio del glébulo

Fuente: Pérez-Gavilan 1984.
Figura 3. Factores que alteran la composicion del glébulo graso en la leche

de bovino.

3.3.3 Proteinas.
Las proteinas son elementos constitutivos esenciales de toda célula y tienen una gran
importancia en la leche y los productos lacteos. La leche contiene como término
medio un 3.2% de proteinas de las que el 80% son caseinas, y las proteinas del
suero o seroproteinas son corresponden al 20% restante.
Las proteinas son polimeros de aminoacidos y algunas contienen ademas otros

componentes.
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Los aminoacidos son sustancias organicas nitrogenadas de caracter anfolito, ya que
poseen a la vez un grupo carboxilico (acido) y un grupo amino (basico). Una
caracteristica de todos los aminoacidos es que el grupo amino siempre esta fijado
sobre el carbono comun al grupo carboxilico. Por esta razon se les llama a-
aminoacidos.

Los aminoacidos que componen las proteinas de la leche son 19. De entre ellos,
algunos son hidrocarburos alifaticos y otros tienen grupos funcionales adicionales.

En algunos aminoacidos encontramos grupos alcohol, sulfhidrilo, amido, aromatico y
otros; estas funciones son el origen de las propiedades que caracterizan y diferencian

a las diferentes proteinas (Amiot, 1991).

Debido a que las caseinas y las proteinas del suero estan estabilizadas por diferentes
mecanismos en el seno de la leche, es sencillo separarlas mediante la manipulacion
de parametros como pH, temperatura y fuerza ionica, y con el uso de sustancias
como la urea, de tal manera que se obtienen todas las fracciones que se indican en el
cuadro 3 (Badui, 2006).

Cuadro 3. Distribucion de las proteinas de la leche.

Uil el Numero de Punto
proteinas Peso molecular N . . s
(%) aminoacidos | isoeléctrico
Caseinas 80 4.1
o 34 23,612 199
o 8 25,228 207 4.5
B 25 23,980 209 4.1
K 9 19,005 169 5.8
Y 4
Proteinas del 20
suero
B-lactoglobulina 9 18,263 162 5.3
o-lactoalbumina 4 14,174 123 5.1
proteasa peptona 4 4,000-200,000
Inmunoglobulinas 2 150,000 — 1x10° 4.5-8-3
Seroalbuminas 1 69,000 4.7

Fuente: Badui, 2006.
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Normalmente se distinguen entre la caseina que, precipitan a pH 4,6 y las proteinas
del suero no precipitan a menos que previamente hayan sido desnaturalizadas por el
calor u otros tratamientos.

Las proteinas del suero, incluyen las lactoalbuminas y las lactoglobulinas. Estos dos
grupos de proteinas se pueden separar utilizando una solucidon saturada de sulfato
magnésico que precipita las lactoglobulinas, manteniendo a las lactoalbuminas en

solucion (Amiot, 1991).

B Caseinas.
Las caseinas (del latin caseus, queso) son por definicion las fosfoglucoproteinas que
precipitan de la leche descremada a pH 4.6 y 20°C, es decir, son proteinas que
contienen tanto residuos de hidratos de carbono como de fosfatos; estos ultimos
generalmente esterifican a los hidroxilos de las serinas.
Su estabilidad en el seno de la leche se debe a su fuerte carga eléctrica negativa, que
cuando se neutraliza en el punto isoeléctrico, las hace inestables. Su contenido de
nitrogeno es aproximadamente de 15.6%, excepto en el caso de la fraccidén k que es
de 14.3%, ya que contiene una mayor cantidad de hidratos de carbono.
Practicamente todas las moléculas de caseina estas asociadas entre si integrando
las micelas, pero existe una pequefia solucion que se encuentra en solucién (Badui,
2006).

B Propiedades de las caseinas.

Las caseinas tienen un alto contenido de acidos glutamicos y aspartico, cuyos
carboxilos se encuentran ionizados al pH 6.7 de la leche, esto hace que siempre se
mantenga una carga negativa que las estabiliza.

El aminoacido prolina, también abundante, esta distribuido homogéneamente a lo
largo de la estructura primaria de las caseinas u provoca por impedimento estéricos,
que no se formen hélices como estructura secundaria.

Debido a que contienen mas aminoacidos hidréfobos que hidréfilos, presentan dentro

de su estructura primaria zonas con propiedades francamente apolares.
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Las caseinas a y B son muy sensibles a la alta concentracién de los iones calcio
propios de la leche; estos precipitan si no se contara con la caseina x, que cumple
una funcién protectora y estabilizadora.

Contiene regiones cargadas que les permite unirse electrostaticamente y presentan
regiones fosforiladas que facilitan sus interacciones con calcio.

Todas las caseinas tienen secciones con una hidrofobicidad alta que proviene de los
aminoacidos aromaticos y alifaticos, ademas de una carga neta negativa de los
acidos aspartico y glutamico; estos dos factores son los que determinan su

estabilidad y, al mismo tiempo su solubilidad (Badui, 2006).

Las caseinas o son mas ricas en fosforo. También son ricas en grupos acidos libres.
Su punto isoeléctrico es el mas bajo, pH 4.1.

Las caseinas 3 son solubles a baja temperatura, 2°C. Contienen menos fosforo pero
son mas ricas en azufre que las caseinas a. Tienen su punto isoeléctrico a pH 4.9
Las caseinas k son pobres en fosforo (0.2%) y algunas ricas en segmentos glucidicos
(5%). Son el sustrato especifico de la accion proteolitica del cuajo y estan
constituidas por un segmento terminal aminado que es la para-kappa-caseina,
caracterizada por residuos hidroéfobos de caracter basico, es decir, electropositivo. El
otro segmento terminal es un carboxilo glicopeptidico muy hidrdéfilo, de caracter acido
y en consecuencia, electronegativo. Las caseinas « tienen diferentes componentes
glucidicos (0 a 6%) y contienen acido sialico (0.8%).

Las caseinas y son las mas heterogéneas de la fraccion caseinica. Todas estan
relacionadas con las variantes genéticas de las caseinas . Se ha sugerido que las
caseinas y son derivados de éstas caseinas y que se forman por protedlisis endégena
o a partir de los segmentos precursores de la biosintesis de las caseinas  (Amiot,
1991).
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B Proteinas del suero.
Las proteinas del suero son compactas, globulares, con un peso molecular que varia
entre 14,000 y 1, 000,000 de daltones, y son solubles en un intervalo de pH muy
amplio. En estado natural no se asocian con las caseinas, pero en la leche tratadas
térmicamente y homogeneizadas, hay una fraccion que si lo hace.
Las proteinas constan por lo menos de ocho fracciones diferentes, entre las cuales
destacan la B-lactoglobulina, la a-lactoalbumina, las inmunoglébulinas, la albumina
bovina y las proteasa peptonas.
En general son muy sensibles a las temperaturas altas y en menor grado al pH
acido, debido a que estan muy hidratadas y no tienen tanta carga eléctrica externa,
son las primeras proteinas de la leche en desnaturalizarse y su calentamiento libera
grupos sulfhidrilo que reducen el potencial oxido reduccion. Contienen la mayoria de
aminoacidos y presentan un mejor balance de éstos que las propias caseinas, por lo
que su valor nutritivo es superior.
La B-lactoglobulina suma aproximadamente 45% del total de las proteinas del suero,
es insoluble en agua destilada, soluble en soluciones diluidas de sales, se
desnaturaliza y precipita a menos de 73°C por la accién de soluciones al 50% de
sulfatos de magnesio o amonio. Sus aminoacidos hidrofilos y los ionizables se
encuentran distribuidos de manera homogénea provocando que los apolares, tirosina,
triptéfano, leucina, fenilalanina, etc., establezcan una alta hidrofobicidad y que no se
puedan unir entre ellas en forma hidréfoba.
La a-lactoalbumina es, por orden de importancia, la segunda proteina del suero, y
tiene actividad bioldgica, ya que es parte constitutiva del sistema enzimatico
requerido para la sintesis de la lactosa. Entre sus caracteristicas se encuentra su bajo
peso moléculas, su alto contenido en triptéfano y una secuencia de aminoacidos
bastante parecida a la lisozima del huevo.
Las inmunoglobulinas suman el 10% de todas las proteinas del suero, provienen de la
sangre animal, consta de moléculas de glucoproteinas con un alto contenido de

grupos azufrados y con una actividad bioldgica de anticuerpos.
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La albumina bovina es la misma que la del suero sanguineo, sirve de transporte de
acidos grasos, contiene un gran numero de cistinas y un grupo sulfhidrilo libre, y es

facilmente desnaturalizable incluso a bajas temperaturas (Badui, 2006).

B La micela de caseina.
Como resultado de su fosforilacién y estructura anfifilica, las caseinas interactuan
entre si con el fosfato calcico para formar grandes micelas esféricas de tamano
variable entre 30 a 300 nm de diametro. Las caseinas o, B y k, se presentan
generalmente en forma de polimeros pero forman complejos micelares en presencia
de iones calcio. La asociacion de estas tres fracciones sigue la relacion general 1«k:
3B: 5a.
La estructura de la micela de caseina no se conoce bien todavia, sin embargo, se
puedo suponer que estaria formada por un gran numero de subunidades entre ellas.
Se le atribuye una estructura esponjosa no rigida en donde las caseinas o y B
formarian cadenas de copolimeros unidos por la caseina k como si se tratara de una
cadena. Las moléculas estarian unidad entre ellas por muchos puentes de PO, y Ca.
Ademas del fosfato célcico, también se encuentran otras sales minerales de la leche
(Mg, Na, K) y los citratos coloidales, cuyas formas de unién no se conocen bien, pero
probablemente contribuyen a la estabilidad de las micelas. Ademas, las micelas
retienen de 2.5 a 3.5 veces su peso en forma de agua de hidratacién. Esta agua
contribuye de forma importante a la estabilidad de las micelas.
El hecho de que la caseina no se encuentre en la leche en disolucion sino en forma
de micelas, tiene importantes consecuencias sobre las propiedades reoldgicas de la
leche, también son responsables de la estabilidad fisica de los productos
fermentados, concentrados y quesos.
La estructura y la estabilidad de las micelas de las micelas de caseinas se modifican
si, al cambia la proporcion entre el fosfato calcico coloidal y el disuelto en el suero se
modifica el tamafno de la micela, otro factor es, al bajar el pH de la leche se solubiliza
mas fosfato calcico coloidal, por lo que debajo de pH de 5.2, las micelas de caseina

empiezan a formar agregados grandes y finalmente al llegar a su punto isoeléctrico,
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pH 4.6, se hacen completamente insolubles, dando como resultado la formacién de

un coagulo (Amiot, 1991).

3.3.4 Lactosa.
La lactosa es el azucar de la leche y es por mucho el mas abundante de los hidratos
de carbono presente en ella. La lactosa se sintetiza unicamente de glucosa.
En los rumiantes, la mayoria de los hidratos de carbono en la dieta se rompen y se
forman acidos grasos volatiles. Los principales acidos grasos volatiles son el acido
acético, el acido butirico y acido propidnico, este ultimo es convertido en glucosa que

se usa posteriormente en la sintesis de la lactosa (Pérez-Gavilan, 1984).

Para formar la glucosa en la glandula mamaria, la molécula de la glucosa debe ser
fosforilada, formandose la glucosa-6-fosfatasa que se convierte a glucosa-1-fosfato
misma que se une a la uridintrifostato galactosa, este se une a la glucosa libre y da la
lactosa con la liberacion de uridintrifosfato.

La ultima etapa de la sintesis de la lactosa se cataliza por la lactosa sintetasa que se
compone de dos moléculas proteinicas, siendo una de ellas la a-lactoalbimina (Avila,
2010).

La lactosa solo tiene aproximadamente solo el 15% de poder edulcorante de la
sacarosa y contribuye, junto con las sales, al sabor global de este alimento. Al ser un
azucar reductor intervienen en las reacciones de Maillard y de caramelizacion.
Existen dos formas isoméricas, o y B, que se diferencian por sus propiedades fisicas,

tales como poder rotatorio, temperatura de fusion, solubilidad, etc. (Badui, 2006).

3.3.5 Vitaminas
La leche fresca, recién ordefiada, contiene la mayoria de las vitaminas, aun cuando
algunas de ellas estan en concentraciones muy bajas, los diversos tratamientos a las
que se le somete inducen fuertes pérdidas de las mas termosensibles, principalmente

las hidrosolubles.
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Las vitaminas liposolubles A, D, E y K se encuentran interaccionando con los glébulos
de grasa, la primera se presenta en mucho mayor proporcidén que las otras tres. Su
contenido en la leche depende de la dieta de la vaca.

En el suero se localizan las hidrosolubles, tales como la riboflavina, Bg, B12, C, biotina,
niacina, tiamina, folatos y acido pantoténico. La microflora intestinal de la vaca
sintetiza varias vitaminas del grupo B y la K, y una alta proporcion se absorbe a

través de la pared intestinal y luego se incorpora a la leche (Badui, 2006).

3.3.6 Sales y compuestos inorganicos

La leche contiene varias sales, de las que destacan los citratos, cloruros,
bicarbonatos y fosfatos de calcio, magnesio, sodio y potasio, los cuales se
encuentran en solucion o formando parte del sistema coloidal de las caseinas.
Aproximadamente el 50% del fosforo total esta esterificado a las fosfoserinas de las
caseinas, y la mayoria de los elementos quimicos estan presentes en forma idnica en
el suero, aunque parte del calcio se asocia con otras proteinas. A pesar de que el alto
contenido de calcio de la leche (120 mg/ 100 g, aproximadamente) es superior a la
concentracion de saturacidn de una solucion acuosa, esta estabilizado, ya que el 70%
se encuentra en forma coloidal, unido a las caseinas mediante el fosfato
correspondiente y el resto se localiza solubilizado en el suero. El magnesio hace que
el fosfato de calcio no forme estructuras mas estables, como la hidroxiapatita, ésta se
sintetiza al someter la leche a tratamientos térmicos fuertes. Las sales desempefan
un papel muy importante en la estabilidad térmica de los productos lacteos, de tal
manera que si anade calcio y/o magnesio, el sistema proteinico se desestabiliza. La
relacion de concentracion de Ca:P es la adecuada para que exista una buena
absorciéon y aprovechamiento de ambos elementos en el organismo humano (Badui,
2006).

3.3.7 Enzimas
Las enzimas se encuentran en baja concentracion, estan distribuidas en leche tanto
unidas a las micelas de caseina o a la membrana de glébulo de grasa, como en

forma libre en el suero y se sintetizan en la glandula mamaria, aunque algunas
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provienen de contaminaciones microbianas. Se han identificado mas de 20, de entre

ellas destacan las indicadas en el cuadro 4 (Badui, 2006).

Cuadro 4. Enzimas mas importantes de la leche.

Enzima Localizacion de la leche Caracteristica

_ Responsable de reacciones de
. 90% en las micelas y 10% en . _
Lipasa rancidez, sobrevive a la

el suero. L
pasteurizacion.

Resistencia al calor, actividad de

Proteasa Asociada con las micelas -
endopeptidasa.

80% en la membrada del
Fosfatasa ] Usada como indice de
. glébulo de grasa y el resto en L
alcalina pasteurizacion
la fase acuosa

Asociada con la membrana _
Aumenta por los leucositos y se usa

Catalasa del gldbulo de grasa, con las .
. como prueba de mastitis
micelas y con el suero

La mas resistente al calor, usada
Lactoperoxidasa Suero para detectar tratamientos térmicos

muy fuertes.

Degrada el flavin-adenin-dinucledtido

. _ . y riboflavina. Esta es la posible razén
Xantina oxidasa | Asociada con la membrana _ . _
] del alto contenido de riboflavina en la
del glébulo de grasa.
leche.

Fuente: Badui, 2006.

3.4 Microbiologia de leche.
La leche es una buena fuente de nutrimentos y de energia, no sélo utilizables por los
mamiferos, sino también por muchos microorganismos que son capaces de crecer en
ella. Son fundamentalmente las bacterias, aunque algunos mohos y levaduras

también son capaces de desarrollarse en la leche.
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La mayoria de los microorganismos son indeseables en la leche porque son
patégenos o porque pueden producir enzimas cuya accion origina transformaciones
indeseables en la leche. Los microorganismos no patdégenos por si mismo no
deterioran la calidad de la leche. Pero estos microorganismos requieren nutrimentos,
que obtienen produciendo enzimas que hidrolizan la lactosa, proteinas, grasas u otras
sustancias de la leche, liberando asi los compuestos necesarios para su crecimiento.
Estas transformaciones pueden generar en la leche alteraciones como la acidificacién
durante el almacenamiento. Los aromas producidos por la luz, la oxidacion e hidrolisis
de la grasa, aromas extrafios que alteran su calidad y pueden disminuir su aptitud
para el proceso, algunos de estos son, bacterias acido lacticas, coliformes, Bacillus,

Pseudomonas Alcaligenes, Flavobacterium, entre otras (Walstra, 2001).

Los tipos predominantes provenientes de una ubre sana son Micrococcus,
Streptococcus y Corynebacterium. Por lo general, la leche cruda contiene <10°
microorganismos por mililitro.

Cuando una vaca padece enfermedad infecciosa, el agente etiolégico puede llegar a
la leche. En el caso de la mastitis, los microorganismos patogenos se hallan
presentes en la ubre y siempre pasan a la leche. Si una vaca presenta mastitis,
pueden excretar Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, coliformes y

Pseudomonas en numeros relativamente altos (Ray, 2010).

También se deben de tomar precauciones durante y después del ordefio, puesto que
también determinan que microorganismos llegan a la leche y en qué cantidad.
Algunas de las fuentes de contaminacion suelen ser, la alimentacién del ganado,
suelo, estiércol, polvo, equipo de ordefno, agua, entre otros.

Los microorganismo patégenos que se pueden encontrar en la leche ya sea por
contaminacion de esta o enfermedad del animal son Campylobacter jejuni
Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, entre otras. Siendo
Mycobacterium tuberculosis, el mas importante ya que es la bacteria mas

termorresistente que se pueden encontrar en la leche (Walstra, 2001).
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3.5 Industrializacion de la leche

La leche ademas de tener una composicion quimica adecuada, tiene que ser de
buena calidad higiénica. Este es un aspecto esencial para la salud publica, para la
calidad de los productos lacteos y para que la leche pueda someterse a los distintos
tratamientos tecnologicos (Walstra, 2001).

A partir de la leche fresca se elaboran distintos derivados, en el mercado se
encuentra una gama de productos lacteos, leche entera, descremada, deslactosada,
leche en polvo, condensada, evaporada, mantequilla, quesos, crema fermentada,
yogurt y mas.

Por contener un gran numero de nutrimentos y por ser un alimento tan completo, con
un pH casi neutro y alta actividad del agua, la leche esta sujeta a contaminaciones
microbiolégicas que la hacen un producto altamente perecedero. Los distintos
derivados que de ella se obtienen representan una forma mas factible, obteniendo
productos con una vida de anaquel mucho mayor que la materia prima de origen
(Badui, 2006).

La leche cruda para su consumo, se debe de someter a diversos tratamientos que la
convierten en un producto menos propensa al deterioro. A continuacion, se

mencionan los principales pasos a los que es sometida la leche para su consumo:

Clarificacién: La leche cruda trae consigo innumerables macro y microparticulas

cuerpos extrafios, cuya intensidad y peculiaridad, dependen de los cuidados que se
hayan practicado durante y después del ordefio. Por lo tanto es importante que se
eliminen el mayor numero de impurezas (Keating, 1999).

La clarificaciéon es un procedimiento con el cual se asegura la maxima limpieza de
leche, al eliminar la mayor parte de las macroparticulas. Limpieza previa de la leche
por medio de centrifugacién y/o filtraciébn para eliminar particulas extrafias. Entre
estas particulas se encuentran células epiteliales, leucocitos, sedimento bacteriano y
materia extrafia (Pérez, 2011).
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Bactofugacidén: Esta técnica trata de eliminar los microorganismos de la leche por

una fuerza centrifuga a la temperatura de pasteurizacion (Veisseyre, 1972).

Las bacterias, y sobre todo las esporas bacterianas, pueden separarse de la leche
aplicando una fuerza centrifuga muy intensa y una alta temperatura, en una
centrifuga de disefio especia que se llama bactofugador. Con un tratamiento doble a
unos 73°C, se consigue aproximadamente tres reducciones decimales, y un poco
mas para las esporas, tales como los Bacilos y los Clostridium, que afecta la

elaboracion de algunos quesos (Walstra, 2001).

Descremado: Esta operaciéon tiene como finalidad remover total o parcialmente el

contenido de grasa de la leche, esto se efectua a la diferencia de gravedad especifica
de la grasa y de la leche descremada, aprovechando la inestabilidad de la emulsion
en que se encuentra la grasa de la leche. La separacion se efectua por
centrifugacion, que emplea la fuerza centrifuga para acelerar el proceso de
separacion de las fases de la leche. Para lograr un descremado Optimo se debe
someter la leche a una temperatura entre 30 y 35°C.

El descremado total de leche se lleva a cabo para obtener una crema con alto
contenido de materia grasa (alrededor de 40%) y emplearse para la elaboracion de
mantequilla. La leche descremada tiene una variedad de usos entre los cuales se
encuentra la produccion de quesos de diferente contenido graso, la produccién de

leche en polvo descremada o para la produccion de caseina (Keating, 1999).

Estandarizacién: El contenido de grasa de la leche varia entre especie animales o

ente una vaca y otra dependiendo de la raza, otros factores que pueden influir son la
dieta, la edad de la vaca, el estado de lactancia de la vaca, enfermedades, incluso la
época del ano. La leche debe ser estandarizada para dar un producto uniforme.
Después del descremado la grasa se adiciona nuevamente a la leche descremada
para obtener un producto con el contenido de grasa deseado.

De acuerdo a la norma NOM-155-SCFI-2012 la leche entera debe tener 30 g/L de
grasa butirica, la leche parcialmente descremada 28 g/L, semidescremada 16 g/L o

leche descremada 0.5 g/L
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B Tratamientos Térmicos:
Uno de los métodos mas comunes de conservacion de los alimentos es mediante un
calentamiento que destruye los microorganismos y las enzimas no deseadas, como la
fosfatasa alcalina en el caso de la leche (Badui, 2006).
Hoy en dia se aplican diferentes combinaciones de temperaturas y tiempos para

tratar la leche, algunos se mencionan a continuacion.

+  Termizacién:

Es un tratamiento térmico que se aplica para prolongar el tiempo de almacenamiento
de la leche antes de someterla a una pasteurizacion u otros tratamientos térmicos
mas severos. La termizacidn de la leche consiste en su calentamiento a temperaturas
de 57 a 68°C durante un tiempo de 15 segundos.

Este proceso reduce la flora de microbiana de la leche y, siempre que se enfrie y se
mantenga a 0 a 1°C, el tiempo de almacenamiento puede prolongarse hasta siete
dias sin pérdidas de calidad. Es importante mantener la leche termizada a baja
temperatura hasta que reciba el tratamiento térmico con el fin de retrasar el

crecimiento de las bacterias aerobias formadoras de esporas (Early, 1998).

+ Pasteurizacion:
De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana, NOM-184-SSA1-2002, define a la
pasteurizacion como; al tratamiento térmico al que se someten los productos,
consistente en una relacion de temperatura y tiempo que garantice la destruccion de
organismos patogenos y la inactivacidn de algunas enzimas de los alimentos. De
acuerdo a su relacion tiempo-temperatura existen dos tipos de pasteurizacion: lenta y
rapida, también llamadas “pasteurizacion por lotes” y “pasteurizacion continua”
respectivamente. La pasteurizacion rapida también se conoce como HTST (high
temperature short time) por sus siglas en inglés, que significa “temperatura alta,

tiempo corto” (Pérez, 2011).

Pasteurizacion baja: Este método consiste en calentar la leche a una temperatura

de 63°C, y mantenerla a esa temperatura por un periodo de 30 minutos y después
enfriarla, es un método lento y discontinuo, pero presenta la ventaja de no modificar
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las propiedades de la leche. No se coagulan las albuminas, ni las globulinas
(Veisseyre, 1972).

Pasteurizacién alta: Se define como el calentamiento a 72°C durante 15 segundos.
El método es rapido y continuo, pero modifica ligeramente las propiedades de la
leche. Las albuminas y las globulinas sufren siempre una coagulacién parcial. Se
emplean los llamados “pasteurizadores” o, mas propiamente, “intercambiadores de
calor a placas” en donde la leche hace el siguiente recorrido, precalentamiento,
pasteurizacion a 72°C por 15 segundos, enfriamiento con agua fria y finalmente con
agua helada (Belitz, 2004).

Basicamente la pasteurizacion de la leche tiene dos objetivos, uno para conservar la
salud, al obtenerse un producto inocuo para el consumo humano y para mejorar y
mantener la calidad de la leche. Durante la pasteurizacion se eliminan
microorganismos termosensibles como los coliformes, no asi las esporas o la
peroxidasa, ni las bacterias termorresistentes, como las lacticas, es decir, la leche
pasteurizada todavia tiene una determinada cuenta microbiana, principalmente
bacterias lacticas, no patégenas pero si fermentativas, y requiere de refrigeracién, ya
que su vida de anaquel es tan solo de algunos dias.

Ademas con el tratamiento de pasteurizacion se elimina también una de las
principales bacterias patdégenas en la leche, M. tuberculosis, su destruccion se
garantiza al medir indirectamente la actividad residual de la enzima fosfatasa alcalina,
ya que su inactivacion indica que el tratamiento térmico fue efectivo, midiendo asi la

eficiencia de la pasteurizacién (Badui, 2006).

+ Ultrapasteurizacion (UHT):
La ultrapasteurizacion es un tratamiento térmico mas intenso, la temperatura que se
debe alcanzar es de 135° a 149°C de 2 a 8 segundos, esto de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana, NOM-184-SSA1-2002, a esta temperatura se destruye
practicamente todos los microorganismos y las enzimas mas termorresistentes
mediante dos métodos comerciales: el indirecto, que usa intercambiadores de calor, y

el directo, por inyeccidn directa de vapor a la leche y su posterior eliminacion en un
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tanque a presidn reducida. El producto obtenido puede almacenarse sin refrigeracion
por periodos hasta de varios meses siempre y cuando no se abra el envase (Badui,
2006).

B Alteraciones en los tratamientos térmicos.
El efecto mas importante del tratamiento térmico de la leche es, sin ninguna duda, la
reduccion en la velocidad del deterioro microbiano enzimatico. Ademas, el calor

produce otros efectos sobre las caracteristicas de la leche, entre ellos:

Color: El calentamiento tiene inicialmente un efecto blanqueador sobre la leche,
debido a que aumenta la cantidad de fosfato coloidal y disminuye [CA%*]. Al aumentar
la intensidad del tratamiento, el color se vuelve marrén debido a que se producen
reacciones entre las proteinas y la lactosa, especialmente las reacciones de Maillard,

y como consecuencia disminuye la lisina disponible.
Viscosidad: Puede aumentar ligeramente como consecuencia de que la mayor parte
de las proteinas del suero se desnaturalizan y se vuelven insolubles, ademas, las

micelas de caseina se agregan, y esto puede terminar en coagulacion.

Aroma: Se modifica por las reacciones de Maillard, se forman lactonas y metilcetonas

a partir de la grasa y se forman grupos sulfhidrilo libre.

Valor nutritivo: Este disminuye al menos en lo que respecta a determinados

nutrimentos como consecuencia de las reacciones de Maillard y se algunas vitaminas
se degradan (Walstra, 2001).

B Homogeneizacion.
La homogeneizacion se emplea para estabilizar los lipidos y evitar la separacién de
fases con formacion de crema (Badui, 2006).
Para ello, es necesario reducir mucho el tamafo de los glébulos grasos. La

homogeneizacion reduce incluso el tamafio de particulas.
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Mejora la estabilidad para evitar la coalescencia parcial, el aumento de la estabilidad
de los glébulos grasos homogeneizados se debe a la reduccion de su diametro y a la

adquisicién de una nueva capa superficial (Walstra, 2001).

La homogeneizacion no solo rompe los glébulos de grasa, si no que provoca una
interaccion lipido-proteina. Después de la homogeneizada, la leche adquiere nuevas
caracteristicas y propiedades que hacen que se reduzca notablemente su tendencia
natural al cremado y aumente la estabilidad de la fase lipidica.

En el proceso se genera un gran numero de pequefios globulos de grasa, la
difraccién de la luz es mayor, por tanto, la leche adquiere un color mas blanco; al
mismo tiempo, este aumento en el area superficial hace que los globulos se vuelvan
mas susceptibles a la fotooxidacion, pero también se inhibe la autooxidacion iniciada
por el cobre y los fosfolipidos, ya que estos se solubilizan en el suero y pierden su
efecto catalitico. Si la leche no esta pasteurizada, la homogeneizacion provoca la
rancidez hidrolitica ocasionada por las lipasas, al interaccionar con los glébulos la
caseina pone en contacto intimo la enzima con la fase lipidica, lo cual favorece por el
considerable incremento del area superficial. En general esto no ocurre, ya que la
leche se pasteuriza inmediatamente antes o después de la homogeneizacion con lo

cual se inactivan las lipasas (Badui, 2006).

B Leche en polvo.

En base al Codex alimentarius, se entiende por leches en polvo al producto obtenido
mediante la eliminacién de agua de la leche entera.

La finalidad de la elaboracion de la leche en polvo es convertir la leche cruda liquida
perecedera en un producto que pueda conservarse durante varios afios sin pérdidas
sustanciales de calidad. Las alteraciones mas frecuentes son el desarrollo de aromas
a sebo, debido a las reacciones Maillard y autooxidacion, y una pérdida de valor
nutritivo, en especial una disminucion de lisina disponible (Walstra, 2001).

Para la fabricacion de la leche, se precalienta y se concentra a 45 a 48% solidos.

Esta concentracion es necesaria para obtener un producto de grano mas pesado.
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Existen varios métodos para la desecacién de los productos liquidos, pero en los

ultimos tiempos el mas comun es por atomizacion (Walstra, 2001).

La finalidad de la atomizacion es conseguir la formacion de unas gotitas
suficientemente pequefas para que se deshidraten rapidamente, pero tan minusculas
como para que escapen con el aire de salida una vez que han sido desecadas
(Walstra, 2001).

Consiste en mezclar en una camara de secado la leche pulverizada en gotitas de
diametro menor a 300 um, con aire caliente a una temperatura de entrada de 150 a
220°C. El aire suministra el calor y las gotitas pierden su humedad. La temperatura de
vaporizacion en las condiciones normales del aire de entrada es de 40 y 50°C, la
temperatura de las particulas nunca excede a la del aire frio de salida. Las particulas
secas se separan del aire, antes o después de su extraccion de la camara de secado,

se enfrian y se envasan (Varman, 1995).

El producto en polvo tiene que ser facil de manipular, después de anadir agua, el
producto en polvo debe reconstituirse completamente y faciimente, quedando como
una mezcla homogénea de composicion similar a la del producto original. La
completa reconstitucién implica que no queden particulas sin disolver y que no se
formen granos de mantequilla, no aparecer gotas de aceite en la superficie de la
disoluciéon (Walstra, 2001).

La solubilidad de la leche en polvo tiene la mas grande importancia comercial. La
pérdida de solubilidad es debida a los cambios sufridos por la proteina durante el
proceso del precalentamiento y deshidratacion.

Cuando la leche es producida en buenas condiciones, el sabor se asemeja mucho al
de la leche fresca pasteurizada, pero si el calor es excesivo o si la leche fluida no
estaba en buenas condiciones, el sabor puede variar y la leche en polvo puede

adquirir un sabor a cocido, a sobrecalentado o a quemado (Keating, 1994).
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3.6 Leches Fermentadas.
La leche fermentada es la que ha sido transformada por el desarrollo de bacterias
lacticas u otros microorganismos, la principal caracteristica es que transforman la
lactosa en acido lactico, produciendo en la leche un descenso de pH (hasta 4.6 a
4.0), y como consecuencia de este se produce la coagulacion de la caseina que a su
vez ocasiona la formacion de un gel.
Ademas de la transformacion de la lactosa, se producen fendmenos de protedlisis y
lipdlisis por acciones microbiana y enzimatica, que confieren a los productos
derivados unas determinadas caracteristicas nutricionales y que también determinan
su aroma, sabor y consistencia (Astiasaran, 2000).
El término “fermentadas” describe el proceso de inoculacién o siembra de la leche
con microorganismos que transforman la lactosa en acido lactico. En las rutas
metabdlicas de estas bacterias se originan ademas dioxido de carbono, acido acético,
diacetilo, acetaldehido y muchos otros compuestos que también determinan el sabor,
la textura y aroma caracteristicos de cada uno de los productos fermentados (Early,
1998).

Ademas, la fermentacién es una forma simple, barata y segura de conservar la leche.
Las bacterias lacticas modifican las caracteristicas de la leche, de forma que la
mayoria de los microorganismos indeseables, incluido los patdégenos, no pueden
crecer en ella o mueren, ya que el acido lactico ejerce un efecto protector que inhibe
el desarrollo de muchos microorganismos no deseables y/o patdgenos, por esta
razon, los productos lacteos fermentados se conservan durante mas tiempo que la
leche no acidificada. Sin embargo, el bajo pH no impide crecimiento de mohos
contaminantes en el producto, que forman gas y alteran su sabor y aroma (Early,
1998) (Walstra, 2001).

Actualmente las leches fermentadas son consumidas en todo el mundo y existen
muchas variantes segun el tipo de tecnologia utilizada y principalmente el tipo
microorganismo que la fermentan. Algunos de estos productos lacteos son el yogur,

leche aciddfila, kéfir, kumis, etc. (Veisseyre, 1972).
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3.6.1 Leche acidéfila
Elaborada con Lactobacillus acidophilus y se consume por su valor terapéutico, ya
que dicha cepa implanta en el intestino, aportando beneficios a la salud.
El medio es la leche descremada esterilizada que, después de enfriada a 37°C se
inocula con 1% de cultivo activo. Para conseguir la maxima viabilidad microbiana se
necesita de una incubacién controlada hasta alcanzar un 0.6 a 0.7% de acido lactico.
La leche para procesar puede ser descremada o entera, debe de ser tratada
térmicamente para alcanzar una buena calidad bacteriolégica, con este fin, la leche
se calienta hasta unos 95°C, durante 1 hora como maximo, y a continuacion se enfria
a 37°C, la leche a esta temperatura se inocula con el cultivo de Lb. acidophilus y se
incuba hasta que tiene lugar la coagulacion. El almacenamiento del producto debe
realizarse a 5-10°C.
El hecho mas importante del sistema de produccién es el cuidado que debe ejercerse
para evitar la contaminacion de la leche debido a que Lb. acidophilus soélo crece en
ella lentamente, por lo tanto es indispensable que el inoculo se mantenga en un

estado activo (Tamime y Robinson, 1991).

3.6.2 Yogur.

El yogur es un producto lacteo fermentado que resulta del crecimiento de las
bacterias lacticas Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus y Streptococcus salivarius
ss. thermophilus en leche. De esta fermentacién debe resultar un liquido suave y
viscoso, o un gel suave y delicado, de textura firme, uniforme, con la minima sinéresis
y con un sabor caracteristico (Garcia, 2004).

Los métodos de fabricacion varian considerablemente en los distintos paises segun la
materia prima utilizada, el volumen de produccion, la formulacién del producto el tipo
de yogur que se desea obtener, pero hay unos principios basicos comunes que

determinan la naturaleza y calidad del producto final, como son: (Early, 1998).

+ Aumento de la cantidad de sdlidos que contiene la leche.
+ Tratamiento de la leche a altas temperaturas (>80°C) durante un tiempo

suficiente para que se produzca la desnaturalizacion del suero.
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+ Siembra de leche fria con un cultivo bacteriano en el que los microorganismos
mayoritarios son Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus

+ Incubacién de la leche segun el tipo de yogur, en condiciones que favorezcan
la formacion del coagulo homogéneo, liso y viscoso con las caracteristicas
deseadas de pH, sabor y aroma.

+ Enfriamiento y adicion de frutas, aromatizantes, colorantes.

+ Envasado y almacenamiento en refrigeracion.

La industria reconoce dos tipos fundamentales de yogur: firme y batido, clasificacion
que se basa en el método de elaboracién y en la estructura fisica del coagulo
(Tamime y Robinson, 1991). En la figura 4 se observa el diagrama general de ambos

meétodos tipos de elaboracion.
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Tipo firme

Clarificacion

Concentracion de la leche.

Pasteurizacion y
Homogeneizacion

Adicion de sabores
o frutas

Envasado

Fermentacion

Inoculacion

Tipo batido

Fermentacion

Batido

Enfriade

Enfriado del Adicién de sabores
enr:lse o frutas
Refrigeracion Envasado

Refrigeracion

Fuete: Garcia 2004

Figura 4. Diagrama de elaboracién de yogur

En el proceso de fabricacion del yogur firme, la leche sembrada con el cultivo se
distribuye en los envases de venta. Los envases se incuban a condiciones
adecuadas. La temperatura de conservacion varia segun se aplique el método corto o
largo. El sistema corto consiste en incubar la leche de 40 a 43°C por 2 a 4 horas,
mientras que la incubacion larga se mantiene de 30 a 32°C por un tiempo de 12
horas. Cuando la leche alcanza el pH necesario, los envases se enfrian para
aminorar la fermentacion. En la elaboracion del yogur batido, la leche se siembra y se
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incuba en un tanque de fermentacion; el coagulo formado se rompe durante las
posteriores etapas de refrigeracion y envasado. Los tiempos y temperaturas de
incubacion son los mismos que para el yogur firme. Una vez que el pH desciende
hasta el valor deseado, el coagulo se enfria y se refrigera, y se procede a la adicidon
de ingredientes y al llenado de los envases y tiene lugar la segunda refrigeracion
(Early, 1998). El producto alcanza una acidez entre 0.8 y 1.4% de acido lactico y un
pH entre 3.70 y 4.60. Por lo general, la leche se modifica, ya sea por la adicién de
leche descremada en polvo u otros sélidos de leche como caseinatos. El propdsito de
tal modificacién es mejorar la firmeza del producto y darle una mayor resistencia a los
dafios mecanicos, evitando asi el desuerado durante el manejo normal del yogur
(Garcia, 2004).

El contenido de solidos no grasos de leche en el yogur es variable, pero nunca debe
ser menor de 8.5%, de lo contrario el producto puede tener una consistencia
demasiado suave y una estructura del gel muy deébil. A mayor contenido de soélidos
totales menor grado de sinéresis del producto. La concentracion de solidos tiene
también relevancia nutrimental, ya que al modificar la leche se incrementa el
contenido de proteinas y otros nutrimentos. La leche se concentra normalmente hasta
un contenido de solidos totales de 15% a 18% EI contenido de grasa, tiene
contribucion en la viscosidad, textura y apariencia del producto y coadyuva a evitar la
sinéresis. El Codex Alimentarius especifica un contenido de grasa minimo de 3% para

el producto entero y menor de 0.5% para el yogur descremado (Garcia, 2004).

Los edulcorantes se afaden para contrarrestar la acidez desarrollada durante la
fermentacion. La sacarosa y la glucosa con los edulcorantes mas frecuentes, también
pueden afadirse otras sustancias como maltosa, galactosa y fructosa. Los
edulcorantes sintéticos que se utilizan en la formulaciéon de los yogures bajos en
calorias y los mas empleados son el aspartamo, el ciclamato y la sacarina (Early,
1998). El uso de estabilizantes es una practica muy comun en algunos paises; sin
embargo, el yogur puede ser elaborado sin estos aditivos sin deterioro de su calidad.
La ventaja de su utilizacion es que contiene mayor fuerza a la estructura del gel

haciéndolo menos vulnerable a los factores mecanicos que pueden ocasionar la
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ruptura del coagulo y la consecuente sinéresis. Los estabilizantes también mejoran el
cuerpo, la textura, la sensacion tactil en la boca y la apariencia del yogur. Algunos
comunmente utilizados son: grenetina, almidon, carragenina, alginatos, goma guar,

goma de algarrobo, pectina, entre otros (Garcia, 2004).

3.7 Bacterias Lacticas.
Las bacterias acidolacticas o bacterias lacticas (BAL), son los microorganismos
utilizados para la elaboracién de productos lacteos, son bacterias Gram-positivas. En
base a su morfologia, las bacterias lacticas pueden clasificarse en cocos y bacilos
(Walstra, 2001).

En las clasificaciones generales, las BAL se dividen en dos grandes grupos:
mesodfilas y termdfilas. Las primeras tienen una temperatura éptima de crecimiento de
30 a 33°C y son principalmente especies del género Lactococcus y Leuconostoc. Se
utilizan en los procesos tecnologicos cuyas fermentaciones se realizan a
temperaturas de 20 a 24°C. Las bacterias lacticas termofilas presentan una
temperatura de oOptima de crecimiento de 40 a 45°C y se emplean cuando los
procesos fermentativos se llevan a cabo a temperaturas entre 30 y 50°C. Las BAL
termofilas mas importantes son Streptococcus thermophilus y las especies de
Lactobacillus (L. herveticus, L. delbrueckii ssp. lactis, L. casei, L. plantarum). Ademas,
hay otras bacterias lacticas que pueden tener beneficios para la salud, como Lb.

acidophilus, L. reuteriy las especies Bifidobacterium (Early, 1998).

B Exigencias nutrimentales.
Las bacterias lacticas se caracterizan por exigencias nutrimentales numerosas, solo
pueden crecer en medios ricos en vitaminas, bases nitrogenadas y fuentes de
carbono y nitrogenadas.
Para realizar una conversion completa de la leche en un producto fermentado se
estima que las bacterias lacticas deben multiplicarse hasta 10° células por mL de
leche, y 10" células/mL en la cuajada para producir suficientes cantidades de acido

lactico y de compuestos aromaticos. Esta capacidad depende del crecimiento de
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varios factores del entorno; la temperatura, el pH y la presencia de otros

microorganismos (Ray, 2010).

B Metabolismo
El metabolismo de los glucidos implica el transporte del azucar hasta el interior de la

célula y su hidrolisis posterior (Walstra, 2001).

Captacion del azucar por la célula bacteriana y formacion de monofosfatos de
hexosa. Durante el crecimiento de las bacterias en la leche, la lactosa debe de ser
transformada a través de la membrana celular.
a) Un sistema fosfoenol-piruvato fosfotransferasa dependiente (PEP/PTS). LA
lactosa es transformada en lactosa P- y transportada al interior de la célula.
Alli, una fosfo-p-galactosidasa (P-p-gal), hidroliza la lactosa-P en glucosa y
galactosa 6-P. la glucosa es convertida en glucosa-6-P. Ambos azucares
fosfato son posteriormente metabolizados.
b) Un sistema permeasa ATP-dependiente. La lactosa es transportada como tal y
es hidrolizada en glucosa y galactosa por una p-galactosidasa (B-gal o

lactasa). La glucosa es a su vez convertida en glucosa 6-P.

En general las bacterias lacticas tienen ambos mecanismos de transporte. Sin
embargo, en la mayoria de las bacterias homofermentativas mesadfilas predomina el
sistema de transporte PEP/PTS; especialmente, para el género Lactococcus en
donde la actividad de la B-gal es muy escasa. En la mayor parte de las bacterias
heterofermentativas, el principal sistema de transporte es la permeasa (Walstra,
2001).

B Fermentacion lactica homofermentativa.
El azucar se metaboliza via gliocolitica o ruta de Embden-Meyerhof; la galactosa-6-P
sigue la ruta de la tagatosa. Las principales enzimas en el proceso de fermentacion

son:
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+ Aldosas: necesarias para hidrolizar las hexosas difosfato a gliceraldehido-3-P

+ Piruvato kinasa (PK): es necesario para la formacion de piruvato a partir de la
PEP

+ Lactato deshidrogenasa (LDH): fundamental para la produccién de &acido

lactico a partir del piruvato.

La regulacion de las actividades de todas estas enzimas controla la captacion de
azucar para su metabolismo. Los factores determinantes son los siguientes:
+ La formacion de PEP activa la captacion de azucar a través del sistema
PEP/PTS.
+ Los metabolitos intermediarios fosforilados hasta el gliceraldehido-3-P,
especialmente las hexosas difosfato, activan la PK 'y la LDH.
+ ElI NADH, formada durante la hidrdlisis del gliceraldehido-3-P, debe ser

oxidado por la produccion de acido lactico a partir del piruvato.

Como resultado de estos factores, las bacterias lacticas esencialmente
homofermentativas se comportan como “bombas de acido lactico”; cuando la glicolisis
es optima, convierten entre el 90% y el 95% del azucar en acido lactico.

Una molécula de disacaridos rinde dos moléculas de hexosa. A partir de una

molécula de hexosa, se forman dos moléculas de gliceraldehido-3-P (Walstra, 2001).

Lactosa + 4H3PO, + 4 ADP - 2 Acido lactico + 4 ATP + 3 H,0

B Utilizacion de proteinas. Sistema proteolitico.
La utilizacién de los péptidos libres de la leche por las células de las bacterias lacticas
es una necesidad ya que la concentracion de aminodacidos libres en la leche no puede
asegurar el crecimiento de estas bacterias, debido a que su concentracidn es baja y

por la ausencia de ciertos aminoacidos como la metionina.

Tras la utilizacion de los aminoacidos y los péptidos libres, las bacterias para crecer

en leche, deben hidrolizar las proteinas.
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Debido a su carga y tamanio, las proteinas y los oligopéptidos de la leche no pueden
atravesar la membrada citoplasmatica de las bacterias, su hidrolisis necesita la
presencia de proteasas y peptidasas bacterianas extracelulares o ligados a la
envoltura bacteriana.

La actividad proteolitica global de las bacterias lacticas es considerada como débil
comparada con la de otros géneros bacterianos como Bacillus o Pseudomonas, pero
sSu equipo enzimatico es mas complejo por la diversidad y la naturaleza de las
enzimas detectadas y por su localizacion intra o extracelular.

El sistema proteolitico de las bacterias lacticas esta constituido por dos tipos de
enzimas distintas: las proteasas capaces de hidrolizar proteinas nativas, por ejemplo,
las caseinas y sus derivados, y la peptidasas, caracterizadas por la hidrélisis de

péptidos provenientes de la degradacion de las proteinas (Leveau, 2000).

3.7.1 Género Lactococcus.

Este género incluye varias especies pero solo una, Lactococcus lactis, se ha usado
ampliamente en la fermentacidon lactea. Tiene tres subespecies: lactis, cremoris y
horniae, pero solo las primeras dos se usan en la fermentacion lactea.

Se presentan en forma de cocos, dispuestos en pares o en cadenas de longitud
variable. Son bacterias Gram positivas, no esporuladas, inmoviles,
homofermentativas, anaerobias facultativas y microaerdfilas. En general crecen bien
entre los 20 y 30°C. Estas bacterias no pueden crecer en concentraciones de NaCl de

6.5% o cuando el pH es superior a 9.60 (Ray, 2010).

La capacidad de producir grandes cantidades de acido lactico por fermentacién de los
hidratos de carbono presentes y la consecuente caida de pH son los factores
primarios en los que se basa la actividad microbiana de las bacterias lacticas
(Daeschel, 1989).

Sin embargo, el complejo sistema antagonista de las bacterias lacticas no solo se
basa en la produccion de acidos sino que también participan activamente otros
metabolitos inhibitorios que, a pesar de ser sintetizados en menor cantidad
contribuyen a los fenédmenos de antibiosis. Entre ellos cabe destacar la produccion

compuestos aromaticos como diacetilo, y acetaldehido, derivados deshidratados del
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glicerol (reuterina), enzimas bacterioliticos y bacteriocinas (Lindgren y Dobrogoz,
1990).

B Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana producidos por sintesis
ribosomal y son segregadas por un gran numero de bacterias para inhibir el
crecimiento de otros microorganismos competidores (Papagianni, 2003).

En el caso de las bacterias acido-lacticas las primeras observaciones comenzaron en
1928 cuando se describid que ciertas cepas de Lactococcus empleadas en la
fabricacion de quesos producian un efecto inhibidor del crecimiento de otras BAL y
potencialmente podian inhibir el crecimiento de las bacterias patdogenas y nocivas

para la conservacion del queso (Cotter et al, 2005).

3.7.2 Lactococcus lactis ssp. lactis
La Nisina, descrita en 1928, fue la primer bacteriocina aislada a partir de la bacteria
acido lactica Lactococcus lactis ssp. lactis durante la fase exponencial de crecimiento.
Es un péptido de 34 aminoacidos, de bajo peso molecular menor a 5 kDa (Cotter,
2005).
Es utilizada como conservador de alimentos y reconocida por la FDA con la categoria
de GRAS (Generally Recognized As Safe). Se produce de forma natural en algunos
productos lacteos y se utiliza en la produccién de alimentos y como aditivo en
productos lacteos para prevenir la descomposicidon ocasionada por baterias Gram
positivas, especialmente de los géneros Clostridium y Straphylococcus, Bacillus y
Lysteria (Maldonado y Llancas, 2007).
La sintesis de la nisina es compleja, requiere de procesos de transcripcion,
traduccién, modificaciones post-traduccionales, secrecion, procesamiento y sefiales
de transduccion (Sangronis y Garcia, 2007).
La nisina es acida por naturaleza por lo que es estable en condiciones acidas; su
solubilidad aumenta al aumentar la temperatura y disminuir el pH (Simova et al,
2006).
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B Modo de accién

La accion de las bacteriocinas esta determinada por composicion de la membrana
citoplasmatica, la estructura y la expresion de una proteina en funcion de la
inmunidad, ademas de la composicién quimica del medio ambiente (Cintas et al,
2001).

Las bacterias Gram positivas se caracterizan por poseer un alto contenido en lipidos
anionicos en su membrana, en este caso el modo de accion de las bacteriocinas es la
union inicial a la membrana bacteriana por atraccion electrostatica entre los lipidos
cargados negativamente y las bacteriocinas con su carga neta positiva localizada en
uno de sus extremos después se produce la insercion de las bacteriocinas en la
bicapa lipidica.

De este modo se forman poros en la membrana bacteriana, la cual queda
permeabilizada, la célula empieza a perder iones y metabolitos fundamentales para
su supervivencia y eventualmente se produce la muerte bacteriana (Bizani et al.,
2005).

3.8 Probiético.
El término probidtico significa “a favor de la vida” y actualmente se utiliza para
designar los microorganismos vivos que, administrados a una dosis suficiente
contiene un efecto beneficioso a la salud general del hombre o animal (FAO/OMS,
2001).

El primer estudio que demostrd los efectos beneficiosos de los microorganismos que
fermentaban los alimentos fue llevado a cabo por Eli Metchnikoff, cientifico ruso y
premio Nobel en Medicina en 1908, que sefaldé que estos microorganismos podian
influir en el balance de la microbiota intestinal, y en parte, eran los responsables de la
longevidad de los habitantes de Bulgaria (Felley et al., 2001). Metchnikoff, afirmé que
‘la dependencia de los microbios intestinales con respecto a los alimentos hace
posible adoptar medidas para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los

microbios nocivos por microbios “Utiles” (Metchnikoff, 1907).
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Se utilizé por primera vez el término probidtico por Lilly y Stillwell en el aiio de 1965,
refiriéndose a “sustancia que estimula el crecimiento de otros microorganismos”. Este
término se redefinié posteriormente como “agente microbiano viable que al utilizarse
en el hombre o en animales aporta efectos beneficiosos en el huésped mejorando el

balance de la microbiota intestinal (Salminen, 1998).

B Microorganismos probiéticos.
Son bacterias grampositivas y se utilizan, aunque no exclusivamente, bacterias de los
géneros Lactobacillus (L, acidophilus, L. johnsonni, L. casei, L. delbrueckii) y
Bifidobacterium bifidobacterium bifidus, B. longum, B. breve, B. infantis)
Para que se pueda determinar si un microorganismo es probiotico tiene que cumplir

las siguientes propiedades (Romero, 2004):

* No ser patégeno ni toxigénico

+ Formar parte de la microbiota del intestino humano

+ Sobrevivir en su paso por el tracto digestivo

+ Alcanzar su lugar de accion en el intestino en buenas condiciones viables

+ Capacidad de adherirse a la superficie de las mucosas y prevenir la adhesién y

colonizacion de patégenos

Los microorganismos probioticos utilizados en los alimentos deben ser capaces de
sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en el intestino.
Esto significa que deben ser resistentes a los jugos gastricos y poder crecer en
presencia de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser consumidos
en un alimento que, actuando como vehiculo, les permita sobrevivir al paso por el

estdmago y a la exposicion a la bilis (FAO/OMS, 2001).

B Mecanismos de accién de los probiéticos:

+ Produccién de sustancias antimicrobianas como por ejemplo acido lactico,
perdxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas. Estos compuestos reducen el
numero de células patdégenas viables, afectan el metabolismo bacteriano o la

produccion de toxinas.
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+ Disminucion del pH intestinal favoreciendo el crecimiento de microorganismos
beneficiosos.

+ Aumento de la resistencia a la colonizacion por competir con patégenos para
unirse a los sitios de adhesion en la superficie del epitelio gastrointestinal.

+  Competicidn por nutrimentos.

+ Estimulacion de la respuesta inmune. La estimulacion de la inmunidad innata y
adquirida protege contra la enfermedad intestinal, estimulando la produccion
de inmonoglobulina A, activando macréfagos e incrementando la

concentracion del interferén gamma (Isolauri et al., 2001; Collado et al., 2007).

3.8.1 Género Lactobacillus.

Son bacterias grampositivas con forma de bastoncillos, a menudo son largas y
delgadas, aunque pueden observarse cocobacilos mas pequenos, pueden
presentarse en como células simples o en cadenas cortas o largas. Por lo general
son inmdéviles, no esporulados, la mayoria de las especies son anaerobio facultativas.
Los lactobacilos se denominan asi porque mas del 50% de los productos terminales
de la fermentacién de la glucosa es acido lactico, algunas especies también pueden
producir acido acético, etanol y CO,, algunas también producen diacetilo.

Tienen una amplia distribucidn y pueden encontrarse en plantas, vegetales, granos,
semillas, leche cruda, productos lacteos, algunas se encuentran en el tracto digestivo
en humanos y animales. Entre las especias, algunas se usan en la fermentacion
controlada de alimentos, algunas se consumen vivas por su efecto favorable en la
salud intestinal (Ray, 2010).

Los lactobacilos son de una acidificacion mas lenta que en el caso de Estreptococos
pero generalmente es mas intensa gracias a una mejor resistencia a los pH acidos,

hasta 3.5 y a una concentracion mas elevada de acido lactico (Leveau, 2000).

3.8.2 Lactobacillus acidophilus.
Esta bacteria crece facilmente en medios mucho mas acidos. Es una de las especies
del género que se encuentra en mayor proporcion en el tracto gastrointestinal de los

humanos asi como de los animales, se encuentra en el yeyuno en bajas cantidades,
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pero en cantidades relativamente altas en el ileon. Sin embargo, también esta
presente en la boca y vagina (Ray, 2010).

Cuando se encuentran en suficiente proporcion son considerados como probidticos,
los cuales son capaces de modificar favorablemente el balance de la microbiota
intestinal, inhibiendo el crecimiento de bacterias nocivas y también potencian el
funcionamiento del sistema inmunolégico. Este efecto es producido gracias a la
capacidad de metabolizar cantidades relativamente grandes de los acidos lactico y
acético. Mas aun pueden producir sustancias especificas inhibitorias, bacteriocinas,
que son eficaces contra bacterias grampositivas estrechamente relacionadas (Ray,
2010).

Ademas, esta involucrado en la produccion de muchos productos de leche
fermentada con valor probiético. Su consumo tiene el potencial para ayudar a la
digestién de lactosa, para evitar la diarrea del viajero, para reducir la duracion de la
diarrea por rotavirus, para ejercer la actividad antitumoral, para mejorar la actividad
del sistema inmune y para ayudar en el control de colesterol en suero (Oliveira et al.,
2001).

B Beneficios de Lacobacillus acidophilus:

+ Equilibrio de la microbiota intestinal: Prevencién de diarreas

La diarrea infecciosa es un importante problema a nivel mundial, que causa varios
millos de muertes cada afno. Se estima que la diarrea transmitida por los alimentos
afecta cada afo hasta el 30% de la poblacion, incluso en los paises desarrollados
(FAO/OMS, 2001).

La diarrea aguda, es causada principalmente por rotavirus en nifios, ademas de estas
infecciones hay muchas especies de bacterias que son causa de enfermedad y
muerte en seres humanos, los probioticos pueden inhibir el crecimiento y adhesién de
bacterias enteropatégenas que suelen causar este malestar (Coconnier, 1993).

Un problema que acompania al tratamiento con antibioticos es la aparicién de diarrea,

los trastornos causados por estos en la microbiota intestinal pueden combatirse
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mediante la ingestion regular de leche o de yogurt con Lb. acidophilus, la ingestién de
esta cepa permite la colonizacion del intestino y equilibra la microbiota intestinal.

La acidificacion del medio intestinal es suficiente para mejorar el transito intestinal y
para inhibir numerosas bacterias patégenas como E. coli y Salmonella, el acido
lactico inhibe el metabolismo oxidativo, disminuye el pH intracelular y finalmente es
bactericida. Lb. acidophilus es capaz de desconjugar sales biliares; el acido biliar
resultante actia de manera mas eficaz sobre el crecimiento de las bacterias

patégenas (Leveau, 2000).

+ Hidrdlisis de la lactosa:

Las personas con intolerancia a la lactosa, no tienen la capacidad de producir lactasa
(B-galactosidasa) en el intestino delgado. Cuando consumen la molécula de lactosa,
su intestino delgado no puede metabolizarlas ni absorberlas, sino que pasan al colon,
donde son hidrolizadas por la lactasa de diferentes bacterias, para producir glucosa y
galactosa, entonces son metabolizadas y producen acidos y gases, lo que da por
resultado la acumulacion de liquido, diarrea y flatulencia, el consumo de células vivas
en especial de Lb. acidophilus reducen la intolerancia a la lactosa, este efecto
positivo se ha atribuido a la capacidad de esta bacteria que es capaz de aportar la
lactasa necesaria al intestino delgado dado que lo puede colonizar y en consecuencia
suministrar la lactasa, a diferencia de bacterias como Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus y
Str. thermophilus las cuales no sobreviven a la acidez estomacal y no son bacterias
intestinales (Ray, 2010).

+ Reduccion del cancer de colon:

Hay algunos datos iniciales que indican que los microorganismos probidticos pueden
impedir o retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer, esto debido a que los
elementos que constituyen la microbiota intestinal pueden producir sustancias
carcinégenas como las nitrosaminas (FAO/OMS, 2001).

Ademas, muchas de las bacterias indeseables del colon poseen enzimas que pueden
activar procarcindbgenos, que pueden causar cancer de colon, los Lactobacillus

pueden reducir la produccion de dichas enzimas, al incrementar la actividad
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peristaltica intestinal contribuyen a la remocién regular de la materia fecal, esto
disminuye las concentraciones de las enzimas y de carcinégenos en el colon,
reduciendo la incidencia del cancer (Ray, 2010).

En ratas alimentadas con leche con Lb. acidophilus tienen menos enzimas fecales (-
glucosidasa, B-glucuronidasa) capaces de convertir sustancias procancerigenas en
cancerigenas. Asi Lb. acidophilus podria ser responsable de una resistencia a la

aparicion de cancer de colon (Leveau, 2000).

+  Reduccién de niveles de colesterol:

Se atribuye a dos posibles factores: uno es la capacidad de los lactobacilos para
metabolizar el colesterol de la dieta, lo que reduce las cantidades absorbidas en la
sangre, la otra posibilidad es que algunos lactobacilos tienen la capacidad de
desconjugar las sales biliares y evitar su resorcion en el higado, éste érgano, a su
vez, usa mas colesterol para sintetizar las sales biliares e indirectamente ayuda a

reducir los niveles de colesterol (Ray, 2010).

3.9 Inmovilizacién celular
La inmovilizacién de microorganismos en soportes naturales o sintéticos proporciona
estabilidad a las funciones celulares. Esta técnica permite alcanzar altas
concentraciones celulares en volumenes reducidos (Duran-Paramo, 2000).
La inmovilizacion celular puede ser definida como la ubicacion fisica de células en un
espacio o region especifica, de forma natural o inducida, en la cual son capaces de

mantener una actividad catalitica deseada (Karel et al., 1985).

Un evento que se da naturalmente gracias a procesos de adherencia a superficies 0 a
otros microorganismos, debido a estructuras celulares o a sustancias que estos
mismos segregan. De forma artificial o inducida, puede darse por atrapamiento en los

espacios o poros de fibras y geles, entre muchos (Couto et al., 2004).

Para lograr que una inmovilizacion sea eficaz, se debe tener en cuenta que los
espacios que se usaran como soporte de inmovilizacion cumplan con ciertos

parametros tales como la presencia de una superficie de adherencia amplia, que sea
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de facil operacidn y regeneracién; debe tener buena porosidad con el fin de permitir
un intercambio constante de sustratos, productos, o gases.; debe tener buena
estabilidad quimica, biolégica, mecanica y térmica asi como resistente a enzima,
solventes o cambios de presidn. En cuanto a las células a inmovilizar, deben estar
viables y deben mantener un metabolismo activo por periodos largos, asi como su
metabolismo no debe verse afectado por los procesos de inmovilizacion (Garzon-
Jimenez, 2008).

Un soporte adecuado para la inmovilizacion de microorganismos debe proporcionar
condiciones apropiadas para supervivencia de las células y su funcionamiento como
inoculo, lo cual da como resultado una vida media suficientemente largo. Se requiere
que el soporte no se toxico, ni contaminante y que tenga una calidad constante, para
permitir una liberacién precisa de los microorganismos en el sitio de interés y

eventualmente se evite la dispersién de los microorganismos (Gentry et al., 2004).

B Ventajas de la inmovilizacién de células

Concentracién de biomasa: la concentracion de biomasa no disminuye, pero

tampoco aumenta, debido a que las células se encuentran atrapadas impidiendo su

crecimiento y reproduccion.

Actividad metabdlica: Estudios han demostrado que el metabolismo de las células

inmovilizadas es mucho mayor en comparacion al presentado por células libres. El
incremento a la actividad metabdlica puede deberse a diferentes factores, que gracias
al incremento de biomasa en el soporte, asi como la concentracion de nutrimentos
alrededor del soporte, permitiran que se presente este incremento. De igual forma
debido a que tanto el soporte como la misma biopelicula que algunos de los
microorganismos forman, atrapan gran parte de los nutrimentos, sustancias
presentes en el medio, estos estaran mas disponibles que para las células

inmovilizadas, que si estuvieran libres (Cohen, 2001).

Resistencia a la toxicidad: estudios afirman que aquellos microorganismos que eran

capaces de formar algun tipo de aglomeracion o biopelicula, tenian mayor resistencia
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que aquellos que no la formaban. Este fendmeno, es atribuido a diferentes razones
entre las cuales se encuentran las diferencias fisiolégicas entre los microorganismos
inmovilizados y los de crecimiento libre; también es atribuido a la concentracion de
nutrimentos alrededor de la matriz, lo cual permite que los microorganismos
sobrevivan a las altas concentraciones de compuestos toxicos (Lazarova y Manem
1995), (Naza, 2007).

3.9.1 Técnicas de inmovilizacién
En 1978, Chibata propuso tres métodos genérales para inmovilizar células
microbianas (Figura 5), estos son:
+ Ligada a un acarreador (carrier-binding), este método se basa en la unién de
las células microbianas directamente en acarreadores insolubles en agua.
+ Union cruzada (cross-linking), basada en la unién de las células microbianas
con reactivos bifuncionales o multifuncionales por enlaces quimicos,

¢+ Atrapamiento

(%

Micro capsula

c) Atrapamiento.

Fuente: Chibata, 1978

Figura 5. Métodos de inmovilizacién celular.
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El método de atrapamiento, es uno de mas usados en los ultimos afios para la
inmovilizacién celular y se basa en el confinamiento de las células en una malla
formada por una matriz polimérica o micro capsula formada de una membrana
semipermeable. El método antes mencionado, difiere del método de unidn cruzada en
que la célula en si, no se une con la matriz o la membrana (Chibata, 1978).

La técnica de atrapamiento es aplicable a diversos microorganismos y en ésta se
utiliza gelatina, agar, gel de poliacrilamida, alginato de calcio, carragenina, quitosano,
alcohol polivinilico o sol-gel como materiales para la formacién de la matriz
(Najafpour, 2007).

Otros materiales comunmente usados como soporte para la inmovilizacién son los
residuos lignoceluldsicos, cuya ventaja adicional radica en la produccion de azucares
durante su hidrdlisis, o que a su vez minimiza la generacion de desechos (Zhang, et
al., 2009).
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

41 Materiales
4.1.1 Microorganismos empleados:

+ Lactococcus lactis ssp. lactis BM147: La cepa empleada es perteneciente a
la Coleccion de Cultivos del Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM-
48) de la Universidad Nacional Auténoma de México D.F.

+ Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356: La cepa fue importada de EUA por
American Type Culture Collection.

4.1.2 Medios de cultivo

Leche descremada con un contenido de 9.9% de sélidos totales.

Se preparo disolviendo, 11 g de leche descremada en polvo Svelty Figura 0% de
Nestlé en 100 mL agua, se agitdé durante 5 minutos y se esterilizé en autoclave a una

temperatura de 121°C por 15 minutos.

Medio industrial

Este medio de cultivo fue propuesto por Golhaber (1982) elaborado con materias

primas de grado industrial disueltas en agua destilada. La composicion se describe en

el cuadro 5.
Cuadro 5. Composicion del medio industrial
Componente gramo/Litro agua
Leche descremada’ 60 g
Glucosa® 25¢
Extracto de levadura® 10 g
Caseinato de sodio” 20 g
pH 7.2 £0.1
; : JS\%eIg/ ;L%L:ra 0% de Nestlé® 4. Nutrical SAde C.V.
3. BDDIFICO
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+ Agar APT
Se empled Agar APT (BD DIFICO), su composicion se muestra en el cuadro 6. Se

preparé de acuerdo a las indicaciones del fabricante, disolviendo 61.2 g de Agar

APT por cada litro de agua destilada y se esterilizé en autoclave a 121°C por 15

minutos.
Cuadro 6. Composicién Agar APT (DB DIFCO)
Componente g/L Componente g/L
Agar bacteriolégico 14 Fosfato de potasio 5
dibasico
Peptona de caseina 12.5 Tween 80 0.2
Extracto de levadura 7.5 Sulfato de magnesio 0.8
D-(+) Glucosa 10 Cloruro de magnesio 0.14
Cloruro de Sodio 5 Sulfato ferroso 0.04
Citrato trisddico 5
pH 6.8 £ 0.1

+  Medio dilucion

Como medio de dilucion, se empled solucion salina al 0.85%. Esta se prepard
disolviendo 0.85 g de NaCl en 100 mL de agua destilada, posteriormente se

esterilizé en autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.1.3 Soporte sélido
Se empled papel filtro de poro abierto (KIMIA DISTRIBUIDOR)
El papel filtro se cortd en tiras de 3 cm por 4 cm, las tiras de papel se colocaron en

un frasco de vidrio y se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos.
4.1.4 Leches empleadas

Se utilizaron distintas marcas de leche con diferentes tratamientos térmicos,

dichas leches se muestran a continuacion en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Tipos y marcas de leche empleadas

Marca y caracteristica Presentaciéon
Leche de establo Pasteurizada
Alpura® clasica leche entera pasteurizada 1L
Lala® Leche entera pasteurizada 1L
Alpura® selecta. Leche entera ultrapasteurizada 1L
Lala® leche entera ultrapasteurizada 1L
Nido® Leche entera en polvo Nestlé 2.2 KG
Alpura® Leche entera en polvo 500 GR

Las leches pasteurizadas y ultrapasteurizadas, fueron adquiridas en tiendas de

autoservicio. Y se mantuvieron a una temperatura de 4°C hasta su uso.

La leche de establo, fue obtenida de la ordefia de la mafiana de un establo en el
pueblo de Santa Cruz Acalpixca, delegacién Xochimilco, Ciudad de México. A las
dos horas de su ordeno, se pasteurizd a una temperatura de 65°C durante 20
minutos y se conservo a 4°C hasta su uso.

Para las leches en polvo, fueron preparadas en el momento al que iban a ser
utilizadas y se prepararon al 9.1% de sélidos totales. Se pesaron 20 gramos de

leche en polvo y se disolvieron en 200 mL de agua potable.
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42 METODOLOGIA
4.2.1 Reactivacion de la cepa Lactobacillus acidophilus.

Los microorganismos liofilizados se reactivaron de acuerdo a la metodologia

propuesta por ATCC que se muestra en el siguiente diagrama.

Reactivacién de Lactobacillus acidophilus

l

Se sembrd 1ml del inoculo en
100 mL de medio APT se incubd a 37°C por
48 a 72 horas

|

Se tomé ImL del cultivo anterior y se inoculd
en 100 mlL de medio APT se incubé a 37°C por 1° Resiembra
48 horas

|

Se tomé ImL del cultivo anterior y se inoculd
en 100 mlL de medio APT se incubé a 37°C por
30 horas

2° Resiembra

l

Se tomé ImL del cultivo anterior y se inoculd
en 100 mlL de medio APT se incubé a 37°C por
24 horas

3° Resiembra
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4.2.2 Propagacion Lactococcus lactis ssp. lactis
Se partié de un inoculo sembrado en medio industrial con una concentracion de
10° UFC/mL. Para la propagacion se resembré 1mL de inoculo en 100 mL de

medio industrial, se incubd por 24 horas a 29°C.

4.2.3 Curva de crecimiento Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis.
Se realizd una curva de crecimiento para ambas cepas, en el caso de Lb.
acidophilus, se partio de la 32 resiembra de la propagacion de la cepa en medio
APT.
Se tomd 1mL de la tercera resiembra y se inoculo en 100 mL de medio APT
esteril, se incubé a 37 °C, se cuantifico el crecimiento microbiano, durante 7
tiempos: 0, 4, 8, 24, 28, 32 y 48 horas.
Para cuantificar el crecimiento microbiano, se tom6é 1mL de muestra del medio
APT inoculado en cada tiempo y se realizaron diluciones de 10™ a 10°. Se sembré
1mL en agar APT esteril de las diluciones 10 a 107 para los tiempos 0, 4 y 8,
para los tiempos 24, 28, 32 y 48 horas de las diluciones 10 a 10®, las siembras
se realizaron por duplicado y se incubaron a 37°C por 48 horas.
Para L. lactis ssp. lactis se tom6 1mL de la propagacion y se inoculo en 100 mL de
medio industrial esteril, se incubd a 29°C, se cuantifico el crecimiento microbiano
en 7 tiempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas.
Para cuantificar el crecimiento microbiano, se tomé 1mL de muestra de medio
industrial inoculado en cada tiempo y se realizaron diluciones de 10" a 107
Posteriormente, se sembré 1mL en agar APT estéril de las diluciones 102 a 10°
para los tiempos 0, 2 y 4 horas, para los tiempos 6 y 8 horas de las diluciones 10™
a 107 y para los tiempos 10 y 24 las diluciones 10° a 107, las siembras se

realizaron por duplicado y se incubaron a 29°C por 48 horas.

Para ambas cepas se realizo la cuenta de las colonias y se obtuvo un promedio, el
valor obtenido se multiplicd por el inverso de la dilucion efectuada, dando como
resultado, la poblacion microbiana en viable cada uno distintos tiempos de

crecimiento, UFC/mL.
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En la figura 6 se muestra el ejemplo de la cuantificacion en general del crecimiento

bacteriano.

mlL
| I mL | mL I mL I mL

INANINONANANINNA,

Sol.
Salina
10+ 10 107 10 10 10% 107

10°¢ 10°¢

Medio -
: 1mL 1mL ncubar
inoculado m l m l m} 1le

T

I .COQ‘ 0.3..\

Agar % ;u.) \‘.... &'::.'._.)’ ")

Figura 6. Ejemplo de cuantificacion de crecimiento bacteriano

4.2.4 Activacion de Lb. acidophilus en medio industrial.
Del cultivo que se utilizé para la curva de crecimiento en medio APT, se inoculd
1mL de Lb. acidophilus en 100 mL de medio industrial, se incubd a 37 °C por 48 h.

Posteriormente se hicieron tres resiembras bajo las mismas condiciones.

4.2.5 Inmovilizaciéon de Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis.
Para la inmovilizacion de las bacterias, se partio de cultivos de Lb. acidophilus 'y L.
lactis ssp. lactis crecidos por separado en medio industrial a 37°C y 29°C
respectivamente, durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo, se combinaron las
cepas 1:1, se agitdé por 30 segundos y se sumergieron tiras de papel filtro en la
mezcla, se retird el exceso y se colocaron en una camara de secado de aire
(secador PPG, figura 7), la cual seca la muestra por medio de aire frio hasta
obtener un peso constante; para el dispositivo el tiempo de secado fue de 40
minutos, hasta obtener peso constante. Una vez secado el dispositivo se colocé
en cajas Petri de plastico para su conservacién en refrigeraciéon a una temperatura

de 4°C. El procedimiento de inmovilizacion se muestra en la figura 8.

52



Papel filtro Mezcla. Impregnacién Secado por Aire
estéril Lactobacillus de las tiras (40 min)
3cm x 4cm acidophilus/
Lactococcus
lactis ssp lactic

Conservacion
(4°C)

Figura 8. Inmovilizaciéon del dispositivo Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis
en el soporte de celulosa.
A las tiras de papel filtro con Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis inmovilizadas se

le denomina dispositivo.

4.2.6 Cuantificacion bacteriana antes y después de la inmovilizacion.
Se sumergieron 4 tiras de papel filtro de 3 cm x 4 cm en una mezcla 1:1 de Lb.
acidophilus y L. lactis ssp. lactis, posteriormente 2 tiras se inmovilizaron, como se

describe anteriormente. A las tiras sin inmovilizar se les realizé cuenta en placa,
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para lo cual estas tiras se sumergieron en solucion salina estéril agitando durante
30 segundos y se realizaron diluciones hasta 10. Las ultimas cuatro diluciones se
sembraron, tomando 1ml de cada dilucion por separado vertidas en cajas Petri y
agregando 15 mL agar APT estéril, se incubaron a 29°C durante 48 horas.
Transcurrido ese tiempo, se realizd la cuenta de las colonias, y se obtuvo un
promedio y el valor obtenido se multiplicd por el inverso de la dilucion efectuada.
Obteniéndose asi, la poblacion microbiana, UFC/tira, presentes en las tiras sin
inmovilizacion.

Para las tiras inmovilizadas se realizd el mismo procedimiento y se comparé la
poblacién microbiana, UFCl/tira, presente en las tiras inmovilizadas y sin

inmovilizacion.

4.2.7 Aplicacion del dispositivo en diferentes tipos de leche a diferentes
temperaturas.

Como se pretende que el dispositivo sea empleado en la fermentacion de una
amplia variedad de leches de vaca se decididé realizar pruebas con marcas de
leche comerciales para probar que el dispositivo funciona con cualquier leche en
un rango de temperatura de 23°C a 37°C en un tiempo de 24 horas.
Para las pruebas se utilizaron las leches descritas en el apartado de materiales.
A cada una de las leche empleadas se les determino pH, acidez y tiempo de
escurrimiento a temperatura ambiente, 23°C, tomando una muestra de 50 mL.
Para las mediciones de pH, acidez y tiempo de escurrimiento se emplearon los
siguientes métodos:

+ Determinacion de pH: se utilizé un potenciometro CORNING Pinnacle 530
pH meter, electrodo de vidrio.

+  Determinaciéon de acidez se tomaron 10 mL de muestra que se titularon con
NaOH 0.1N y como indicador se empleé fenolftaleina al 1%.

+ Determinacion del tiempo de escurrimiento, este se determindé empleando
un cronometro para medir el tiempo que tardaba en desplazarse 25 mL de
muestra colocados en una bureta de 50 mL con una salida modificada a un
diametro de 0.7mm, el tiempo se tomd a partir de que la llave de la bureta
se abrio.
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Posteriormente para cada una de las leches se tomaron 6 muestras de 200 mL, a
3 de ellas se les aplicd el dispositivo, una se incubd a 23°C, otra a 29°C vy la
ultima a 37°C durante 24 horas. Las 3 restantes se mantuvieron como control de
cada tratamiento aplicando el mismo tiempo y temperaturas de incubacién (23, 29
y 37°C).

Transcurridas las 24 horas de incubacion a todas las muestras se les determino
pH, acidez y tiempo de escurrimiento. Este procedimiento se realizé por duplicado,
registrando el promedio obteniendo. En la figura 9 se muestra el procedimiento de

aplicacion del dispositivo en leche.

Leche

pH, acidez y tiempo
de escurrimiento

Incubacién por 24 horas

23°C 29°C 37°C
1 1 1
Dispositivo  Control Dispositivo Control Dispositivo Control

pH, acidez y tiempo de
escurrimiento

Figura 9. Procedimiento de aplicacion del dispositivo mezcla Lb.
acidophilus/L. lactis ssp. lactis en leche.

4.2.8 Evolucion del pH, acidez y viscosidad al aplicar el dispositivo en
diferentes tipos de leche a temperatura ambiente.

Para cada marca y tipo de leche empleada se tomaron 10 muestras de 100 mL y

se les aplico el dispositivo, se enumeraron del 1 al 10, y se incubaron a

temperatura ambiente (23°C), las muestras se fueron monitoreando en 10

tiempos: 0, 3, 6, 9, 15, 18, 21, 24, 27 y 30 horas. Es decir a la muestra 1, le
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correspondio el tiempo 0 se determin6 pH, acidez y viscosidad, a las 3 horas se
tomo la muestra 2 y se determiné los mismos parametros, a las 6 horas la muestra
3 y asi sucesivamente hasta completar un periodo de 30 horas. Este

procedimiento se realizé por duplicado, registrando el promedio obteniendo.

4.2.9 Evaluacion Sensorial.

4.29.1 Prueba de preferencia del dispositivo mezcla: Lb. acidophilus/ L.
lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche.

Se evalud la preferencia del dispositivo mezcla (Lb. acidophilus y L. lactis ssp.

lactis) en tres tipos de leches entera, pasteurizada, ultrapasteurizada y leche en

polvo (al 10% de sdlidos), todas las leches empleadas fueron de la marca

Alpura®.

Para esto, se realizdé una prueba de ordenamiento para determinar la preferencia

entre los distintos tipos de leche mencionados. La prueba se realiz6 en la Facultad

de Quimica con 100 consumidores, jueces no entrenados.

Los dispositivos empleados para la elaboracion de las bebidas tipo yogur se

elaboraron un dia antes y almacenaron a 4 °C. Para la preparacion de las

muestras fue la siguiente:

Para cada tipo de leche se tomaron 20 vasos de 250 mL, y se les aplico el

dispositivo, se incubaron todas las muestras a 23 °C por 25 horas, transcurrido

ese tiempo y previo a la degustacion a las bebidas tipo yogurt de les determiné su

pH y su acidez.

Posteriormente se mezclaron los 20 vasos correspondientes a cada bebida y se le

adiciono6 un 10% de azucar refinada.

Se sirvieron 20 mL en vasos de poliestireno para un total de 100 muestras. Cada

vaso se identifico con una clave. A cada evaluador se le proporciono una charola

con tres bebidas tipo yogurt elaboradas, sirviéndose a temperatura ambiente y se

les entregd el siguiente cuestionario Figura 10.
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g UMAM. Facultad de Quimica Evaluacion Sensorial. Bebida tipo yogurt

Mombre: Sexo:F M Edad:

1. INTRUCCIOMES: Frente a usted tiene 3 muestras de bebida tipo yogurt, evalué de izquierda a derecha,
enjuagandose entre cada muestra, y ordene de acuerdo a su preferencia siendo 1 Ia de mayor y 3 la de menor
preferencia.

Preferencia 1 2 3

Clave

1.1 De la muestra que eligido como preferida evalle los siguientes atributos, marque conuna X su nivelde

agrado.
Me gusta Me Me gusta Mime gusta ni Me disgusta Mo me Me
Mucho gusta poco me disgusta poco gusta disgusta
mucho
Apariencia
Color
Olor
sabor
Textura

Figura 10. Cuestionario empleado para la prueba de preferencia del

dispositivo mezcla: Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis

4.29.2 Comparacion entre dos bebidas tipo yogur elaboradas con
diferentes dispositivos: Prueba triangular y de preferencia.

Teniendo como antecedente el dispositivo de L. lactis ssp. lactis realizado en la
tesis “Dispositivo de bacterias lacticas inmovilizadas en un soporte de celulosa
para la produccion de una bebida tipo yogur” (De la Cruz, 2013). Para evaluar la
diferencia entre el dispositivo de L. lactis ssp. lactis y el dispositivo mezcla (Lb.
acidophilus/L. lactis ssp. lactis). Se realiz6 una prueba triangular asi como una
prueba de preferencia. Las bebidas tipo yogur que se evaluaron fueron preparadas
con leche ultrapasteurizada marca Alpura®, éstas bebidas se dieron a probar a
100 consumidores o jueces no entrenados. La prueba se realizd en la Facultad de
Quimica de la UNAM. Las muestras de bebida tipo yogur se prepararon de la
siguiente forma:

Ambos dispositivos se elaboraron un dia antes previo a la elaboracion de las

bebidas tipo yogur, y se conservaron a 4 °C. Posteriormente se tomaron 18 vasos
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con 250 mL de leche ultrapasteurizada, a los cuales se les aplicé el dispositivo con
L. lactis ssp. lactis, y se incubé a 23°C por 25 horas. Para el dispositivo mezcla
(Lb. acidophilus/ L. lactis ssp. lactis) se realizd el mismo procedimiento.

Previo a la evaluacion, a todos los vasos de las dos bebidas tipo yogurt de les
determin6 su pH y acidez. Posteriormente se mezclaron los 18 vasos
correspondientes a cada dispositivo y se les adicion6 un 10% de azucar refinada.
Se sirvieron 20 mL en vasos de poliestireno para un total de 100 muestras. Cada
vaso se identificé con una clave.

Para realizar la prueba triangular, cada vaso se identific6 con una clave y para
evitar sesgos en la evaluacién se asigno aleatoriamente el orden de las muestras,
AAB, ABA, BAA, ABB, BAB, BBA, en las charolas se presentaron al evaluador,

sirviendose a temperatura ambiente, y se le entrego el siguiente cuestionario

Figura 11.
g UMAM. Facultad de Quimica Evzluzcion Sensorzl. Bebida tipo yogurt
Nombre: SexocF M Edad:

2. INSTRUCCIOMES: Frente 2 usted tiene 3 muestras de bebida tipo yogurt, pruebe de izguierda a derecha,
enjuagandose entre cada muestra. Existen 2 muestras iguzles y una diferente, marque con una X la muestra
diferente.

475 932 156

2.1 D& lzs muestras que probamarque con una X la que prefiere.

Lasiguzles: Ladiferents:

2.2 De lamuestra que eligio como prefarida evalle los siguientes stributos, marque con una X su nivel de

ssrado.
Me gusta Me Me gusta | MNi me gusta ni | Me disgusta Mo me Mle
Mucho Eusta poco me disgusta poco Eusta disgusta
mucho
Apariencia
Color
Olar
Sabor
Textura

Figura 11. Cuestionario empleado para la prueba triangular y de preferencia

entre dos bebidas tipo yogur elaboradas con diferentes dispositivos.
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4.2.10Vida de anaquel del dispositivo mezcla Lb. acidophilus/L. lactis ssp.
lactis.
Para evaluar la influencia del tiempo de almacenamiento de los dispositivos
mezcla sobre la aceptabilidad de las bebidas tipo yogurt por parte de los
consumidores, se realizé una prueba triangular. Se probaron dos dispositivos, uno
con 1 dia de almacenamiento y otro con 6 meses de almacenamiento a 4°C.
Ambas bebidas tipo yogurt se evaluaron en leche ultrapasteurizada marca Alpura®
y se prepararon de la siguiente manera:
Se tomaron 20 vasos con 250 mL de leche, a cada uno se le coloco un dispositivo
almacenado durante 1 dia a 4°C. El mismo procedimiento se realiz6 de igual forma
con el dispositivo almacenado durante 6 meses a 4°C. Todos los vasos se
incubaron a 23°C durante 25 horas.
Transcurrido el tiempo, se determiné pH y acidez a las muestras con ambos
dispositivos. Previo a la degustacion a cada mezcla se le adiciono un 10% de
azucar refinada, se sirvieron 20 mL en vasos de poliestireno.
Para realizar la prueba triangular, cada vaso se identific6 con una clave y para
evitar sesgos en la evaluacién se asigno aleatoriamente el orden de las muestras,
AAB, ABA, BAA, ABB, BAB, BBA, en las charolas se presentaron al evaluador,
sirviendose a temperatura ambiente, y se le entrego el siguiente cuestionario,

figura 12.
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g UNAM. Facultad de Quimica

Nombre;

Evaluacidn Sensorial. Bebida tipo yogurt

diferente.

Sexo:F M
1. INSTRUCCIONES: Frente a usted tiene 3 muestras de bebida tipo yogurt, pruebe de izquierda a derecha,
enjuagandose entre cada muestra. Existen 2 muestras iguales y una diferente, marque con una X la muestra

102

731

485

Las iguales

De las muestras que probo écual prefiere? Margque con una X

La diferente

iiiGRACIASIN

Edad:

Ambas

Figura 12. Cuestionario empleado para la prueba triangular para vida de

anaquel.

Para evaluar estadisticamente la prueba triangular se realiz6 una comparacion

direccionada (prueba binomial de una cola) en donde la probabilidad de acierto al

azar es de 1/3 y para el andlisis de datos se utilizé la distribucion Chi-cuadrada.

Aplicando la siguiente ecuacion:

Doénde:

x1 = No. De aciertos

2

_ (Jx; — np| — 0.5)2 n= No. De jueces

np (1—-p) p= probabilidad de éxito en un ensayo  =0.33

1-p= Probabilidad de falla en un ensayo =0.66

0.5 = factor de correlacion
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Curva de Crecimiento
En la figura 13 se muestra el crecimiento de Lb. acidophilus con respecto al
tiempo, se observa que no presenté una fase lag, esto pudo deberse a que los
microorganismos tuvieron una pre-activacion antes de ser inoculados, facilitando
su crecimiento, de manera que inmediatamente se observa su fase exponencial,
transcurridas 24 horas de incubacién de observa que alcanza su fase estacionaria,
presentando a ese tiempo una poblacion de 10° UFC/mL, para las 48 horas la

poblacién se siguié manteniendo el nivel de concentracion.

Curva de Creciemiento de Lactobacillus acidophilus

10.5

log UFC/mL
[0

6 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

tiempo (h)

Figura 13. Curva de crecimiento de Lb. acidophilus incubado a 37°C

Para el caso de L. lactis ssp. lactis, en la figura 14 se observa su curva de
crecimiento obtenida, en esta se observa una pequena fase lag, y alcanza su fase
estacionaria alrededor de las 10 horas de incubacion, alcanzando una poblacién
de 10° UFC/mL, el crecimiento de esta bacteria es mas rapido en comparacion
con Lb. acidophilus, recordemos que cada una de las cepas fueron incubadas a su

respectiva temperatura éptima de crecimiento.
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La literatura menciona que el plazo que se necesita para que una célula se divida
0 para que la poblacion celular se duplique se conoce como tiempo de generacion,
no todas las bacterias tienen el mismo tiempo de generacion, este depende en
gran medida de los nutrimentos presentes en el medio de cultivo y de otras
condiciones como la temperatura de incubacion. Para el caso de Lb. acidophilus
incubado a 37°C en leche su tiempo de reproduccién es de 66 a 87 minutos.
Mientras que para L. lactis ssp. lactis bajo las mismas condiciones es de 26
minutos (Pelczar, 1990). En base a esto y pese a que las curvas de crecimiento
se realizaron bajo las condiciones Optimas de cada bacteria, los resultados
obtenidos concuerdan con lo antes mencionado, reflejando en general que L. lactis
ssp. lactis tarda menos tiempo en llegar su fase estacionaria en comparacion que
Lb. acidophilus, siendo que para ambas bacterias la concentracion que se

mantuvo en esta fase fue 10° UFC/mL.

Curva de Crecimiento de Lactococcus lactis ssp. lactis

10

9.5

o

E &5
rd
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o
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7

6.5

6

0 5 10 15 20 25 30
tiempo (h)

Figura 14. Curva de crecimiento de L. lactis ssp. lactis incubada a 29°C
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5.2 Cuantificacion bacteriana antes y después de la inmovilizacién.

En la cuenta en placa del dispositivo antes de ser secado se obtuvo un resultado
de 3x10° UFCltira y una vez inmovilizadas las bacterias, se encontré que
disminuyd la poblacion microbiana un ciclo logaritmico, obteniendo un resultado de
1x10® UFCftira. A pesar de esta disminucion, en el dispositivo quedaron
impregnadas una cantidad significativa de bacterias, que de acuerdo con lo
reportado en la literatura, el rango sugerido de concentracion de bacterias para
ejercer un efecto benéfico es de 10° a 10’ UFC/mL (Ray, 2010). Por tanto el
dispositivo desarrollado cuenta con la cantidad de bacterias suficientes para
ejercer un efecto benéfico sobre el huésped. Ademas, varios estudios han
demostrado que el metabolismo de las células inmovilizadas es mucho mayor en
comparacion al presentado por las células libres (Angelova, et al., 2000). El
incremento en la actividad metabdlica, puede deberse a diferentes factores:
Mandigan y colaboradores (2004); afirman que gracias al incremento de la
biomasa en el soporta, asi como la concentracion de nutrimentos alrededor del
soporte, permitiran que se presente este incremento. De igual forma debido a que
tanto el soporte como la misma biopelicula que algunos de los microorganismos
forman, atrapan gran parte de los nutrimentos presentes en el medio, estos
estaran mas disponibles para las células inmovilizadas que si estuvieran libres
(Cohen, 2001).

5.3 Aplicacion del dispositivo en diferentes tipos de leche y en
diferentes temperaturas.

El dispositivo se probod en varios tipos de leche con diferente tratamiento térmico,
para asegurar que este no interferira en la produccion de la bebida tipo yogur. Se
tomé como referencia la leche bronca, la cual al presentar un minimo
procesamiento y una menor modificacién en su composicidon, en comparacion con
las leches de marcas comerciales, las cuales son sometidas a procesos como
homogeneizacion, envasado, tratamientos térmicos, adicidon de inhibidores o

antibidticos, los cuales podrian intervenir en el funcionamiento del dispositivo.
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Se emplearon las marcas de leches de mayor consumo en México, encabezado
por Grupo Lala® con el 34%, seguido por Alpura® con 22% y en tercer lugar
Nestlé (http://eleconomista.com.mx/industrias/2014/07/02/mexicanos-consumen-

mas-leche-que-resto-latinoamericanos)

La leche fermentada es la que ha sido transformada por desarrollo de bacterias
lacticas que transforman la lactosa en acido lactico y otros metabolitos, el cambio
principal que se da en la leche es el descenso de pH; en el cuadro 8 se muestran

los resultados promedios de pH obtenidos.

Cuadro 8. Influencia de la temperatura en el pH de las bebidas tipo yogur

elaboradas con diferentes tipos de leche incubadas por 24 horas.

Leche LECHE EN POLVO PASTEURIZADA  |ULTRAPASTEURIZADA
BRONCA ALPURA NIDO ALPURA LALA ALPURA LALA
Inicial (23°C) 6.78 6.69 6.78 6.68 6.72 6.67 6.67
Control 23°C 6.69 6.56 6.22 6.52 6.31 6.6 6.6
Dispositive 23°C|  4.64 4.39 4.4 4.49 4.51 4.38 4.38
Final (24 | Control 29°C 5.63 5.95 6.18 6.26 6.19 6.65 6.65
horas) | Dispositive 29°C|  4.34 425 4.37 4.34 4.27 432 4.32
Control 37°C 5.43 5.18 6.15 5.28 498 6.65 6.65
Dispositive 37°C| 4.33 3.67 3.9 4.2 4.24 4.18 4.19

Para la muestra inicial correspondiente a cada leche, se observa que el pH de
cada una es muy cercano al reportado en la literatura, 6.70 (Badui, 2006). Lo cual
refleja que las leches empleadas son de buena calidad.

Para las muestras control, si dispositivo, se observa que incubadas a 23°C no hay
un cambio significativo en el pH, sin embargo, a 29° y 37°C las muestras
comienzan a presentar un descenso de pH esto es debido pueden estar presente
bacterias lacticas, éstas son mesofilicas, y pueden llegar a crecer a una
temperatura de 20°C, estos microorganismos no deterioran la calidad de la leche,

pero requieren nutrimentos, que obtienen produciendo enzimas que hidrolizan la
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lactosa, proteinas, grasas u otras sustancias de la leche, produciendo asi
compuestos como acido lactico lo cual se refleja en el descenso de pH, también
puede presentar formacion de gas y producir cambios en el olor (Walstra, 2001).

La temperatura de crecimiento de los microorganismos es un factor estimulante
para el descenso de pH. Las bacterias con las que se esta tratando tienen
diferentes temperaturas 6ptimas de incubacion, siendo Lb.acidophilus catalogada

como termdfila 'y L. lacis ssp. lactis como mesdfila.

Para las muestras incubadas a 37°C con del dispositivo después de 24 horas, el
pH disminuye aun mas, presentando valores de 4.30 hasta 3.60 esto debido a que
ambas bacterias se encuentran o aun sobrepasado su temperatura optima de
crecimiento, lo que favorece un mejor desarrollo que se reflejara en pH mas bajos
debido a la produccién de acido lactico. De acuerdo a la literatura el pH del yogur
debe ser igual o inferior a 4.60 (Romero y Mestres, 2004), para el caso de Lb.

acidophilus, esta puede reducir el pH del medio hasta 3.50 (Ray, 2010).

Para las muestras incubadas a 29°C con el dispositivo, los resultados obtenidos
de pH oscilan entre 4.3, esto debido a que para L. lactis ssp. lactis es su
temperatura Optima de crecimiento y lo que también comienza a estimular a Lb.
acidophilus.

Para las muestras incubadas a 23°C con el dispositivo, todas las muestras
presentaron un pH entre 4.64 y 4.38, para esta temperatura de incubacion se
obtuvieron valores de pH mas altos a comparacién de 29° y 37°C, esto es debido
a que ninguna de las bacterias se encuentran en su temperatura de crecimiento
optima, sin embargo, los valores obtenidos a temperatura ambiente son deseables
para una bebida fermentada como el yogur, se ha encontrado que en los yogurts
mexicanos el pH oscila entre 3.95 y 4.70 (Garcia, 2004).

Otro factor que influye en el desarrollo de las bacterias, es el tipo de tratamiento
previo al que ha sido sometida la leche.

Tomando como referencia la leche bronca, la cual tiene un tratamiento térmico
menos drastico el pH obtenido oscila entre 4.30 y 4.60 esto debido a que el

tratamiento térmico al que se sometid, no elimind totalmente la carga microbiana
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de la leche, por tanto hay competencia entre los microorganismos que

sobrevivieron en la leche y las bacterias del dispositivo.

En el caso de las leches pasteurizadas, UHT y en polvo, el tratamiento térmico al
que fueron sometidas presentaron valores de pH mas bajos en comparacion con
la leche bronca, esto debido a que el tratamiento térmico que recibieron es mas
drastico y hay una mayor eliminacion de microorganismos de la leche, por lo cual
las bacterias empleadas en el dispositivo pueden desarrollarse mejor al no tener
competencia por los nutrimentos, esto es mas notable para la bebida elaborada
con leche UHT, en la cual el dispositivo tiene un mejor comportamiento esto
independientemente de la temperatura de incubacién a la que se someta, ya que
en los resultados obtenidos de pH son muy similares para las tres temperaturas
manejadas, el tratamiento térmico de la leche UHT al ser el mas drastico de las
leches empleadas favorece un mejor comportamiento del dispositivo, en especial
para el caso del Lb. acidophilus, la cual es una bacteria que no forma parte de la
flora lactica y crece muy lentamente en la leche, por esta razén se deben evitar las
contaminaciones durante la fabricacion de la leche acidofila (Tamime y Robinson,
1991).

En el estudio previo: “Dispositivo de bacterias lacticas inmovilizadas en un soporte
de celulosa para la producciéon de una bebida tipo yogur” (De la Cruz, 2013),
donde el dispositivo elaborado solo con L. lactis ssp. lactis, se encontrd que en las
bebidas elaboradas con este dispositivo en la leche UHT presentan también un
mejor comportamiento dado que el pH del producto final es mas bajo con este tipo
de leche, reportando un valor de 4.63 a 23°C de incubacion, sin embargo, en
comparacion para las bebidas elaboradas con el dispositivo mezcla Lb.
acidophilus/ L. lactis ssp. lactis el pH obtenido a estas mismas condiciones es mas
bajo, 4.38, debido a que ambas bacterias al estar en conjunto contribuyen a
disminuir aun mas el pH del medio en comparacion a que estuviera una sola

bacteria.
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También hay otros estudios en el que se elaboran bebidas fermentadas con
Bifidobacterium y Lactobacillus acidophilus en donde la muestra se incuba 43°C
por 4 horas, transcurrido ese tiempo el pH obtenido es de 4.6 (Ruiz y Ramirez
2009), comparando este resultado con los obtenidos pese que las muestras fueron
incubadas a 23°C se alcanzaron pH mas bajos en comparacion con el estudio

antes mencionado.

Cabe la posibilidad que exista una simbiosis entre L. lactis ssp. lactis y Lb.
acidophilus, como se da en el caso de los microorganismos del yogur, en donde
los lactobacilos y los estreptococos establecen un fenémeno de asociacién o
simbiosis cooperativa que es beneficioso para ambos microorganismos, pero no

necesarios. Este tipo de relaciéon se conoce como protocooperacion (Early, 1998).

La principal funcién de las bacterias lacticas es la acidificacion de la leche,
transformando la lactosa en acido lactico, su importancia se debe a que contribuye
a la textura y proporciona sabor caracteristico a las bebidas. En el cuadro 9 se

presentan los resultados promedios de acidez obtenidos.

Cuadro 9. Influencia de la temperatura en la acidez (%acido lactico) de las

bebidas tipo yogur elaboradas con diferentes tipos de leche incubadas por

24 horas.
LECHE EN POLVO PASTEURIZADA ULTRAPASTEURIZADA

Leche
BRONCA | ALPURA NIDO ALPURA LALA ALPURA LALA
Inicial {23”(:) 0172 0.201 0139 0215 0197 0.220 0212
Control 23°C 0.262 023 015 0.262 0291 023 0.261
Dispositivo 23°C 0.786 0.702 0.62 0.678 0.803 074 0846
Final (24 Control 29°C 0.279 0.34 035 0.369 0313 0.241 0276
horas) Dispositivo 29°C 0.806 074 0.66 0.975 0.873 09046 1.06
Control 37°C 0.679 0.47 0.38 0473 0.459 0.244 0.274
Dispositivo 37°C 0.925 1.08 0.89 1.28 1.25 1.07 1.16
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La leche posee una acidez natural debida a algunos de sus componentes,
caseinas, proteinas del suero, fosfatos coloidales y otros componentes como el
acido citrico y otros acidos organicos. La relacion entre pH, acidez y crecimiento
de bacterias lacticas, no es directa, aun que estan estrechamente ligados. La
velocidad de acidificacion, depende del tipo de cultivo, hetereofermentativo u
homofermentativo. En el pH de la leche el acido lactico no esta totalmente
disociado y la acidez mide todo el acido, a diferencia del pH que solo la cantidad

disociada (Romero y Mestres, 2004).

Para el caso de las muestras incubadas a 37°C con el dispositivo presentaron un
mayor porcentaje de acido lactico, en promedio 0.98% para leche en polvo, 1.26%
para pasteurizadas, 1.11% para las UHT y leche bronca con 0.92%, esto debido al
mejor desarrollo que presenta las bacterias a dicha temperatura, en especial Lb.
acidophilus, ya que se encuentra a su temperatura 6ptima de crecimiento, ademas
es una bacteria acido tolerante, el contenido de acido lactico en la leche puede
elevarse un 1 a 2% si no se conserva a una temperatura suficientemente baja, la
leche adquiere un sabor muy fuerte y el numero de bacterias viables se reduce

muy rapidamente (Walstra, 2001).

Las bebidas incubadas a 29°C con el dispositivo presentaron un porcentaje de
acidez menor, en comparacion con las muestras incubadas a 37°C, a 29°C se
obtuvieron valores promedio de 0.80% para leche bronca, 0.7% para leche en
polvo, 0.9% para pasteurizadas y 1% para UHT esta temperatura favorece el
crecimiento de L. lactis ssp. lactis, la cual en condiciones optimas puede producir
hasta 1% de acido lactico (Ray, 2010), también a esta temperatura ayuda al
desarrollo de Lb. acidophilus lo que contribuye de forma importante a la

produccion de acido lactico a la bebida.

En el caso de las bebidas incubadas a temperatura ambiente (23°C) presentaron
un porcentaje promedio de 0.79% para leches UHT, 0.74% en pasteurizada,
0.66% para leche en polvo y 0.78% en leche bronca. A esta temperatura el
crecimiento de ambas bacterias es mas lento, sin embargo en el caso de Lb.
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acidophilus a pesar de ser catalogada como termdfila, la aplicacion de un starter
puede facilitar su crecimiento a una temperatura de 20°C y producir de 0.5-1.5%
de acido lactico (Walstra, 2001).

Para las bebidas elaboradas con el dispositivo mezcla: Lb. acidophilus y L. lactis
ssp. lactis se obtuvo un mejor desarrollo de acidez para todos los tipos de leche en
comparacion con el dispositivo antes mencionado elaborado solo con L. /actis ssp.
lactis (De la Cruz, 2013), en donde una bebida elaborada con dicho dispositivo en
leche en polvo incubada a 23°C por 24 horas, reportaron un valor de 0.50% de
acidez, mientras que para la bebida elaborada con el dispositivo mezcla Lb.
acidophilus y L. lactis ssp. lactis, al igual en leche en polvo bajo las mimas
condiciones de incubacion se obtuvieron valores de 0.70 % de acido lactico, lo que
refleja que el dispositivo elaborado con dos bacterias, L. lactis ssp. lactis y Lb.
acidophilus, favorezca una mejor produccion de acido lactico incluso a
temperatura ambiente, 23°C, como resultado de la mutua cooperacion durante el
crecimiento de estas bacterias en la leche, la produccién de acido lactico es
mucho mas rapida de lo que seria esperable en funcion del acido que produce

cada uno de los microorganismos cultivados individualmente (Early, 1998).

En el yogur se presenta también un fendmeno de antibiosis, ya que los cocos no
pueden seguir desarrollandose a partir del momento donde se alcanza
determinada acidez. Los bacilos son mas acidorresistentes y su crecimiento no se
detiene. Los efectos de protocooperacion y antibiosis tienen una importancia
fundamental en el desarrollo de las bacterias del yogur y sobre la calidad del
producto final. La proporcién de entre los dos microorganismos va cambiando,
inicialmente los cocos crecen mas deprisa debido a que los bacilos sintetizan
factores de crecimiento, después del desarrollo de los cocos se hace mas lento
por el efecto del acido producido. Mientras que los bacilos han empezado a crecer
mas rapidamente estimulados por los factores de crecimiento producidos por los
cocos (Walstra, 2001).
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La reduccion del pH en la leche provoca cambios en las caracteristicas
fisicoquimicas de las micelas de caseina, llegando incluso a la formacion de geles,

debido a una desestabilizacion del complejo de las caseinas.

Cuando el pH de la leche disminuye hasta 4.6 el cual corresponde al punto
isoeléctrico de las caseinas se induce una coagulacion de éstas, esto debido a
que forman una estructura tridimencional en la que el suero queda atrapado,
cuando el pH alcanza alrededor de 4.8 a 4.3 las particulas de caseina forman
grandes conglomerados que atrapan la grasa y el suero mismos que son
responsables de la viscosidad. El gel obtenido es de textura granulosa, si la
acidificaciéon se realiza lentamente y de manera homogénea en la leche, se forma

un coagulo liso y homogéneo (Romero y Mestres, 2004).

En el cuadro 10 se observan los resultados promedio obtenidos del tiempo de
escurrimiento transcurridas las 24 horas de incubacién. Hay varios factores que
contribuyen a la consistencia y firmeza del yogur, como la temperatura de

incubacion y el tratamiento térmico al que fue sometida la leche para la bebida.

Cuadro 10. Influencia de la temperatura en el tiempo de escurrimiento de las

bebidas tipo yogur elaboradas con diferentes tipos de leche incubadas por

24 horas.
LECHE EN POLVO PASTEURIZADA  |ULTRAPASTEURIZADA|
Leche BRONCA | ALPURA | NIDO | ALPURA | LALA | ALPURA | LALA
Inicial (23°C) 557 53 5.2 527 54 531 5.16
Control 23°C | 45 531 5.28 5.16 5.24 5.22 5.12
Disposifive 23°C|  7.31 7.12 7.52 659 | 7.51 878 | 7.49
Final (24 | Control 29°C | 5.45 5.41 5.13 492 5.28 5.21 5.29
horas) | Dispositive 29°C|  8.05 7.66 876 744 | 787 | 1215 | 9.8
Control 37°C | 5.3 5.15 517 | 422 5.24 5.34 5.4
Dispositive 37°C|  7.85 8.1 9.46 783 | 754 | 1517 | 1404
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En las muestras control, leche sin dispositivo, ninguna presentd cambios
significativos en su tiempo de escurrimiento, para el caso de las leches control
incubadas a 29° y 37°C estas solo presentaron una ligera separacion de suero
(sinéresis), esto debido a la acidificacion de la leche que se genera al someter la
leche a altas temperaturas. Para el caso de las muestra control incubada a 23°C

este cambio no se presento.

Para las muestras incubadas a 29 y 37°C aplicando el dispositivo mezcla: Lb.
acidophilus y L. lactis ssp. lactis presentaron un mayor tiempo de escurrimiento,
obteniendo valores que oscilan entre 8 a 15 segundos, esto debido a que la
temperatura favorece el crecimiento de ambas bacterias generando una mayor
cantidad de acido lactico, que se refleja en pH bajo, lo cual favorece la
consistencia de la bebida debido a la desestabilizacion de las micelas de caseinas
dando lugar a la formacion del gel que caracteriza a una bebida fermentada como
el yogur. Sin embargo, una acidez demasiado elevada, pH < 4 favorece la
contraccién del coagulo, lo que se traduce en un aumento en la sinéresis (Romero
y Mestres, 2004). A comparacién de las bebidas incubadas a 23°C con el
dispositivo, en donde éstas presentaron valores mas bajos de tiempo de
escurrimiento, alrededor de 5.1 a 5.5 segundos, debido a que la temperatura de
incubacion no es Optima para ambas bacterias, retardando asi el descenso de pH
hasta el punto isoeléctrico de las caseinas. Sin embargo, cuando la temperatura
de incubacion es baja, y mas tiempo transcurre a alcanzar un determinado pH, el
producto final es mas firme, cuando se incuba a 20°C y el gel se forma a esta
temperatura, no se produce la separacién del suero (sinéresis), debido a que ésta

es muy dependiente de la temperatura de incubacion (Walstra, 2001).

En comparacién de cuando mas alta es la temperatura de incubacion, el pH
deseado se alcanza mas rapido dando lugar a la formacion del gel, el producto
final tiene una mayor tendencia a la separacion del suero. La sinéresis se debe
fundamentalmente a una reorganizacion de la red, que da lugar al aumento en el

numero de uniones entre las particulas. Como consecuencia, la red tiene a
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contraerse y a expulsar el liquido intersticial que encierra. Evidentemente, la

sinéresis es un proceso indeseable en el yogur (Walstra, 2001).

Como se menciond antes el tratamiento térmico de leche empleada para la bebida
también influye la consistencia final del producto, un calentamiento insuficiente
puede resultar en un yogur con poco cuerpo y deébil, mientras que un
sobrecalentamiento ocasiona un producto con textura granular, con fuerza de gel
débil y tendencia a desuerar. Si la leche no se calienta el producto practicamente
no incrementa su viscosidad, ya que son esenciales las interacciones entre las
micelas de caseina y las proteinas del suero, para lo cual es fundamental un

tratamiento térmico considerable (Garcia, 2004).

En general, para las bebidas elaboradas con leche UHT aplicando el dispositivo,
presentaron un gel mas firme similar a la de un “flan”, al romper este gel para
homogeneizar la bebida, se obtuvo una consistencia caracteristica a un yogur
liquido comercial, para este tipo de leche se obtuvo un mejor desarrollo de la
viscosidad del producto, alcanzado tiempos de hasta 15.17 segundos, esto
también dependiendo de la temperatura de incubacion, esto debido al tratamiento
térmico al que ha sido sometida la leche utilizada, el efecto del calor sobre las
proteinas tiene lugar en dos etapas, primero se altera la estructura originando
desnaturalizacion y despueés, se produce la agregacion de las proteinas seguidas
de la coagulacion. Estas reacciones dependen de la intensidad y duracion del

calentamiento (Early, 1998).

Para las muestras elaboradas con leche pasteurizada y en polvo aplicando el
dispositivo, se obtuvieron resultados similares, entre 7 y 9 segundos de tiempo de
escurrimiento, sin embargo, presentaron un gel mas débil y mayor sinéresis en
comparacion con las bebidas elaboradas con leche UHT, esto es debido al
proceso térmico correspondiente a cada leche, para el caso de la leche en polvo
también se debe de considerar que en el proceso dado se desnaturalizan las
proteinas del suero, pero esto no de manera excesiva lo que puede contribuir a la

textura del producto final (Walstra, 2001).

72



La homogeneizacion de la leche también influye favorablemente en la bebida tipo
yogur, por un lado se produce la incorporacion mecanica de los pequefios glébulos
grasos dentro de la estructura del coagulo y por otro la incorporacion de la caseina
en la superficie de los nuevos glébulos hace que actuen como grandes particulas
de caseina, lo que implica que la concentracién efectiva de superficie de caseina
se ve incrementada contribuyendo a la formacion de un gel mas consistente
(Romero y Mestres, 2004). Esto se refleja en el caso de la leche bronca aplicando
el dispositivo, la cual no cuenta con un tratamiento térmico drastico ni un proceso
de homogeneizacién, obteniéndose valores entre 7 y 8 segundos de tiempo de
escurrimiento, incluso a la temperatura de 37°C, este tiempo es similares a las
muestras de leche en polvo y pasteurizada, sin embargo, el gel que se obtuvo de

la leche bronca era de cuerpo débil, presencia de grumos y sinéresis.

Se ha reportado que el proceso térmico mas conveniente en términos de calidad
de leche para una mejor consistencia del producto es la de alta temperatura por
corto tiempo, como 98°C por 1.87 minutos, en procesos lentos (85°C 10 a 40
minutos) se obtiene una mayor firmeza y viscosidad, pero una pobre retencién de

agua y textura granular (Walstra, 2001).

En comparacion con el dispositivo elaborado solo con L. lactis ssp. lactis
mencionado anteriormente, en éste se reportaron valores de alrededor de 18
segundos en general para las bebidas elaboradas con leches UHT, Alpura® y
Lala®, e incubas a 37°C por 24 horas (De la Cruz, 2013), este tiempo de
escurrimiento es mayor en comparacién con el dispositivo elaborado con L. /actis
ssp. lactis y Lb. acidophilus bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura
de incubacion, en donde se alcanzé un tiempo de escurrimiento de 15.17
segundos esto puede deberse principalmente a que el método no es tan preciso
debido a que durante la agitacion para homogeneizar la bebida hay incorporacion
de burbujas de aire que induce a la acumulacién del suero separado alrededor de
las burbujas, lo que perjudica la estabilidad del coagulo (Romero y Mestres, 2004).
Cuanto mas vigorosa es la agitacion, menor es la viscosidad, pero también mas

suave y homogéneo es el producto, es necesario un gel de gran consistencia para
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poder batir con cierta intensidad sin que el producto resulte demasiado fluido
(Early, 1998).

Otra razoén podria ser que debido a que el dispositivo elaborado con L. /actis ssp.
lactis y Lb. acidophilus alcanza pH mas bajos, esto puede ocasionar que cuando el
pH desciende por debajo de 4 puede producir sinéresis, durante el batido el gel se
rompe en trozos, en los que inmediatamente comienza la sinéresis, se forma una
mezcla heterogénea de coagulos y suero, al continuar el batido, los coagulos se
rompen y se obtiene un producto mas suave y uniforme pero no lo suficientemente

viscoso (Early, 1998).

5.4 Evolucién de pH, acidez y viscosidad al aplicar el dispositivo en

diferentes tipos de leche a temperatura ambiente (23°C)

+ Evoluciéon de pH y acidez.

En la figura 15, se muestra el descenso de pH en relacion con el tiempo de
incubacion de las bebidas tipo yogur. En general, se observa un comportamiento
similar en la disminucion de pH para todas las muestras, ya que a partir de las 15
horas se empieza a resaltar un mayor descenso en el pH. Sin embargo, para el
mismo tiempo se observa que para la leche bronca el pH empieza a descender
mas rapido, a comparacién de las otras muestras, esto debido a que el
tratamiento térmico previo al que se sometié fue menos drastico, de manera que
microorganismos que sobrevivieron en la leche pueden causar que se acidifique
(Walstra, 2001).

A partir de las 18 horas, para las bebidas elaboradas con leche pasteurizada, UHT
y en polvo, se observa un notorio descenso del pH, que posteriormente sigue en
descenso hasta las 24 horas, en donde se observa que todas las muestras
comienzan a acercarse al pH deseado para una bebida tipo yogur, pH de 4.60
(Garcia, 2004).
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Considerando una protocooperacion entre L. lactis ssp. lactis y Lb. acidophilus,
como en las cepas del yogur, el crecimiento de estreptococos se ve estimulado
por la presencia en el medio de aminoacidos y péptidos liberados en la accion
proteolitica del lactobacilo sobre las proteinas de la leche. A su vez el desarrollo
de lactobacilos esta favorecido por el desarrollo de acido férmico y el CO;
producido por las células del estreptococo. En un cultivo mixto, inicialmente los
estreptococos utilizan la lactosa y excretan la galactosa, permaneciendo activos
hasta que el pH desciende hasta 4.60, después, los lactobacilos responden a la

elevada concentracion de galactosa (Early, 1998).

En la figura 16 se muestra el comportamiento de la acidez, la cual tiene
comportamiento inverso al del pH, es decir, conforme el pH desciende la acidez
tiende a aumentar, debido a la produccion de acido lactico. Al igual a las 15 horas
la acidez comienza aumentar, presentando porcentajes de acido lactico entre
0.46% y 0.32, conforme transcurre el tiempo la acidez sigue aumentando, y para
las 24 horas alcanza valores de 0.7% a 0.82% de acido lactico, estos valores son
muy cercanos a los deseados para un yogur, en donde la acidez alcanza valores
entre 0.8 y 1.4% (Garcia, 2004), posterior a las 24 horas de incubacién la acidez
sigue aumentando y se obtienen valores que van desde 0.75% hasta 0.9% de

acido lactico.

Como en el yogur, suponemos una simbiosis entre ambas bacterias empleadas, la
relacion entre microorganismos se modifica varias veces durante el transcurso de
la incubacion. En esta simbiosis los estreptococos es la que inicia la fermentacién
lactica y el que se desarrolla muy intensamente hasta un pH de 5.5, el consumo
de oxigeno y la liberacion de sustancias volatiles que produce, crea las
condiciones ideales para que se desarrolle el lactobacilo. La actividad proteolitica,
de los lactobacilos estimula, a su vez, el crecimiento y la actividad acidificante de
los estreptococos. Los lactobacilos desarrollan parte una actividad lipolitica, por la
que se liberan acidos grasos y producen ademas acetaldehido, constituyendo asi

el aroma del yogur (Tamime y Robinson, 1991).
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Evolucion del pH de la bebida tipo yogur elaborada con el dispositivo mezcla: Lb.

6.5

acidophilus y L. lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche.

=—Leche Bronca
=i—Alpura Pasteurizada
—4—| ala Pasteurizada

=>~Alpura en Polvo
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Figura 15. Evolucion del pH de la bebida tipo yogur elaborada con el dispositivo mezcla: Lb. acidophilus y L.

lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche incubados a 23°C durante 30 horas.
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% acido lactico

Evolucion de la acidez de la bebida tipo yogur elaborada con el dispositivo mezcla: Lb.
acidophilus y L. lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche.
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Figura 16. Evolucién de acidez (acido lactico) de la bebida tipo yogur elaborada con el dispositivo mezcla: Lb.

acidophilus y L. lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche incubadas a 23°C durante 30 horas.
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+ Evolucién de la Viscosidad:

Uno de los atributos de gran importancia en el yogur es la textura, que suele
percibirse en términos de la viscosidad y cuya medicion es muy importante sobre
todo en productos que se supone que deben tener una cierta consistencia en
relacion con su aspecto. Varios factores influyen en las propiedades reoldgicas del
yogur, como la composicion de la leche en términos de estructura de los acidos
grasos, las caseinas presentes, el contenido de vitaminas, de lactosa y de

minerales (Tamime y Robinson, 1991).

Anteriormente, se estaba manejando tiempo de escurrimiento de la bebida tipo
yogur, debido a que no era una medida convencional, para esta parte del trabajo
experimental se determind viscosidad utilizando el viscosimetro de Brookfield,

para tener una mayor precision y un manejo mas rapido.

En la figura 17, se observa el cambio de viscosidad con respecto al tiempo, una
vez aplicado el dispositivo, todas las bebidas muestran un comportamiento similar
dentro de las primeras 21 horas. Para las 24 horas se refleja el aumento de
viscosidad significativo esto puede ser debido a la desestabilizacion de las micelas
de caseinas mediante el paso del fosfato y el calcio de un estado coloidal a una
forma soluble que se difunde en la fraccidn acuosa de la leche, lo que determina
una progresiva “deplecion” o “agotamiento” del calcio de las micelas que conducen
a la precipitacion de las caseinas a valores de 4.6 a 4.7, dando lugar a la

formacién de un gel (Tamime y Robinson, 1991).

En el caso de las bebidas elaboradas con leche UHT, a las 24 horas muestran un
mayor aumento en la viscosidad a comparacion de las demas muestras,
obteniendo valores de 300 centipoise y para las 30 horas alcanzan hasta 360
centipoise, siendo asi las bebidas obtenidas con una mayor de viscosidad. La alta
viscosidad de las bebidas elaboradas con leche UHT, esta relacionada
directamente con el pH y la acidez del producto, siendo estas muestras las mas

favorecidas en ambos parametros, la literatura nos dice cuando el pH alcanza
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valores de 5.1, las particulas sufren disociaciones parciales formando
subparticulas, y cuando se alcanza pH del orden de 4.80 a 4.30 las particulas de
caseina forman grandes conglomerados que atrapan la grasa y el suero, y que

son responsables de las altas viscosidades del producto (Garcia, 2004).
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Centipoise (mPa*s)

Evolucion de la viscosidad de la bebida tipo yogur elaborada con el dispositivo mezcla: Lb.
acidophilus y L. lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche.
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Figura 17. Evolucion de la viscosidad de la bebida tipo yogur elaborada con el dispositivo mezcla: Lb.

acidophilus y L. lactis ssp. lactis en diferentes tipos de leche incubados a 23°C durante 30 horas.




5.5 Evaluacion Sensorial.

5.5.1 Prueba de preferencia de las bebidas tipo yogur elaboradas con
el dispositivo mezcla: Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis en
diferentes tipos de leche.

A las bebidas fermentadas que se emplearon para la evaluacion sensorial, se les
determiné pH y acidez para garantizar que todas las muestras alcanzaron valores
deseados para una bebida tipo yogur de estos parametros.

En el cuadro 11 se observa que todas las bebidas elaboradas con el dispositivo,
alcanzan valores tanto de pH como de acidez Optimos para una bebida
fermentada. Ademas se observa que nuevamente la bebida elaborada con leche
UHT el dispositivo tiene un mejor comportamiento dando un valor de pH de 4.36 el
cual esta por debajo de las otras bebidas, al igual que una mayor produccion de
acido lactico, obteniendo 0.84%. Con estos resultados obtenidos y previo a la
discusion anterior, se puede observar que las muestras son diferentes, tanto en
pH, acidez, lo que conlleva a una textura diferente para cada bebida, dado el tipo
de leche con el que haya sido elaborada, con la prueba de ordenamiento para la
evaluacion sensorial se prende verificar que esta diferencia es identificada por los

consumidores y conocer cual muestra prefieren.

Cuadro 11. Resultados de pH y acidez de las bebidas tipo yogur elaboradas
con el dispositivo mezcla: Lb. acidophilus/ L. lactis ssp. lactis en diferentes
tipos de leche incubados a 23°C por 25 horas.

BN = TPODELECHE
MNL?és?fa POLVO PASTEURIZADA UHT
pH % Acidez pH % Acidez pH % Acidez
1 4.49 0.77 4.39 0.8 4.38 0.84
2 451 0.72 4.40 0.69 4.40 0.81
3 4.44 0.79 4.43 0.79 4.38 0.82
4 4.39 0.79 4.55 0.75 4.36 0.84
5 4.42 0.77 452 0.77 4.00 0.82
6 4.49 0.77 4.44 0.79 4.36 0.86
7 4.42 0.79 4.45 0.77 4.39 0.85
8 4.44 075 4.43 0.77 4.42 0.82
9 4.47 075 451 0.72 4.36 0.86
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10 4.45 0.75 4.43 0.77 4.36 0.84
11 4.45 0.79 4.40 0.77 4.40 0.84
12 4.51 0.72 4.00 0.8 4.39 0.85
13 4.42 0.77 4.44 0.75 4.38 0.87
14 4.43 0.79 4.39 0.82 4.36 0.88
15 4.44 0.75 4.41 0.79 4.42 0.84
16 4.42 0.77 4.47 0.77 4.38 0.87
17 4.44 0.79 4.44 0.77 4.39 0.86
18 4.43 0.79 4.43 0.79 4.36 0.87
19 4.45 0.72 4.47 0.79 4.39 0.82
20 4.42 0.75 4.40 0.77 4.39 0.82
PROMEDIO | 4.45 0.76 4.42 0.77 4.36 0.84
DS 0.03 0.02 0.11 0.03 0.09 0.02

En la figura 18 se observan los resultados de la prueba de preferencia, en donde
la bebida fermentada elaborada con leche UHT fue la que obtuvo una mayor
preferencia por los jueces, 54% de ellos eligieron esta bebida, seguida de la

bebida con leche pasteurizada y al ultimo bebida elaborada con leche en polvo.

% Preferencia de las bebidas tipo yogur elaboradas
con diferetes tipos de leche

mUHT
m Pasteurizada

® En polvo

Figura 18. Resultados de la prueba de preferencia de la bebida tipo yogur
elaboradas con dispositivo mezcla Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis en
diferentes tipos de leche.
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Los resultados obtenidos para la prueba de ordenamiento, fueron analizados con
las tablas de Newell y MacFarlane (Pedrero, 1989) para determinar si existe
diferencia significativa entre las tres bebidas tipo yogur, el en cuadro 12 se
observan los resultados del analisis de ordenamiento en donde se obtuvo que
para las bebidas elaboradas con leche UHT y pasteurizada no se encontré
diferencia significativa entre ellas, mientras que para las bebidas elaboradas con
leche pasteurizada y leche en polvo, si se encontr¢ diferencia significativa al igual
que en las bebidas elaboradas con leche UHT y leche en polvo. Por lo tanto los

jueces fueron capaces de diferenciar las bebidas elaboradas.

Cuadro 12. Prueba de preferencia: Analisis de Ordenamiento por Rangos

2 UHT > Pasteurizada 2 Polvo
150 181 269
Diferencia de X Valor tablas Resultado y conclusion
a 1%

|ZUHT - XEpast|= 150 — 181= 31 <42 . NO hay diferencia
31 significativa

ISUHT - =polvo|= 150- 269 = 42 119 > 42 . S| hay diferencia
119 significativa

|Xpast —Zpolvo|= 181 — 269 = 88 > 42 .. Sl hay diferencia
88 significativa

En la figura 19 se observan los resultados obtenidos para el nivel de agrado de
cada una de las bebidas evaluadas. La escala hedodnica que se empled va de 1 a
7, siendo 1 me disgusta mucho y 7 me gusta mucho. En los resultados obtenidos
se observa que en general, los consumidores asignaron calificaciones similares a

la bebida que seleccionaron como preferida, es decir, si un consumidor selecciono
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la bebida tipo yogur elaborada con leche pasteurizada como preferida al evaluar
sus atributos éste le asigno calificaciones similares a las de algun otro consumidor

que prefirié la bebida elaborada con leche UHT.

Para los atributos de apariencia, color y textura de las tres bebidas se obtuvieron
resultados similares, encontrandose dentro de la escala entre “me gusta poco” y
‘me gusta”, para el caso del olor todas las muestras mostraron una menor
calificacion, siendo este el atributo al que calificaron mas bajo, y para el caso del
atributo del sabor, se obtuvieron resultados ligeramente mas elevados, y para el
caso de la bebida elaborada con leche en polvo se observa que obtiene una
mayor calificacion en este atributo en comparacion con las otras dos bebidas, sin
embargo, recordemos que para el caso de esta bebida fue elegida como preferida
por solo 13 jueces, por lo que podria significar que estos le dieron una calificacion
mas alta en el atributo de sabor a comparacion de las demas muestras en donde

los valores pudieron ser mas dispersos.

En general, las tres bebidas tipo yogur elaboradas fueron aceptas por los jueces,
practicamente para todos los atributos evaluados, las se obtuvieron calificaciones

favorables.
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Nivel de Agrado de las bebidas tipo yogur elaboradas con el
dispositivo mezcla: Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis en diferentes
tipos de leche.

MUHT ®&Pasteurizada = Polvo

~N
)

6.3
58 57 wi

56 55

(o))
1

56 5.7
5.5 55 54 59

w £ (2}

*Nivel de agrado

Apariencia Color Olor Sabor Textura
Atributo sensorial

*Nivel de agrado; donde 7=me gusta mucho, 6=me gusta, 5=me gusta poco , 4=ni me gusta ni
me disgusta, 3= me disgusta poco, 2=no me gusta, 1 =me disgusta mucho.

Posteriormente se multiplicaron por la frecuencuia con la que fueron seleccionados y la suma
de los valores obtenidos y de dividié entre el numero de jueces que eligio cada bebida como
preferida obteniendo asi el nivel de agrado para cada atributo.

Figura 19. Resultados de la prueba de Nivel de agrado para las bebidas tipo
yogur elaboras con el dispositivo mezcla Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis

en diferentes tipos de leche.

Para las bebidas elaboradas con el dispositivo mezcla Lb. acidophilus y L. lactis
ssp. lactis los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en el estudio
antes mencionado, “Dispositivo de bacterias lacticas inmovilizadas en un soporte
de celulosa para la produccion de una bebida tipo yogur” (De la Cruz, 2013), en
este estudio se reporté que la bebida con mayor porcentaje de preferencia por los
jueces fue también la elaborada con leche UHT, seguida de la pasteurizada y la

leche en polvo.
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5.5.2 Comparacién entre dos bebidas tipo yogur elaboradas con

diferentes dispositivos: Prueba triangular y de preferencia.

Para determinar si existe una diferencia significativa entre el dispositivo elaborado

solo con L. lactis ssp. lactis de la tesis “Dispositivo de bacterias lacticas

inmovilizadas en un soporte de celulosa para la produccion de una bebida tipo

yogur” (De la Cruz, 2013) y el dispositivo elaborado con L. lactis ssp. lactis y Lb.

acidophilus, se realiz6 una prueba triangular, previo a la evaluacion sensorial se

tomaron valores de pH y acidez para cada bebida. Los resultados obtenidos se

muestran en el cuadro 13, en donde se observa una vez mas las bebida elaborada

con la mezcla de bacterias Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis, al cual llamamos

dispositivo mezcla, obtuvieron un pH mas bajo y un porcentaje de acidez mas alto,

en comparacion con bebida elaborada solo con L. lactis ssp. lactis.

Cuadro 13. Resultados de pH y acidez de las bebidas tipo yogur elaboradas

con dos diferentes dispositivos, incubadas a 23°C por 25 horas, empleadas

para la evaluacién sensorial.

No. De L. lactis ssb. lactis Mezcla (Lb. acidop{wilus/L. lactis
muestra P ssp. lactis )
pH % acidez pH % acidez
1 4.53 0.74 4.37 0.82
2 4.46 0.76 4.38 0.81
3 4.46 0.73 4.36 0.84
4 4.45 0.77 4.37 0.80
5 4.52 0.72 4.00 0.82
6 4.49 0.74 4.38 0.84
7 4.51 0.74 4.36 0.84
8 4.53 0.75 4.38 0.82
9 4.46 0.73 4.36 0.84
10 4.53 0.72 4.38 0.82
11 4.53 0.72 4.36 0.82
12 4.55 0.69 4.39 0.89
13 4.51 0.74 4.37 0.86
14 4.49 0.72 4.37 0.84
15 4.51 0.73 4.36 0.82
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16 4.46 0.73 4.39 0.84
17 4.45 0.69 4.36 0.82
18 4.53 0.69 4.39 0.84
PROMEDIO 4.50 0.73 4.35 0.83
DS 0.034 0.022 0.088 0.020

En el cuadro 14 se observan los resultados obtenidos, donde del 100% de jueces
que evaluaron las bebidas, 46% fueron capaces de identificar cual era la muestra
diferente de las tres bebidas presentadas, recordemos que dos muestras eran
iguales y una diferente. Con el analisis de la prueba triangular, al calcular xz, se
obtuvo que si existe diferencia significativa entre ambos dispositivos evaluados,
obteniendo una y? experimental de 7.17 la cual es mayor al valor tedrica el cual es
de 6.63 reportado en tablas para la distribucion estadistica con un nivel de
significancia de 1%. Por lo tanto existe diferencia significativa entre la bebida
elaborada solo con L. lactis ssp. lactis y la bebida elaborada con la mezcla de
bacterias (Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis) esta diferencia es detectada por
los jueces. Esta diferencia puede deberse a que la bebida fermentada con Lb.
acidophilus y L. lactis ssp. lactis alcanzé una mayor acidez, el acido lactico
producido contribuye al sabor, aroma y textura, por lo que estos atributos pudieron

ser mas marcados y alcanzaron a ser percibidos por los jueces.
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Cuadro 14. Analisis de datos de la prueba triangular entre las bebidas tipo

yogur con diferente dispositivo

Aciertos Errores
46 54
Dénde:
x1 = No. De aciertos =46
, _ (Ix; —np| —0.5)? n= No. De jueces =100
- np (1 —p) p= probabilidad de éxito en un ensayo =0.33

1-p= Probabilidad de falla en un ensayo =0.66
0.5 = factor de correlacién

_ (146 = (100 x 0.33)| — 0.5)*

(100 x 0.33) (1 — 0.33)
xlexp =7.17

2

Valor de y? tedrica a 1% = 6.63

v? experimental = 7.17 > y? tedrica = 6.63
.. Si hay diferencia significativa

Posteriormente se pidid a las jueces que seleccionaran su bebida preferida,
bebida elaborada con L. lactis ssp. lactis y bebida elaborada con Lb. acidophilus y
L. lactis ssp. lactis. En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos, en donde
se observa que el 65% de los jueces prefirieron la bebida elaborada solo con L.
lactis ssp. lactis, y el 35% de los jueces prefirié la bebida elaborada con la mezcla
de bacterias. Esta diferencia entre la preferencia puede deberse a que en México,
Lb. acidophilus no es muy comun utilizada como microbiota primaria, debido
posiblemente a la cultura de consumo de la mayoria de la poblaciéon que acepta
los productos lacteos, o a la acidez tan alta producida por esta bacteria durante la
fermentacién, que no es del gusto de los consumidores (Villegas et al., 2012). La
Procuraduria Federal del Consumidor, en México, ha hecho estudios de las
bebidas lacteas fermentadas disponible en la zona de la Cuidad de México y

sefialaron que Lb. acidophilus estaba ausente (Villegas et al., 2012).
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Recordemos que la bebida fermentada con Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis,
obtuvieron pH mas bajo y una mayor acidez a comparacion de la bebida
fermentada solo con L. /actis ssp. lactis, por lo tanto esta diferencia se pudo influir

en la preferencia de los jueces.

%Preferencia entre bebidas tipo yogur elaboradas dos con
diferentes dispositivos.

m Dispositivo: L. Lactis ssp
lactis

m Dijspositivo: Mezcla(Lb.
acidophilus/L. lactis ssp
lactis)

Figura 20. Resultados de la prueba de preferencia entre bebidas tipo yogur
elaboradas con diferentes dispositivos el de L. lactis ssp. lactis y el de la

mezcla Lb. acidophilus/ L. lactis ssp. lactis.

Al comparar los resultados del nivel de agrado de los atributos de las dos bebidas
tipo yogur en la figura 21, se observdé que ambas bebidas obtuvieron resultados
muy similares. En el caso del atributo del olor, se obtuvieron valores iguales para
ambas bebidas, encontrandose como “me gusta poco” dentro de la escala. Para
los atributos de apariencia, color, textura y sabor, a pesar de que el 35% de los
jueces seleccionaron como bebida preferida a la elaborada con el dispositivo de la
mezcla de bacterias, estos calificaron ligeramente mas alta estos atributos
encontrandose practicamente en “me gusta” dentro de la escala heddnica. En
general ambos dispositivos presentan una buena aceptacion por parte de los

jueces.
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Nivel de agrado de las Bebidas tipo yogur elaboradas con
diferentes dispositivo

M Dispositivo: L. lactis ssp lactis
M Dispositivo: Mezcla(Lb. acidophilus/L. lactis ssp lactis)

6.3
57 58 5.9 5.7 57 59

*Nivel de Agrado

Apariencia Color Olor Sabor Textura
Atributo Sensorial

*Nivel de agrado; donde 7=me gusta mucho, 6=me gusta, 5=me gusta poco , 4=ni me gusta ni
me disgusta, 3= me disgusta poco, 2=no me gusta, 1 =me disgusta mucho.

Posteriormente se multiplicaron por la frecuencuia con la que fueron seleccionados y la suma
de los valores obtenidos y de dividid entre el numero de jueces que eligio cada bebida como
preferida obteniendo asi el nivel de agrado para cada atributo.

Figura 21. Resultado de la Prueba de Nivel de Agrado, de las bebidas tipo
yogur elaboradas con dos diferentes dispositivos, el de L. lactis ssp. lactis y
el de la mezcla (Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis).
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5.6 Vida de anaquel del dispositivo mezcla Lb. acidophilus/L. lactis
ssp. lactis.

En el cuadro 15, se muestran los resultados obtenidos de pH y acidez para las
bebidas elaboradas con el dispositivo que fue almacenado en refrigeracion a 4°C
durante 6 meses, y las bebidas elaboradas con dispositivos que fueron elaborados
un dia antes de la evaluacion sensorial, para estas bebidas el pH promedio que se
obtuvo fue de 4.37 con una acidez de 0.84%, estos valore practicamente son
iguales a los resultados obtenidos para las bebidas elaboradas con el dispositivo
de 6 meses en almacenamiento, los cuales obtuvieron en promedio un pH de 4.39
y 0.82% de acidez, por lo tanto se refleja que el almacenamiento del dispositivo
por un periodo de 6 meses en refrigeracion no altera el metabolismo de las
bacterias inmovilizadas en el mismo. Varios estudios han demostrado que el
metabolismo de las células inmovilizadas es mucho mayor en comparacion al
presentado por células libres (Polprasert, 1989) (Angelova, et al., 2000) (Navarro y
Durand, 1977). El incremento en la actividad metabodlica, puede deberse a
diferentes factores; como incremento de la biomasa en el soporte, asi como la
concentracion de nutrimentos alrededor del soporte, permitiran que se presente
este incremento (Madigan et al., 2004)
Ademas algunos estudios han sugerido que al estar inmovilizados los
microorganismos pueden desencadenar genes especificos que permiten un

incremento su metabolismo (Lazarova y Manem, 1995) (Cohen, 2001).
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Cuadro 15. Resultados de pH y acidez de las bebidas tipo yogur elaboradas
con dispositivos mezcla: Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis incubadas a

23°C por 25 horas con diferentes tiempos de almacenamiento.

~  Dispositvo
No. De 1 dia de 6 meses de
muestra almacenamiento almacenamiento
pH % acidez pH % acidez
1 4.40 0.80 4.36 0.84
2 4.37 0.87 4.40 0.80
3 4.39 0.84 4.38 0.82
4 4.34 0.82 4.40 0.80
5 4.36 0.84 4.38 0.84
6 4.38 0.84 4.39 0.82
7 4.36 0.84 4.42 0.80
8 4.36 0.82 4.40 0.80
9 4.40 0.82 4.42 0.80
10 4.36 0.86 4.39 0.84
11 4.35 0.86 4.36 0.87
12 4.40 0.82 4.38 0.86
13 4.40 0.82 4.44 0.82
14 4.39 0.86 4.39 0.81
15 4.34 0.88 4.42 0.80
16 4.38 0.86 4.39 0.84
17 4.36 0.84 4.39 0.86
18 4.37 0.86 4.40 0.80
19 4.35 0.84 4.39 0.82
20 4.36 0.84 4.36 0.84
PROMEDIO | 4.37 0.84 4.39 0.82
DS 0.020 0.021 0.021 0.023

Para la prueba sensorial se realizd una prueba triangular, para evaluar si los
jueces no entrenados, identificaban la diferencia entre ambas bebidas, con el
dispositivo de 6 meses de almacenamiento y 1 dia de almacenamiento.

En el cuadro 16 se observa los resultados y analisis y de la prueba triangular,
donde se observa que 44 jueces identificaron la diferencia entre ambas bebidas,

mientras que el resto no lo hizo.
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Cuadro 16. Resultados de prueba triangular entre las bebidas fermentadas
con dispositivos de diferente tiempo de almacenamiento.

Aciertos Errores
44 o6
Dénde:
x1 = No. De aciertos =46
, _ (lxy —np| —0.5)* n= No. De jueces =100
- np (1 —p) p= probabilidad de éxito en un ensayo =0.33

1-p= Probabilidad de falla en un ensayo =0.66
0.5 = factor de correlacién

(144 — (100 x 0.33)| — 0.5)?

(100 x 0.33) (1 — 0.33)
xtexp =5.06

2

Valor de x* tedrica a. 1% = 6.63

v? experimental = 5.06 < y? tedrica = 6.63
-.No hay diferencia significativa

El analisis de hizo mediante xz, en donde se observa que el valor experimental fue
de 5.6 mientras que el valor tedrico reportado en tablas para la distribucion
estadistica con un nivel de significancia de 1% es de 6.63, este valor es mayor a al
experimental, lo que indica que no hay diferencia significativa entre las bebidas

elaboradas con dispositivos con diferente tiempo de almacenamiento.

En la tesis “Dispositivo de bacterias lacticas inmovilizadas en un soporte de
celulosa para la produccién de una bebida tipo yogur’ (De la Cruz, 2013), en
donde el dispositivo solo contiene L. lactis ssp. lactis, para la vida de anaquel en
donde se hizo la misma prueba para la comparacion de las bebidas, se documentd
que si hay diferencia significativa entre ambas muestras, sin embargo, esto lo
atribuyeron a una deficiente homogeneizacion de las bebidas, lo que pudo alterar
la consistencia y dulzor de ésta.
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Para el dispositivo elaborado con la mezcla de bacterias, se pidié a los jueces que
seleccionaran su preferencia hacia las bebidas tipo yogur evaluadas. En la figura
22 se observan los valores obtenidos para esta prueba, en donde el 40% de los
jueces prefiri6 ambas muestras esto pudo deberse que no percibieron diferencia
significativa entre ambas bebidas, ademas no hay una diferencia notoria en la
cantidad de jueces que seleccionaron en especifico alguna de los dos bebidas tipo
yogur, obteniendo 32% para la bebida elaborada con el dispositivo de 1 dia 'y 28%

para la bebida elaborada con el dispositivo de 6 meses de almacenamiento.

%Preferencia de las bebidas tipo yogur elaboradas con
dipositivos de diferentes tiempos de almacenamiento

B Las dos bebidas: Elaborada
dispositivo de 1 dia y de 6 meses de
almacenamiento.

m Bebida con Dispositivo de 1 dia de
almacenamieto

W Bebida con Dispositivo de 6 meses
de almacenamiento

Figura 22. Resultados de la prueba de Preferencia entre las bebidas tipo
yogur elaboradas con dispositivos mezcla Lb. acidophilus/L. lactis ssp.

lactis con diferentes tiempos de almacenamiento.

Para el dispositivo elaborado con Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis, se observa
en general tanto en los resultados de pH y acidez, como en la prueba sensorial, no
hay diferencia significativa entre las bebidas elaboradas con dispositivos con
diferentes tiempos de almacenamiento. Por tanto, este dispositivo tiene una vida
de anaquel de por lo menos 6 meses, debido a que la inmovilizacion de células
permite una mejora significativa de su estabilidad, durante el periodo de

almacenamiento los microorganismos no pueden crecer ni reproducirse, ya que
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las células dejan de multiplicarse por el nivel insuficiente de agua disponible en el
medio (Morales-Garcia et al., 2010), ademas las células inmovilizadas pueden
suplementarse con nutrimentos co-inmovilizados y pueden sobrevivir largos
periodos de tiempo conservando su actividad fisiolégica (Stormo y Crawford,
1992). El dispositivo al sumergirse en leche, las bacterias vuelven disponer de
agua por lo que recuperan su capacidad de crecimiento (Tortora et al., 2007)
ademas obtienen los nutrimentos de la leche para su desarrollo, ocasionando la
fermentacién de la leche y por lo tanto la produccién de acido lactico, reduciendo
el pH a niveles deseables para una bebida tipo yogur independientemente del

tiempo de almacenamiento.
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6. CONCLUSIONES

B El dispositivo elaborado mediante la inmovilizacién de Lb. acidophilus y L.
lactis ssp. lactis en un soporte de celulosa cuenta con una concentracion de
1x108 UFC/dispositivo.

B El dispositivo Lb. acidophilus/L. lactis ssp. lactis funciona adecuadamente
en leche pasteurizada, UHT y en polvo, obteniendo a las 24 horas de
incubacion una bebida fermentada con caracteristicas de pH, acidez y
textura similares a los de un yogur, incluso a temperatura ambiente,
demostrando que las bacterias inmovilizadas se encuentran vivas y
metabdlicamente activas. Ademas las bebidas obtenidas fueron
sensorialmente agradables para los consumidores. Sin embargo la bebida
elabora en leche UHT fue la mas favorecida tanto en las caracteristicas

fisicoquimicas como en las sensoriales.

B La bebida elaborada con el dispositivo mezcla Lb. acidophilus/ L. lactis ssp.
lactis posee mejores caracteristicas de pH, acidez y viscosidad en
comparacion con una bebida elaborada solo con L. lactis ssp. lactis. Asi
mismo los consumidores encontraron diferencia significativa entre ambas
bebidas, obteniendo una mayor preferencia la bebida elaborada solo con L.
lactis ssp. lactis. Sin embargo, la bebida elaborada con el dispositivo
mezcla Lb. acidophilus/ L. lactis ssp. lactis tiene mayores beneficios sobre
la salud del consumidor debido al probidtico, esta caracteristica se podria

anteponer ante la preferencia del consumidor.
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B Se encontré que el dispositivo con Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis,
almacenado a 4°C tiene una vida de anaquel de 6 meses, a este tiempo las
bacterias se encuentran vivas y metabdlicamente activas por lo que no
afecta las caracteristicas de pH, acidez y viscosidad del producto final, asi
mismo los consumidores no encontraron diferencia significativa entre una
bebida elaborada con un dispositivo de 1 dia de almacenamiento y una de 6

meses.

B El dispositivo elaborado con Lb. acidophilus y L. lactis ssp. lactis
inmovilizado en un soporte de celulosa es una alternativa a la elaboracion
de leches fermentadas, con este dispositivo cualquier persona podria
elaborar el producto, ya que al aplicarlo en leche se obtiene una bebida tipo
yogur y de esta manera se garantiza que las bacterias lacticas se
encuentran vivas y metabdlicamente activas por lo que son capaces de

ejercer sus efectos benéficos sobre la salud del consumidor.
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8. ANEXO

TABLA DISTRIBUCION 2

Puntos de porcentaie de la distribucion y,

2

Ejemplo:

Para ¢ = 10 grados de
libertad

N P[7>1599]=0.10
0 15.99 x

N | 0995 | 099 | 0975 | 095 09 075 | 05 | 025 | 01 | 005 | 0025| 001 | 0.005 :){
‘b g

T | 3.93E-05| 15 ] 3 158E-02] 0.102] 0455 1.323| 2.71] 384] 502| 663 788 1
2 | 1.00E-02| 201E-02| 5.06E-02] 0.103] 0211 0575 1386 277 461 599 738 921 1060 2
3 |747€02] 0115 0216 0352 0584] 1213 237 411 625 781 935 1134] 1284 3
4 0207 0207 o0484] 0711 1.084] 1923] 336 530 778| 949 11.14] 1328] 1486 4
5 0412 0554 0831 1145 1610] 267 435 663 924] 11.07] 1283 1500 1675 5
5 0676] 0872 1237 1635 220 345 535 784 1064] 1259] 1445 1681 1855 6
7 09s89] 1239 169 217 283 425| 635 904] 1202 1407] 16.01] 1848] 203| 7
8 1.344) 1647 218] 273 349] 507 7.34] 1022] 1338 1551 1753 201 220| 8
9 1.735 2,09 2.70 333 417 590 834 1139 1468| 16.92] 1902 21.7] 236| 9
10 2.16 256 325 3.94 487 674 934 1255 15909 1831] 205| 232 252| 10
1 2.60 3.05 382 457 558| 758 1034| 1370 1728 1968] 219 247 268| 11
12 3.07 357 4.40 523 630 844] 1134] 1485 1855 210] 233 262| 283| 12
13 357 41 5.01 5.89 704] 930] 1234 1598 1981 224] 247 277 298| 13
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18 6.26 7.01 823] 939 1086| 1368] 1734] 216] 260 289] 315 348 372 18
19 6.84 763 891 1012] 1165| 1456 1834 227 272 3041] 329 62| 3286| 19
20 7.43 8.26 959| 1085 1244 1545 1934 238] 284 314] 342 376] 400| 20
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26 11.16] 1220 1384] 1538] 1729 208| 253 304 356 389] 419 456 483| 26
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28 1246 1356 1531 1693 1894| 227| 273| 326| 379 413] 445 483 510| 28
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“ara ¢ > 100 tomese 7 =%( 20 l)- . Z,, es la desviacion normal estandarizada correspondiente al nivel de

‘Scancia y se muestra en la parte superior de la tabla.
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Tabla. Diferencia de sumatoria ordinal absoluta critica de “todos los

tratamientos” Comparacion al nivel de significancia del 1%

Koo de muecras
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TABLA  (Comanuacidn

Nimere de muscras
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