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CAPITULO . X.

OBJETIVOBES.



OBJETIVO:

La Elaboracién de una Bebida Lactea Fermentada tipe '"yakult®
cuya funcién es ayudar a la salud intestinal, empleando Suero
Dulce Desmineralizado en polvo, gue sustituye total o
parcialmente a la Leche descremada en polvo en su formulacién.

OCOBJETIVOE
PARTICULRARRESB:

Caracterizacién quimica y microbiolégica del Yakult
comercial.

Aislamiento e identificacién del [Lactobacillus
casei a partir del producte comercial, utilizando
un medio selectivo.

Preparacién de mezclas de SUERO DULCE
DESMINERALIZADO-LECHE DESCREMADA (S.D.D-L.D) que
permitan obtener el porcentaje de proteina
establecido en el préducto comercial.

Elaboracién del Yakult a partir de las mezclas de
S.D.D.-L.D (fermentacién, adicién de sabor, jarabe
y coler).

Seleccién de las mezclas da S.D.D.-L.D.
fermentadas, mediante un métode de evaluacién
sensorial.

Determinacién de la capacidad amortiguadora de pH
en la mezcla seleccionada.



Determinacién del estudio cinético de la mezcla
seleccionada.

Comparacién quimica y microbiolégica del producto
obtenido con el producto comercial.

“.2 -



caPITULO II

ANTECEDENTES.



241 LACTOSUERO :

2.3 concepto., Tipos de Suero.

El Lactosuerc es el ligquido sobrante después de remover 1la
caseina y la grasa de la leche [29)] y es el subproducto [41] de
la fabricacién del queso o caseina. Este constituye alrededor de
85-90 % del volumen de leche utilizada en la manufactura del
gueso y retiene aproximadamente 55 % de los nutrientes contenidos
en la leche [32]. Contiene la mayoria de las sales, lactosa,
proteinas hidrosolubles [7] y vitaminas de la leche [29]. Existen
dos tipos:

a) Suero dulce: Se obtiene por coagulacién de la leche con
cuajo [19], tiene un pH de 5.9-6.3 [29].

b) Suero Aacido: Se obtiene mediante la precipitacién de la
casefna de la leche por &cido {60]. pH 4.4-4.6. Contiene mas ac.
lactico, Ca, P y lactosa. Tiene menor aceptacién del consumidor
por su sabor acido y salado ([29].

2.1.2 Composicién.
Esta es variable, debido a gue los procedimientos de
elaboracién del quesc y la composicién de la leche, no son

constantes [38].

Una composicién promedio del suero dulce y suero acido se
muestra en el Cuadro I.



Cuadre I. Composicién del suero dulce y suero fcido,

‘ COMPONENTE SUERC DULCE

- FLUIDO - POLVO::,

Solidos totales
Humedad

Grasa

Proteina total
Lactosa

Cenizas )
Ac lactico..

B-vitaminas(51)
ac. félico )
Biéﬁina S
‘Niacina

4c. pantoténice )
By S er
B12" 0.542.2

Fuente: Kosikowski, F.V. (1979}, [29).

a) Proteinas: De las proteinas gque.contiene la leche, son
las de mayor valor bioldgico las que gquedan disueltas en el suero
{413, El suero contiene B-lactoglobulina, A-lactalbGmina,
4lb0mina sérica, serodlobulinas y otras proteinas desnaturali-
zadas por el calor. El suero dulce contiene también macropéptidos
de PM cercano a 8000 que se desdoblan de la k-caseina como paso

inicial de la coagulacién [58)

B-lactoglobulina: Principal proteina del suero, rica en
lisina, 1leucina, &c. glutémico y 4&c. aspéartico.
Contiene cistelina, gue interviene en el desarrollo del
sabor a cocido de la leche hervida debido a sus grupos
sulfhidrilo libres [1][{17){58].



A-lactalbGmina: Proteina rica en triptofano, es la Gnica en
la ‘que el &c. aspdrtico excede al Acido glutdmico [1].
Tiene funciédn enzimdtica debido a que, es un componente
coordinado de la lactasa-sintetasa, que cataliza el
altimo paso en la sintesis de la lactosa [58].

albimina sérica: Idéntica a la albimina del suero sanguineo,
con iguales propiedades inmunolégicas, contiene un alto
ndmero de cisteinas y grupos sulfhidrile libres [1].

seroglobulinas: Similares a las gamma-globulinas del suero
sanguineo con propiedades de anticuerpos.

fraccidén proteasa-peptona: La principal es la rama de
fosfoglucoproteinas, adem&s de nucledtidos, urea,  4cs.
nucléicos, y aminodcidos libres.[1][17]}([58)

b) Lactosa: cConstituye alrededor del 70% de los sdlidos
totales del sueroc (12). Es un disacarido medianamente dulce, que
junto con las sales disueltas da el sabor a la leche descremada.

Es un azficar reductor compuesto de una molécula de galactosa
y una de glucosa unidas por un enlace B~1,4~-glicosidica (58]. Sus
reacciones dependen de este enlace, del grupo reductor de la
glucosa, de los grupos hidroxilo libres y de los enlaces carbono-
carbono [57). Reacciones complejas de la lactosa con la caseina y
otras sustancias nitrogenadas, o reacciones de oscurecimiento,
contribuyen al color y sabor de los productos lacteos [58)

La enzima lactasa, que se encuentra en bacterias, levaduras
y animales, hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa. Esta
hidrolisis se acompana de la formacién de oligosacaridos, la cual
es proporcicnal a la concentracién de lactesa [57)

¢) Minerales: Su composicién mineral se presenta en el
Cuadro II y cuadro III. :



Cuadro IX. Composiecién mineral mayor del suero dulce y suere

&cido.
SUERO ca Mg Na~© - K P
(mg/100g) ‘
“Dulce Fluido 36.5 6.5 . 45.5 7 123
Dulce Seco 470.0 100.0. 750.0 - 2342
Acido Fluido 92.8 - - 9.07 3978 183 L
Acido Seco 1450.0 143,0° .758,0 .. 2340 =

Fuente: Wong, N.P. et al. (1978). {60).

Cuadro YII. Composicidn mineral traza dal suero dulce y suero

&cido.
SUERQ Zn Fe cu Mn
(ug/100g)
Dulce Fluido 11 89 3.5 0.6
Dulce Seco 193 340 66.0 9.0
Acido Fluido 234 106 6.8 2.8
Acideo Sece 4300 550 . 50,0 15.0

Fuente: Wong, N.P. et al. (1978'). [60].

El suero Acido es m&s rico en Ca y fosfatos gue el suero
dulce, debido a la accidén solvente de los iones hidrdgeno sobre
el complejo fosfocaseinato de calcio. En cambio, durante 1la
coagulacién con cuajo en la manufactura del queso, el Ca es
precipitado como un complejo de caseinato de calcio asi que en su
mayoria, éste ién se encuentra en la cuajada [60].

El contenide de Zn es 20 veces menor en el suero dulce. B88%
del 2Zn estd enlazado débilmente al complejo de caseinate y 12%
estd en solucién. Nada estd asociado a las proteinas del suero.
Durante la precipitacién dcida el zinc enlazado cambia a su forma
libre [60].




El contenido de Mg es 50% mayor en el suero 4cido. El
magnesio se encuentra en estado coloidal en menor grado que el
calcio, en consecuencia menos Mg estd disponible para cambiar a
su forma soluble a pH bajo [60).

Los elementos traza, son componentes de las proteinas y las
enzimas: Fe, forma parte de la lactoferrina.

Como subproducto, la industria lo elimina: 7 o
- Utiliz4ndolo como alimento para ganado, enriguecimiento’
de suelos, 6 X ’
- Descargandolo en agua residuales, alcantarillas y rios.
Rara vez con un tratamiento previo. : B

Por su alto contenide en materia org&nica, su poder
contaminante es muy elevado. La Demanda Biolégica de Oxigeno del
suero es de 40-50 000 mg O,/1 afectando gravemente la fauna
fluvial al ser vertido directamente a los ries (un rio no
contaminado tiene 10 mg 0,/1 y el descenso a 4 mg/lt supone la
muerte de toda su fauna pisicola) [41].

El creciente interés sobre la contaminacién y control am-
biental ha resultado en presi6n para los fabricantes de queso pa-
ra detener la descarga del suero en rios y aguas residuales, por
lo que la industria debe expilotar todas las posibilidades de uti-
lizar los sélidos del suerc por ejemplo: como fuente de alimentos

2.1.3 Procesamiento del suero,

Bl suero se scmete para su utilizacién a los siguientes
procesos:

a) Congentracién: Generalmente se elimina casi la totalidad
del agua del suero para obtener el extracto saco por medio de una
pre-evaporacién en un efecto miltiple, sequida de un secado final



por atomizacién evitando la desnaturalizacién de parte de la
proteina [41]. ’

b) Fracciopamiento: Se consique por:

-~ Procesos de Membrana., Se utjlizan membranas selectivas,
permeables al paso de un (o un grupo de) componente(s). La fuerza
impulsora es la presién [42]. Se opera a presiones mayores que la
presién osmética del material que se procesa [19]. Existen
diferentes procesos de membrana:

Ultrafiltracién.~- Se utilizan presiones de 3-5 atms. Retiene
sustancias de peso molecular (PM) elevado y permite el
paso de las de PM medio o bajo. Se obtienen un
concentrado de proteinas y un permeado (disolucién que’
atraviesa la membrana) constituide por una diseclucién
de lactosa, sales minerales y acido lactico
praécticamente exento de proteinas [42]. Se obtienen
concentrados que contienen 50-80 % de proteina de suero
{19].

Osmosis inversa.- Requiere 30-50 atm y de membranas més
cerradas gque retienen todos los constituyentes, menos
las sales solubles [19]. Se obtiene un concentrado de
proteinas y lactosa qgue guardan la misma relacidén gque
aen el suero bruto; obteniéndose sueros
desmineralizados. Puede utilizarse come complemento de
la ultrafiltracién [423.

Electrodidlisis.- Se utilizan membranas selectivas a la
carga eléctrica de 1los componentes, las membranas
catiénicas permiten el pase de iones cargados
positivamente rechazando los iones negativos. La
separacién se logra alternando membranas anidnicas y
catiénicas en un bafio con electrodos en los extremos y
haciendo pasar una corriente continua gue hace migrar



los 1iones, c¢reando cémaras de concentracién y de
desmineralizacién. Se obtiene un concentrado de sales y
un producto desmineralizado parcialmente [42].

- Hidrélisis de 1la lactosa. Produce monosécaridos mds
solubles y dulces: glucosa y galactosa, Hay dos tipos:

Hidrdélisis enzimgtica.- Se consigque afadiendo directamente
la enzima (de mayor costo) o inmobilizando ésta en un
soporte s6lido insoluble. Influyen las concentraciones
de lactosa, galactosa y minerales, pH y temperatura. La
hidrélisis enzim&tica es apropiada para suero bruto y
permeados de ultrafiltracién. Se recomienda previa
desmineralizacién [12). Se obtiene un producto mas
dulce, Gtil en productos a niveles mds altos sin causar
cristalizacién de la lactosa y sensacién arenosa en el
producto {19].

Hidrélisis 4cida.- Por medio de resinas de intercambio
catiénico en forma. de hidrégeno, que cataliza la
hidrélisis a temperaturas elevadas {12). La hidrélisis
4cida es adecuada sdlo para soluciones libres de
proteina.

2.1.4 Utilizacion del sueroc en alimentos de consumo
Humano.

Algunos alimentos suplementados con suero dulce o sus
derivados son:

- Helados.~El suero parcialmente hidrolizado Yy
desmineralizado sustituye parcialmente thasta 25% sin alterar su
sabor, textura o punto de fusifn) a la leche descremada en polvo
(293(43].

-9 =



- Pan y Productos. Horneados.~ El producto final tiene
aroma y sabqr pronunciados, valor nutritivo mayor y mejor calidad
de almacenamiento [34]

= Leche fortificada.,- El suero desmineralizado en polvo se
mezcla con la leche y se secan dando un producto altoc en calidad
de proteinas séricas y bajo en sodio. [29].

- Bebidas refrescantes.- El proceso general involucra la
mezc¢la del suero con jugos de frutas (naranja, pifa, limén, uva)
principalmente, También pueden adicionarse azficar, minerales,
vitaminas o estabilizadores. Finalmente el producto es tratado
térmicamente. El alimento envasado puede tener una vida de
anaguel de 1-6 meses. El suero puede requerir uno o més
tratamientos antes de ser mezclado, como: deodorizacién;
ultrafiltracién (para eliminar las proteinas u obtener
concentrados proteicos); hidrdlisis de lactosa (que da un
producto mis dulece) y acidificacién por fermentacién con un
cultivo iniciador. Ejemplos de estas bebidas son: O-way, Freshi,
Lactofruit, Nature’s Wonder’, y otros (23][32)([33}.

- Bebidas nutritivas proteicas.~ hasadas en la mezcla de
frijol de soya procesada por calor, con suero dulce parcialmente
hidrolizado, y sabores de pifia o fresa (293[33].

Ejemplos de alimentes que pueden suplementarse con suero
4cido o sus derivados son:

- Quesos.- El suero se usa como coagulante &cido para
elaborar quesos precipitados por calor y &cido a partir de leche
entera; da una cuajada suave [29].

- Productos horneados.- Como en la elaboracidén de pan,

bisquetes, y galletas gue adquieren un color superficial dorado
durante el horneado. [29]

- 10 -



- Bebidas de frutas.- El suero Acido puede suplementar
jugos de frutas como naranja, pifia y otros citrices, sin embargo,
su desarrollo no ha sido completo a <causa de sabores
desagradables: de suero y salado del producto, usando suero
desmineralizado se sobrelleva esta dificultad. Las bebidas de
suero dulce y sabores citricos tienen preferencia a las de suero
dcido (23}[29](32].

Para alimentos fermentados a partir de suero o sus
fracciones, su uso como sustrato estd limitado a aquellas
fermentaciones que emplean microorganismos capaces de utilizar la
lactosa, principal fuente de carbono en el suero. También
contiene varias sales y es deficiente en compuestos de nitrégeno
inorgdnico que deben afadirse [38].

- Proteina unicelular, alcohel, vinagre.- La proteina
unicelular de levadura se obtiene por 1la fermentacién de
concentrados de suero deproteinizado y desmineralizado, por las
levaduras Kluyveromyces fragilis, Torula cremoris, y Candida
pseudotropicalis [12}. Como subproducto se obtiene alcohol
etilico, que industrialmente se utiliza para obtener vinagre (29)
o mezclado con gasolina [12].

- Acido lAactico.- Se usa pactobacillus bulgaricus sb6lo o
combinado con Mycoderma sp. o se usa L.acidophilus y una variedad
de L.delbrueckii para fermentar la lactosa. Se obtiene como
lactato de calcio que se convierte en 8cido libre. {38]

- Bebidas Fermentadas.-
Bebidas alcohdlicas :
Tipo Vino.- El1 procesc de elaboracién se basa en la
fermentacién de concentrados de suero o permeados de

suero &cido altos en lactosa ( 18-25 %) o adicionados
de sacarosa, por medie de una levadura gue fermente

- 11 -



. lactosa., Un buen sustrato se obtiene deproteinizando y

Tipo

~de$minéralizando el suero. El producto final tiene 10 %

alcohol. 'v/v o mds, es amarillo clare, de sabor

:agradable, y de bouquet libre de sabor a "suerc" y buen

cuerpe [23](29)(30)[33].

cerveza.- El suero contiene materiales similares a los
coloides del mosto de cerveza, tiene la capacidad de
ligar A&cido carbénice y alte contenide de sales.
Algunos constituyentes desarrollan sahores tipo
caramelo después de calentamiento prolongado bajo
presién, que son similares al sabor y olor de la malta
curada. La lactosa no afecta el sabor [23][38].

conteniendo proteinas.- Una bebida tipo Kumiss se prepara:

mezclande leche, suero y lactosa, se inocula con
levadura de Kumiss, ZL.acidophilus y L.bulgaricus. La

fermentacisn ldctica y alcohélica da un producto
espumeso conteniendo 4dcido lictico, aleochol y CO,
[23}(38).

Bebidas No alcohdlicas:

Algunas bebidas como Rivella, Big M, Parag y otros se basan

en la fermentacidn de suero pasteurizado,
deproteinizado y filtrado previamente, con bacterias
dcido 1lécticas con o sin levaduras, al que se le
adiciona jarabe y fruta o sabores y se pasteurizan
nuevamente [23}[33][34][36][38].

Prokhlada se elabora de suero de "tvorog" deproteinizado y

pasteurizado, fermentado con un cultivo de
L.bulgaricus, L.acidophilus y Kluyveromyces lactis, se
adicicna jarabe de azicar o de fruta y azlcar guemada
(para dar un color café-dorade) [18]([32},
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,Bebida tipo Kefir: Una mezcla de 67 % suerc dulce
desmineralizado y 33 % leche entera, pasteurizada, se
inocula con un cultivo de Dbacterias 1lacticas vy
levaduras tipo Kefir dando buen sabor y viscosidad, con
sedimientacién minima que se corrige afadiendo goma
vegetal come estabilizante. Se debe utilizar suero
desmineralizado para no aumentar el contenhido de sales
minerales. El costo del suero es mucho menor que el de
la leche (22}.

Una mezcla de suero dcido y suero dulce de pH 4.8 - 5.5 a la
que se adiciona un hidrocoloide (0.3 - 1 %), se trata
moderadamente con calor, se enfria e inocula con 2.5 %
de un cultivo de Bifidobacterium (10 9 ufc/ml}. Se
puede adicionar sabor [34].

Parag.- Es una bebida de una mezcla de suero clarificado y
concentrado, con suero de manteca, pasteurizada, que se
inocula con [.acidophilus y Streptococcus thermophilus,
se clarifica y se le adicionan jarabe de azfcar, sabor
de pifia, colorante y finalmente se repasteuriza ([34]

Productos fermentados tipo yogurth.~ Se obtienen empleando

mezclas de leche ‘entera en polvo, suero
desmineralizado, gelatina sin sabor y cultivos l&cticos
activos de L.bulgaricus, L.acidophilus Yy

S.thermophilus. Una mezcla 50-50% as aceptable
adicionando color y sabor artificial [14][23].
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2.2 IMPORTARCIA DEL GENERO LACTOBACILLUS EN LOS PRODUCTOS LACTEOS
CULTIVADOSB:

2.2.1 Cambios en los constituyentes de la leche por los
Lactobacillus.

Durante el crecimiento de los Lactobacilos en la leche se
modifican sus constituyentes:

a) Proteinag: Estas son hidrolizadas por enzimas especificas
en péptidos y aminodcidos (a.a) libres. El metabolismo de estos
a.a produce NHy, d&cidos orgdnicos y una pequefia cantidad de
dcidos grasos, que contribuyen al balance completo del aroma y
sabor del producto. Las proteinas parcialmente degradadas son
digeridas y absorbidas mas fdcilmente [2]. ’

El género Lactobacillus muestra mayor actividad proteolitica
que el género Streptococcus. Y aun, el L.acidophilus no es tan
activo como L.casei o L.bulgaricus en la formacién de a.a libres.
Ademds L.casei produce niveles de nitrégeno no proteico (NNP)
relativamente altos (2].

b) Grasa: La actividad 1lipolitica se debe a enzimas
intracelulares que liberan 4&cidos grasos, mejorande 1la
digestibilidad de la grasa de leche comparada con otras grasas
animales. Los lactobacilos exhiben menor actividad lipolitica que
los estreptococos ([2].

¢) Lactosa: Es convertida en 4cido ldctico por la enzima
Lactato Deshidrogenasa (LDH) de las bacterias &dcido l&cticas (21,
éste contribuye al sabor de los productos lidcteos fermentados y a
su preservacién puesto que al acidificarlos previene el
desarrollo de bacterias putrefactivas y patdgenas [2)[61].
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CyaHap0yq +. Hy0 lactasa CgHy50g + Cgly50g

Lactosa . Glucosa Galactosa
2 CgHyn0g Sistema glicolitico 4 CH5COCOCH
Hexosa de enzimas ac Pirdvico

4’ CH4COCOOH lactato deshidrogenasa 4 CH3CHOHCOOH + ATP

Ac. Piridvico Ac. lactico Energia
almacenada
El ac. l&ctico producido difiere en configuracién

estructural y rotacidén éptica: D(-) y L(+), debido a la accién
bioguimica de las bacterias. Ambos son absorbidos por el tracto
intestinal. E1l &c. L({+)-lactico es completamente metabolizado en
la sintesis de glicégeno, el Ac. D(-)-lactico se utiliza a menor
velocidad y el &cido no metabolizado es secretado en la orina.
Fisiolégicamente sus beneficios son [2]:

- Mejora la digestibilidad de las proteinas de la leche.

- Mejora la utilizacién del ca, Fe y P.

- Provoca la secrecién de jugos gastricos.

- Acelera la evacuacién de los contenidos estomacales.

- Fuente de energia en el proceso de la respiracién.

- La fermentacién de la lactosa en la leche permite el
consumo de estos productos por pacientes lactasa
deficientes.

La modificacién de estos constituyentes produce propiedades
desebles como sabor, textura, aspecto, valor nutritivo, mayor
vida de anaquel y estabilidad; pero hay otras funciones nenos
ocbvias.

2.2.2 Produccidén de Biomoléculas.

a) Antibiéticos: In vitro estos antibiéticos tienen amplio
espectro de actividad, generalmente son compuestos de bajo peso
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melecular (PM), de pK bajo y son elaborados sdélamente cuando
estos microoganismos (m.o) se desarrollan en leche {28)1(51]. cada
cepa varia en su capacidad para producirlos y las condiciones
ambientales (pH, T) influyen en la cantidad producida. Muestran

actividad inhibitoria contra Salmonella, Shigella,
Staphylococcos, Proteus, Klebsiella, Pseudomonas, E.co

e_nteropatogénica, algunos bacilos y Vibrio {271(50].

b) B-Vitaminas: El contenido de vitaminas B de los productos
l4cteos fermentados depende del contenido de vit.B de la leche
empleada en su elaboracién (varia con la estacién, estado de

lactacién, etc.), de los procedimientos del proceso, tipo de
inéculo microbiano, condiciones de incubacién (medio,
temperatura, etc.) [51). Les productos cultivados contienen

niveles mas altos de vitaminas B que los productos acidificados’
directamente [28)[51].

¢) Enzimas: Las células microbianas contienen lactasa que
puede ayudar a hidrolizar la lactosa en el intestino delgado
[28]. Los productos lacteos fermentados (como el yogurt)
contienen grandes cantidades de m.o, que contribuyen con proteina
unicelular y enzimas constituyentes al pérfil nutricional del
producto {51].

d) Acidos Orgénicos: Acidos Léctico y Acético principalmente
Reducen el pH del medio, lo cual potencia la actividad de estos
dcidos (las formas no disociadas son més destructivas) (50] e
inhibe el <crecimiento de patégenos y m.o. que causan
descomposicién (51)[{54]). Los 4&cidos organicos son mas toéxicos
(preservativos) que los &cidos inorgénicos a pH bajo [27].

2.2.3 Otras funciocnes.

a) Reduccibpn del potencial Red-ox: Los Acidos volatiles son

especialmente antimicrobianos en potenciales red-ox bajos, 1los
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cuales son mantenidos el intestino con ayuda de las bacterias
decido lacticas [50].

b) Acciones antagonjstas: Estas se asocian con los productos
finales mayores: Acidos lictico y acético y H;0, ([27]. El H;30,
inhibe varios m.o. comc Salmonella y Staphylococcus. La actividad
antagénica de estos compuestos disminuye por infeccién del
cultivo con bacteridéfagos [53].

c) Disociacién de sales biliares: Los 4cidos biliares no
conjugados (0 1libres) son mds inhibitorios gque las formas
conjugadas. Cuando las bacterias intestinales deconjugan 1las
sales biliares, las bacterias susceptibles son inhibidas [54].
Asi los lactobacilos liberan &cidos biliares libres en el tracto
intestinal, influyendo en el balance de las bacterias presentes
[50].

d) Supresién de compuestos carcinégenos: La produccién de
compuestos carcinogénicos y/o co-carcinogénicos depende de 1la
dieta, gue a su vez afecta la composicién de la flora intestinal,
de los sustratos utilizables por &sta, y de secreciones
intestinales [54). Las bacterias intestinales enzim&ticamente
pueden hidrolizar los glucurénidos del higado (mecanismo de
detoxificacién) o© reducir compuestos azo y nitrogenados
aromdticos produciendo compuestos carcinégenos, En Humanos la
actividad fB-glucurcnidasa debida a algunas especies de
lactobacilos y a la microflora es muy pequefia. La ingesta de
[;.acidophilus reduce los njveles de las enzimas azo ¥y
nitroreductasas en animales con dieta alta en carnes, también
degrada nitrosaminas [50].

En paises con menor incidencia de cédncer el ntmero de

bacteroides en muestras fecales era menor y el de enterococos y
lactobacilos mayor [54].
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. En ratones con células tumorales de ascitis, alimentados con
yogurt se vi6 una disminucién del nGmeroc total de cé&lulas
tumorales y del contenido de DNA del fluido ascitico ([28].
Alimentando con leche, lactosa o &cido lactico no hay efecto
inhibitorio. Con yogurt concentrado, la inhibicién aumenta. El
uso de las fracclones sélida y sobrenadante por separado, reveld
que la propiedad inhibitoria est& asociada a la fraccién sblida.
El L.bulgaricus parece ser mas inhibitorio que S.thermophilus
(513.

e) Efecto hipocolesterolémico: Una ingesta alta de

lactobacilos en 1leche fermentada proporciona factores gque
deterioran la sintesis de colesterol, disminuyendo su contenido
en el suero sanguineo [54]. Estos son: 4cido
hidroximetilglutdrico y &cido orético, gue probablemente inhiben*
una enzima limitante de 1la velocidad en la biosintesis del
colesterol (2]. Estos factores se encuentran en leche no
fermentada en menor concentracién [51].

f) Competencia con _otras _bacterias: Los lactobacilos
compiten por los nutrimentos y ocupan sitios como colonizadores
del intestino haciéndolos inaccesibles para otros m.o. [50],
ayudando a mantener o restaurar un balance adecuado entre los
habitantes normales del tracto intestinal [54].

Por las propiedades anteriores, los productos licteos
fermentados conteniendo cultivos de lactobacilos se usan
exitosamente en el tratamiento de gastroenteritis, problemas de
diarrea, infecciones de la piel y estomatitis herpética y aftosa
[51].
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2.3 YARULT :

2.3.1 Concepto.

"Yakult" es una bebida ldactea fermentada originaria del
Japdébn (55], elaborada de leche descremada fermentada conteniendo
un cultivo vivo de la bacteria acido lactica, Lactobacillus casel
(cepa Shirota), la cual puede sobrevivir en el tracto intestinal
humano [61]; junto con agentes edulcorantes tales como azfcar,
glucosa o jarabe de almiddn. El sabor final se consigue afadiendo
jugos de frutas o esencias de sabor (1imén y naranja) (35].

Recientemente se han utilizado jugos de vegetales., tales
como: tomate, =zanahoria, apio y otros, para dar un producto de
sabor con una imagen totalmente diferente (55].

2.3.2 Composicion,

El Cuadro IV hace una comparacidén entre el Yakult y la leche
cruda [55]. : it

Cuadro IV. Composicidn del Yakult.

PRODUCTO

CONSTITUYENTES (%) YAKULT "LECHE CRUDA"~ -
GRASA 1.1 Lo e 0
PROTEINA 1.2 302
LACTOSA 1.1 S ALs
OTROS AZUCARES 14.1 s
CENIZAS 0.34 0.7

MICROORGANISMO  Lactobacillus cased

' Fuente: Yakult Honsha Co. (61).
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2.3.3 caractaristicas del producto.

El vYakult es una bebida 4&cida, tiene un sabor de fondo
agradable y es apetitosoc [54]. Tiene una consistencia delgada y
para compensar el aspecto de grumos de leche cuajada, se afade
sacarosa, mejorando sus propiedades organolépticas [55].

Su color ligeramente café, indica que la base leche/azlcar
ha sido sujeta a una alta temperatura (pasteurizacién ([61]),
antes de enfriar y fermentar [55]. Este color resulta de 1la
reaccién entre los aminodcidos de la leche descremada y el azG-
car, llamada reaccidn de Maillard o reaccién amino-carbonilo [61]

2.3.4 Importancia del L.casei (cepa Shirota) en el Yakult.

El producto contiene 1la cepa Shirota o Yakult, que
contribuye al sabor de la bebida y mantiene la salud intestinal
previniendo enfermedades [61)]. Esta cepa parece comportarse en el
intestino humano de manera similar a L.acidophilus y
Bifidobacterium. El Yakult se considera producto terapéutico
debido al alto nimero de L.caseli [55]}, mas de 100 millones de
células se mantienen activas en un mililitro de Yakult [61].

Estas bacterias &cido l4cticas son terméfilas [55],
resistentes a los jugos dgastricos y jugos biliares, los cuales
son bactericidas de muchos m.o. que invaden el tracto intestinal;
por lo tanto llegan al intestino vivas [61].

2.3.5 Funciones de la cepa Yakult después de llegar al
intestino.

Para evaluar las funciones de la cepa Yakult se realizaron

investigaciones bésicas y clinicas gque produjeron los siguientes
resultados:
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a) El suministro de la cepa Yakult mantiene ¢ incrementa el
nivel de bifidobacterias, otro miembro benéfico de las bacterias
intestinales {61]}.

b) Algunas bacterias nocivas de la flora intestinal producen
sustancias perjudiciales (indol, escatol, fenoles, p-cresol y
NH4) de las proteinas, a.a. o urea. Estas sustancias causantes de
enfermedades se consideran como indices del estado de
fermentacién putrefactiva en el intestino, Después de un
suministro constante, disminuyen los niveles de estas sustancias,
la que sugiere que la cepa Yakult suprime la fermentacién
putrefactiva en el intestino [61].

c) Se ha encontrado que la cepa Yakult y algunas bacterias
del intestino absorben carcinégenos natos de los alimentos, como
la amina heterociclica Trp-p-2 y suprime la mutagenicidad por
medio de algin mecanismo desconocido, diferente al enlazamiento
[61].

d} Efecto antitumoral en Sarcoma 180 implantads en ratones.
También estimula la actividad antitumoricida en macréfagos (61].

e) Efecto protector en infecciones:
- Estimula resistencia a la infeccién por Pseudomonas

aeruginosa.
- Proteccién contra infecciones de listeria sistémica.[61)

£f) El consumo de grandes cantidades de Yakult aumentan el
nanero de L.casel y disminuye el de E.coli en heces de humanos
[35].

g) Efectos Clinicos: Su efecto no se restringe a sintomas
derivados de males gastrointestinales, se extiende a aguellos de
otras enfermedades, tales como:

-~ Eficiencia curativa de 80-100 % :

Enfermedades del estémago.
Enfermedades gastrointestinales.,
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Enfermedades intestinales.
Enfermedad SMON.
Enfermedades circulatorias.’
constipacién. :
. ) Diarrea.
- Eficiencia curativa menor a 80 % :

) Enfermedades pulmonares.
Enfermendades pancredticas.
Poliomelitis.
Enfermedades hep4ticas.

Una flora intestinal saludable estd bien balanceada con bac-
terias benéficas y nocivas. La diarrea es causada por la altera-
cién de ésta, debido a factores como: antibisdticos, intoxicacidn
alimentaria, mala digestién, embriaguez, alergias, infecciones
bacterianas (tifoidea, c¢dlera, shigelosis o helmintiasis) (61].

La lactasa de la cepa Yakult hidroliza la lactosa de 1la
leche descremada en dalactosa y glucosa, por lo que el Yakult se
recomienda para perscnas con intolerancia a la lactosa ([61].

Las funclones de la cepa Yakult en el intestino son:

a) Normalizar el balance de la flora intestinal [61].

b) Estimular el movimiento intestinal produciendo A4cidns
orgdnicos como el &c. léctico [61}.

c) Reducir la produccién de gas intestinal (54].

d) Actividad antagdnica contra patdgenos intestinales [54].

e) Reducir las sustancias nocivas producidas por bacterias
putrefactivas [61].

No produce dextrana, causante mayor de la caries dental (61]
2.3.6 caracteristicas de la cepa Yaxult.

El IL.casei cepa Shirota, es una bacteria homofermentativa
que produce principalmente &c. lactico durante la fermentacién
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del azficar [59]. El cultivo produce ademis constituyentes menores
come &c¢. citrico, succinico, milico, acético, acetaldehido,
diacetilo y acetona [35].

a) Morfoloaia: Bacteria Gram positiva, con forma de bastones
rectos aislados o dispuestos en cadena, 0.6-0.7 um de ancho y
1.5-5.0 um de longitud. No forma endosporas, flagelos o cédpsula.
{613.

b) Crecimiepto: Anaerobio facultativo. Crece a temperaturas
entre 15-41°C y a pH superior a 3.5. Optimamente crece a 37°%C y a
pH 6.8. El Ac. lActico formado consta de 65 % de L(+) y 35 % de
forma DL [61].

c) Propiedades bioguimicas: Las propiedades biogquimicas del
L.casei cepa Shirota se muestran en el Cuadro V.

Cuadro V. Propiedades bioquimicas del L.casei.

Coagulacidn de leche + Formacidén de NH4 -
Produccidén de catalasa - formacién de pigmento -
Licuefaccidén de gelatina - Prueba del indol -
Reduccién de nitrato - Utilizacidén de citrato -
Produccién de H,S - Prueba del rojo de metilo . =~
Utilizacién de urea - Reaccién Voges-Proskauer -

Fermentacién de Carbohidrates:

Fructosa + Sorbitol + Manosa T+
Inositol - Glucosa + Manitol s
Galactosa + Xilosa - Arabinosa -
Sacarosa + Lactosa + Maltosa +
Rafinosa - Salicina + Dulcitol -
Trehalosa + Melibiosa - Celobiosa +
Esculina + Melezitosa + Ramnosa -
Inulina -

Fuente: Winalow, et al. 1974. [59].
Yakult Honsha, Co. [61].
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2.3.7 Protaeblisis por L.casei [37].

Las proteinasas aisladas de lizados celulares de L.casei
muestran actividad maxima a 15-38°C y a un pH cerca de la neutra-
lidad. Se atribuye mAxima actividad a pH 7 a una peptidasa y una
actividad maxima en el rango de pH 5.5-6.5 a una proteinasa.

Las desaminasas estereoespecificas en L.casei causan desami~
nacién de serina a pH 5.4 y 8.1, y asparagina y treonina a pH 8.1
Dos desaminasas parecen estar involucradas. Asi la desaninacién
de DL serina procede igualmente a 52°C y pH 7, v a 46°C y pH 4.6.

2.3.8 Proceso de elaboracién del Yakult.

Los detalles de su manufactura no est&n disponibles
facilmente fuera del Japén [55). En la Fig.l se muestra un
diagrama [61] de su elaboracién,

Se menciona [56] que el medio del tanque de fermentacidn
tiene pH 6.5, conteniendo principalmente leche descremada (15%) y
extracto de Chlorella (0.4%). La acidez titulable alcanza un mé-
ximo dentro de los 3 o 4 dias a 37°C, con un pH de cerca de 3.6.

sin embargo el desarrollo de la fermentacién puede verse
afectado por la presencia de bacteriféfagos, como el PL-1, que
ataca Unicamente al L.casei cepa Shirota. Este fago es bastante
sensible a la radiacién ultravioleta o al calentamiento (a 60°c,
5 min). E1 fago es inestable, diluido en agua deionizada o buffer
de fosfatos. La adicién de cationes divalentes como Mg'? o #n*2
(10’3M) a los buffers, protegen al fago de la inactivacién [56].

Este virus es inactivado abajo de pH 4 y arriba de pH 10. El
rango en gue el fago es estable, casi coincide con el del L.casei
cepa Shirota. No hay crecimiento del fago a pH 7.6 ain después de
§ h de incubacién. Todos los desinfectantes y antisépticos
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resultan letales para las células libres de fago a
concentraciones que afectan el crecimiento bacteriano {561].

El crecimiento de las células fago-infectadas en ausencia de
cacCl, anadido es el mismo que el contrel. Las concentraciones de
ién calcio suficientes para que el cultivo consiga su lisis en el
tiempo mis corto fue cerca de 5 mM. El idén manganeso acelera el
crecimiento de las células huésped [56].

Los fagos PL-1 y Jl1 requieren mis iones calcio que las con-
centraciones necesarias para el crecimiento de la bacteria hués-
ped. Por lo tanto, la eliminacién del idén calcio con gquelantes
especificos puede contrarrestar la propagacién del fago {56].

El crecimiento del L.casei puede ser estimulado por un
péptido producido por S.lactis. Este es un péptido pequeiio de
4500 daltons, dializable y parcialmente inactivade por caloer. Da
pruebas negativas para 4cidos nucléicos, fésforo, glucosamina y
carbohidratos. Se encontraron 16 a.a en hidrolizados del péptido,
conteniendo serina, prolina, glicina, alanina, leucina y é&c.
glutdmico en grandes cantidades; no contiene a.a. azufrados. El
péptido por si mismo es necesarioc y no sus a,a. componentes.
Precipita con etanol {9].
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.2.4.0 JUBTIFICACION:

Debido a los grandes voldmenes de lactosuerc gque se obtienen
en la manufactura del gquesoc y a su elevado poder contaminante, es
importante encontrar mds formas de utilizar el lactosuero o sus
fracciones con el fin de reducir la contaminacién ambiental gque
provoca su descarga.

El lactosueroc puede emplearse en la formulacién de
diferentes productos alimenticios de consumo humane como bebidas
nutritivas, productos fermentados y otros ya mencionados.

La utilizacién del lactosuero para producir bebidas lacteas
fermentadas requiere de procesamientos previos como
concentracién, desmineralizacidédn e hidrélisis, afin con é&sto, el
empleo del Lactosueroc en sus diferentes presentaciones es mis
econémico que la leche entera o descremada en polvo. Ademds, el
aporte putricional de parte de sus proteinas es superior.

Es importante el desarrollo de productos lacteos fermentados
que ofrecen diferentes beneficios al Hombre como, la conservacién
de éstos, la concentracén de los principales nutrientes de 1la
leche y la produccién de micronutrientes indispensables en la
dieta.

El consumc de bebidas lacteas fermentadas como el Yakult,
promueven principalmente la salud intestinal debido a la ingesta
de un alto nGmero de bacterias 4cido-l&cticas capaces de llegar
al intestino, manteniendo asi un balance adecuado en la flora
bacteriana intestinal, ademids de los beneficios debidos a sus
productos metabdlicos.
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"EAPITVLO III.

MATERTAL, MATERIA PRIMA, REACTIVOS Y EQUIPO.



3.1

MATERIAL:

~ Material de vidrio para Laboratorio.

- Butir6metros de Gerber-Sichler para leche descremada
(Tapones automdticos y ajustadores de tapones) con
escala de 0-1%, precisién 0.1.

- Filtros de membrana : Millipore. Tipo GS, tamafic de poro
0.22 uM.

- Placas de Hemaglutinacién Nunclon, Delta.

- Ampolletas de Liofilizacién Labconco.

- Viales de Vidrio de 5 ml de capacidad.

MATERTIA PRIMA:

-~ Leche Descremada en polvo, de marca Sveltes, Nestlé S.A.

- Suero Dulce Desmineralizade de Leche en polvo,
proporcionado por Wyeth Laboratories Inc.

- Sacarosa comercial.

- Color cCaramelo, Colomex DF, de Arancia Comercial 8.A de
C.V. cuyas especificaciones son:

Colorante natural obtenido del tratamiento térmico
controlado de carbohidratos de grado alimenticio.

Es un colorante ligquido, de tono negro~rojizo,. de doble
fuerza tintérea. Tiene como propiedades:

Alta solubilidad en agua y mezclas de alcohol-agua.

Compatibilidad con taninos.

Compatibilidad con coloides naturales en presencia de
adcido.

Aplicaciones.- Bebidas y Refrescos (de cola, manzana,
uva, jugos y café); panificacién (pan, pasteles,
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galletas); postres (helados, gelatina);confiteria
(dulces, extendedores de cocoa, mieles); Aderezos
{salsas, preteinas vegetales texturizadas e

< -hidrolizadas); condimentos.[48]

- Esencias artificiales liquidas:

3.3

- "Sabor

Sabor

Limén: Marca Deiman S.A de C.V. Aditivo
alimentario. Contiene Agqua, 3.4% aceite esencial
de 1imén, alcohol etilico, saborizantes
artificiales. Dosis recomendada por el proveedor:
10 ml por Kg o 1 de producto.

Naranja: Marca Deiman S.A de C.V. Aditivo
alimentarioc. contiene Agua, 1.4% aceite esencial
de naranja, alcohol etilico, saborizantes
artificiales. Dosis recomendada: 10 ml por Kg o 1
de producto.

REACTIVOSB:

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico, a

partir de los cuales se prepararcn las soluciones requeridas para

cada determinacién.

Para el anélisis microbiolégico, los medios a utilizar son:

1

Agar para Métodos Estandard (Bioxon de México, S.A de
C.Vv.).

Agar de Bilis y Rojo violeta (Bioxon de México, S.A de
c.V.).

Agar de Papa y Dextrosa (Bioxon de México S.A de C.V.).

Agar bacterioldgico (Bioxon de México S.A de C.V).
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‘- Agar de”Man[rRngsa y Sharpe (MRS) .
Preparacién [8)[451:

Peptona de Caseina 10.00 - g/l.

Extracto de carne 10.00 © gf1.
Extracto de Levadura 5.00 . . 4/1.~?:
Glucosa 50.00 - gfli-l
Tween BO 1.00 ml/1.
Fosfato dibdsico de potasio 2.00 g/l.
Acetato de Sodio Trihidratado 5.00 g/l;
Citrato de Triamonio 2.00 g/l.
Sulfato de Magnesio heptahidratado 0.20 q/1.
Sulfato de Manganesc tetrahidratado 0.05 g/l.
Agar bacteriolégico 20.00 - gfl.

Disolver los ingredientes con calentamiento suave,
ajustar el pH a 6.5 y esterilizar a 15psig,15 min. Para
agar ahadir 20 g, antes de ajustar el pH.

3.4 EQUIPO:
- Balanza analitica: Sartorius-Werke. GMBH Gottingen. Modelo

2432, 200 gr maximo.

- Balanza Granataria: Brainweigh B. Ohaus Scale Corp. Modelo
1500 D. Intervalo 150/1500 g

- Céamara de Refrigeracién: Incubator Hotpack. Hotpack
Corporation. Modelo 317530. Intervalo de Temperatura : -
20°% a =-50°C. Intervalo de Humedad relativa: 10-50% vy
40-100%.
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!

Centrifuga de Gerber: Centrifuga Original Gerber.M-80-A.
Para 12 butirémetros, con freno eléctrico. Sin
tacSmetro. Nimero de revoluciones constante para 1la
determinacién de materia grasa segflin normas
internacionales ISO.

Centrifuga: Super speed Refrigerated centrifuge. Dupont
Instruments. Sorvall RCS.

cuenta colonias: Craft. Modelo Hecho en México.

Espectrofotometro: Bausch & Lomb. Spectronic 20.Con
intervalo de longitud de onda de 325-975 nm.

Espectrofotdmetro de Reflectancia: Agtron Magnuson
Engineers, Inc. Modelo M-400-A.

Estufa: Precision Scientific group. GCA Corporation.
Modelo 19. Hasta 200 Cc.

Horno: Riossa. Modelo HS. Intervalo de temperatura de 25-
300 “c,

Incubadora: Lab=line Instruments, Inc. VIP co2. Incubator
417.

Incubadora: New Brunswick Scientific Co., Inc. Ambiente y
agitacién controlada.

Licfilizadora : Vir Tis, Co. Modelo 6205-4000.
Microscopio: Leitz Wetzlar. Dialux 815676.

Mufla: Lindberg. Tipo caja. Modelo 51848, Intervalo de
temperatura de 100-1100 °c.
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Olla de Presi6én : Industrias Steele de México. Con
mandmetro graduado de 0-20 1b/Plg? de presién.

Potenciémetro Digital : Corning. Modelo 125.
Refractdmetro: Erma Optical Works Ltd. Modelo 16171.

Sistema Tecator Kjeltec: Tecator Ltd. Sistema de digestién
12, modelo 1009, Unidad de destilacién, modelo 1002.
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CAPITUOLOD IV,

METODOLOGTI A,



4.1 ANALIBIS QUIMICO Y MICROBIOLOGICO

4.1.1 An&lisis Quimieo.

a) Acidez, para el producto comercial.- por. titulacién con
NaOH 0.1 N [46].

b) AzGcares Totales, por inversién de una solucién prueba
con &acido, seguida de neutralizacién y titulacidédn por el método
de Lane y Eynon [13] [47], para el Yakult.

c) Cenizas, por evaporacién de la muestra a sequedad y
calcinacién de ésta en la mufla a no mas de 550 ®C hasta obtener
cenizas libres de carbonc segin A.0.A.C., 16,035 [5), en el caso
del producto comercial.

Para la leche descremada y el suero desmineralizado se
determinaron por carbonizacién y calcinacién de la muestra en la
mufla segGn A.0.A.C. 16.178 [5].

d) Grasa, por el método de Gerber utilizando Butirémetros de
Gerber=-Sichler para leche descremada en el caso de muestras de
Yakult. Y para la leche descremada y el suers, sobre una solucién
de la muestra en polvo [13] [46).

e) Lactosa : Para muestras de Yakult se determiné como
AziGcares reductores, por reduccién de Cobre segin Lane y Eynon
sobre una solucién obtenida por clarificacién con los reactivos
de ferrocianuro de zinc de Carrez [13] [47].

Para leche descremada y suero desmineralizado se analizé por
medio del método colorimétrico para carbohidratos totales por
reaccién de fenol (15}, previa eliminacién de las proteinas de la
nmuestra segiin el método de Nickerson et al [40].
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Estimacién de Lactosa.

Preparacién de reactjvos:

Reactivo de acetato de Zinc-Acido fosfotidngstico: Disolver
25 g de acetato de zinc y 12.5 ¢ de &cido fosfotlngstico en agqua.
Afadir 20 ml de &cido acético glacial y diluir hasta 100 ml.
(ZAPT) [40).

Reactivo de fenol: Disolver 5 g de fenol grado reactivo en
100 ml de agua destilada. Tener cuidado con este reactivo - ya que
causa quemaduras en piel y ojos. No pipetear con la boca {15).

Acido sulfirico concentrado gradeo reactivo [15].

Lactosa esténdard: Disolver 100 mg de lactosa en 100 ml de
una solucién 0.15 % m/v de dcido benzoico, el cual se afiade como
conservador. Almacenar a 5°9C. Esta solucibén es estable por varios
meses. Diluir 1:10 en agua destilada antes de usar para dar una
solucién conteniendo 100 ug/ml. Preparar estandares de 10 a 100
ug/ml de la solucidén dilufda [15).

Preparacién de la muestra:(40]

- A 8 ml de la muestra problema afiada 1 ml del reactivo
ZAPT. Diluya a 10 ml, mezcle y después de 10 min, filtre
(Whatman No.1). -

- A 0.5 ml de filtrado aflada 0.5 ml de NaOH 1N, diluir a 10
ml y filtrar (Whatman No.l).

- Diluir 5 ml del filtrado a 10 ml que son la muestra.

Hacer diluciones de la muestra, las necesarias para gque
gueden en el intervalo de la curva est&ndard.
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Procedimientp:[15]

- Pipetear 1 ml de la muestra prepatada, preparar un testige
reactivo con 1 ml de agua destilada y una corrida
estédndard de lactosa de 10-100 ug/ml.

- Afada 1 ml del reactivo de fenol, mezcle répida vy
completamente.

- Afada 5 ml de H,50, concentrado, mezcle rapidamente y deje
reposar 10 min. (Nota: la adicién de Hy;80,4 a soluciones
acuosas causa calentamiento y ocasionalmente ebullicién.
Esta solucifn causa severas quemaduras cuando tiene
contacto con la piel y los ojos, se recomienda usar
lentes de proteccién. No pipetear con la boca)

- Colocar los tubos en un bafio de agua a 25 °C, 15 min.

- Leer absorbancia para cada tubo a 488 nm contra el
testigo preparado.

- Determinar la concentracién de lactosa en la muestra
de la curva estandard preparada por la grafica de
absorbancia de los est&ndares contra la concentracién de
lactosa.

f) pH, para el Yakult se determiné potenciométricamente
siguiendo la técnica descrita en [46].

g) Proteina, para cualquier muestra se analizé determinando
el contenido de Nitrégeno por el método de Kjeldahl utilizando el
sistema Tecator Kjeltec y calculando el contenido proteico con el
factor 6.38, empleado para productos lacteos [5][13) .

h) s6lidos Totales: Para el producto comercial, se
determind mediante evaporacién parcial de la muestra en un bafio
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de vapor y posterior desecacién en estufa durante 3 h . a 98 %%
segln A.0.A.C. 16.032 (5]. ' :

La determinacidén de éstos en la leche descremgdaAy:él <
se obtuvo por desecacién de la muestra a 102°¢, 2 h hasta’'peso.
constante [13].

4.1.2 Anflisis Microbiolégice.
Este se realizé para el Yakult comercial Gnicamente.

a) Cuenta de Bacterias Coliformes en agar ‘Rojo-vicleta-
bilis, segin A.P.H.A. [3].

b) Cuenta de Hongos y Levaduras en Agar Papa-Dextrosa, segln
A.P.H.A. [3].

c) Cuenta viable de Lactobacillus casei utilizando Agar de
Man-Rogosa-Sharpe (MRS) {8].

d) Cuenta de microorganismos Psicrofilicos: A.P.H.A. [3].

4.2 CARACTERIZACION DEL YAKULT (PRODUCTO COMERCIAL):

Este consistidé de un andlisis quimico y microbiolégice del
producto siguiendo las técnicas de.los incisos 4.1.1 y 4.1.2
4.3 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL Lactobacillus casei A PARTIR

DEL PRODUCTO COMERCIAL. CONSERVACION DE LA CEPA.

4.3.1 Aislamiento dsl microorganismo,.[52]

Del Yakult comercial se hicieron diluciones decimales hasta
cbtener una de 1:10 000, 1:100 000 y 1:1 000 000, las cuales se

sembraron en Agar MRS (recomendado para el crecimiento de
Lactobacillus [25] vy |Dbacterias A&cido lacticas [81). Las
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cqndiéiqnés-dg'incubaqidnffueichlaeroﬁiasL a 35+-2°%C, durante 48

horas.

Una: vez que se obtuvieron colonias bien aisladas se abservé:

‘= Morfologia colonial.
- MNorfologia microsctpica, utilizande 1a tincidén de
Gram,

De upa colonia aislada, se tomé una asada que fue sembrada
por estrla cruzada en una placa de Agar MRS para carroborar
pureza y se incubd en las mismas condiciones.

De estas colonias, se sembré una asada para inccular un tubo
con caldo nutritivo MRS, incubado en las mismas condiciones; que
se utilizé posteriormente para preparar el inbculo para 1la’
identificacién del microorganismo.

4.3.2 Caracterizacién de la Cepa Yakult.

Se realizé por medioc de wmétodos miniaturizados para la
caracterizacidon de un aislado bacteriano, gue utilizan miniplacas
o placas de hemaglutinacién y minitubos de vidrio {24][25].

Para el examen de Lactobacilos se recomienda preparar el
indculo de cultivos actives en caldo nutritivo MRS, La incubacién
para tcdas estas pruebas se hace en condiciones aerobias, a 37%
[251.

a) Pruebas efectuadas en miniplacas:

Betividad Sacaroliticar: Se determind colocando asépticamen-
te, una gota de una solucién 0.1 M del carbohidrato, {la cual se
ha esterilizado mediante filtracidén a través de wmembrana) o de
agua estéril (para testigo) en los tubes de la miniplaca, seguida
por 4 gotas de caldo basal inoculado (en la proporcién de una
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" 'gota de cultivo ‘por 5 ml de caldo basalj con uncultivo en fase
logaritmica“de crecimiento [24](25}: g : L

Composicién del caldo Easélz

Peptona de caseina 1.5 g

Extracto de levadura 0.6 g
Tween 80 0.1 ml
Solucién salina* 0.5 ml
Rojo de clorofenol > 0.4 ml
Agua Destilada 80.0 ml
pH 6.6

*  {11.5 g HgSO4*7 HpO y 2.8 g de MnSO4*H30 en 100 ml de agua
deastilada)
** (Solucién acuosa al 1 % m/v)

Esterilizacién del medio a 15 psig, 20 minutos.
Los cambios de coloracién se observaron después dn
incubar 1, 2 y 7 dias.

Otras pruebas: Se determinaron colocando una gota de una
suspensién salina del organismo en fase logaritmica (3 gotas de
cultivo por 10 ml de solucidén salina estéril) seguida por 4 gotas
de una sustrato concentrado 1.25 X [24][25].

Composicién de la Salina:

Nacl 9 g .
Agua destilada 11,

Sustrato para determinar Hidrélisis de Esculina [25]:
Los ingredientes para 100 ml de calde MRS, con la

glucosa reemplazada por 0.2 g de Esculina.y 0.1 g
de Citrato de amonio férrico, se disuelven en 80 ml
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~de agua destilada. El medic se reparte en volimenes
de 5 ml y se esteriliza a 15 psig, 15 min.

Los tubos inoculados de la miniplaca se examinan
después de incubar por 2 y 7 dias.

b) Pruebas efectuadas por el método usual: [25]

Utilizacién de citrato: Los ingredientes para 100 ml de
agar MRS con la glucosa sustituida por una cantidad igual de
citrato de sodio y adicién de 0.008 g de indicador de azul de
bromotimol, se disuelven en 80 ml de agua destilada. El medio se
reparte en volGmenes de 5 ml y se esteriliza a 15 psig, 15 min.
Se inoculd por picadura y estria con una asada del cultivo activo
Yy se incubd por 7 dias. Un cambio de color registra la prueba

como positiva.

Crecimiento a_ 15 y 45 2c: Se inocularon tubos con 10 ml
de caldo MRS con una asada del cultivo en fase log, y se
incubaron por 14 y 2 dias respectivamente.

coagqulacién_de leche: Se inocularon tubos con 10 ml de
leche descremada reconstituida al 10 % m/v, con una gota del
cultivoe activo. Los tubos se examinaron después de incubarlos 2
dias.

4.3.3 Conservacidén de la cepa.

Se mantuvo de dos maneras:

a) Resiembra en Caldo MRS. [10]: Mantiene el microorganismo
en forma activa y realizado en forma adecuada, sin contaminacién
del cultivo, La cepa se conservé en caldo MRS y se guarddé bhajo

refrigeracidn. Aungue el cultivo puede sobrevivir 6 meses o més
bajo refrigeracién, se hicieron transferencias mas frecuentes.
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Para cada resiembra se inoculd 0.5 % v/v del caldo MRS de la
resiembra anterior, se incub6 a 35°C, 24 h y se refrigeré a una
temperatura inferior a 4°C para preservar su actividad.

b) Liofilizacién {8][10]{16]([45): Mantiene un cultivo de
reserva. Para la conservacién de la cepa por 1liofilizacién se
siguid la secuencia mostrada en la Fig.2.

INOCULACION DEL CULTIVO I

l ESTERILIZACION DE VIALES

INCUBACION

SUSPENSICN EN EL SOPORTE J

———I LLENADO DE VIALES l———

' SECADO PRIMARIO"

|

l SECADO SECUNDARIO—’

LS ELLADO DE VIALE;‘

|

l ALMACENAMIENTO ,

Fig.2. Liofilizacién de la cepa ¥Yakult.
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La inoculacién del cultivo se hizo en agar inclinado MRS por
asada y se incubé a 35%, 48 h.

La suspensién del cultivo se efectud en una pequefa cantidad
{5 ml aproximadamente} de leche descremada estéril (como agente
protector) reconstituida al 10 % afadida directamente al cultivo
para gque la concentracién microbiana inicial fuera elevada.

En condiciones asépticas se tomaron muestras de 1 ml de esta
suspensidén y se pasaron a los viales esterilizados (a 15 psig, 15
min) depositando la muestra gota a gota para evitar que roce la
pared o que se formen burbujas.

La etapa de congelacién se efectud por inmersién de 1los
viales (con la muestra repartida a lo largoc de las paredes de los,
mismos) en un bafo frio formade por una mezcla criogénica de
Acetona-Hielo seco que alcanza una temperatura de -20 a -70 °C de
modoc que el agua sublima al aplicar vacio secindose entonces la
muestra.

Durante el secado primario y secundario sSe mantuve uha
presién de 1 mm de Hg., El primer secado durd 5 h aproximadamente,
y el secado secundario duré 17 horas hasta que la muestra se
observd seca.

La desecacién de la nuestra termind cuando la misma tuvo
aspecto de polvo seco .

Las ampolletas fueron selladas y - almacenadas a baja
temperatura. Cuando se reguiere, los cultivos son recuperados de
las ampolletas por suspensién del liofilizado en una pequefia
cantidad de medio de crecimiento y luego se incuba.
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4.4 PREPARACION DEL INOCULO:
4.4.1 Estandarizacién del caldo~Inéculo.[10](52)

Del crecimiento obtenido en agar MRS se tom& una asada que
sirvié para inocular el microorganismo, en un tubo con caldo
nutritivo MRS. Este fue incubado a 35 °c, 2 dias en condiciones
aercbias.

El crecimiento obtenido en el caldo MRS se traspasé a
frascos de centrifugacién estériles para obtener un concentrado
celular. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Tiempo de centrifugacidn 15 rin
Fuerza Centrifuga Relativa 27 506 Xg

Después se obtuvo un espectro de absorcién del caldo MRS sin
crecimiento, midiendo la cantidad de absorcién conforme se hizo
variar la longitud de onda del rayo incidente en la reglén
visible del espectro (380 - 750 nm) y utilizando como solucién de
referencia el disolvente, es decir, agua destilada.

Se buscé una longitud de onda donde el caldo MRS tuvo una
minima absorbancia por si, y por lo tanto una absorbancia mdxima
debida a la concentracién celular.

Considerando que el medio no contiene otras particulas
insolubles mAs que las células, se hicieron diluciones del
concentrado celular con caldo MRS (como diluyente) y se obtuvo un
intervalc de turbidez que diera determinaciocnes cuantitativas en
el espectrofotémetro. Estas medidas turbidimétricas fueron
estandarizadas con una cuenta en placa de L.casei en agar MRS.

En base a la absorbancia y a la cuenta en placa, se buscd
una concentracién celular de 10 ° ufc/ml.
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4.4.2 Preparacién del inéculo de Buero. [2][19])[22](55].

Se preparé un volumen de Suero Dulce desmineralizado recons-
tituido al 10 % m/v con agua destilada estéril, gque fue pasteuri-
zado en un bafo a 92°C durante 15 min agitando constantemente.

También se prob6é adicionar 0.5 % m/v de extracto de levadura
al suero para enriquecerlo, seglin se recomienda en [55] para
cepas diffciles de cultivar.

Se procedis luego a inocular dicho volumen con 0.5 % v/v del
caldo MRS cultivado con una carga de 10 ¢ ufc/ml y se distribuyé
por agitacién. Este fue incubado a 35°C por 3 dias.

Posteriormente se hicieron resiembras sucesivas del cultive’
en suero (preparado de la forma anterior), ihoculande c¢on un 5 %
v/v del pase precedente en la secuencia e incubando a 35°C, 2
dias para aumentar la actividad dellmicroorganismo.

Por cada resiembra se hizo una observacién microscépica de
preparaciones tefiidas, para asegurar gue el inéculo estuviera
libre de contaminacién antes de inocular el siguiente.

Antes de utilizar el inéculo para sembrar el medio de fer-
mentacién se efectud una cuenta de L.casei en agar MRS, para
asegurar una concentracién celular de 10 8 ufc/ml.

4.5 FERMENTACION :
4.5.1 AnAlisis Bromatolégico de Materia Prima (Leche
Dascremada y 8usro Dulce Desmineralizado, ambos en

polveo)

Este se realizé siguiendo las técnicas descritas en el
inciso 4.1.1 para la leche descremada y el suero desmineralizado.
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4.5.2  Preparacidén de mezclas.

Se ‘hicieron mezclas de leche descremada y Suero Dulce
pDesmineralizado ambos en polvo, en donde el Suero contribuye con
0, 25, 50, 75 y 100 % del contenido proteico total determinado
{22] en el Yakult comercial.

Todas las mezclas en polvo se reconstituyeron en agua
destilada estéril (15 psig, 15 min) y se pasteurizaron en un bafio
a 929C, agitando constantemente durante 15 min.

4.5.3 Fermentacidn.

Las mezclas enfriadas a 379C, fueron inoculadas con 5 % v/v
del cultive active de L.casei en suerc y se incubaron a 37°C por
48 h. Se determind el pH y la acidez final.

4.6 ADICION DE JARABE, BABOR Y COLOR:
4.6.1 Ardicién de Jaraba y Sabor.

Se procedis a determinar sensorialmente, la concentracién de
mezcla saborizante {tomando en cuenta la cantidad recomendada por
el proveedor) y la concentracién de jarabe de sacarosa [11}.

a) Mezcla saborizante; Compuesta por una mezcla de esencias
artificiales sabor naranja y 1limén, por lo que se determiné
también la proporecién de uno y otro respecto a la cantidad total
de saborizante.

b} Jarabe de Sacarosa: 200-240 g de azGcar se disolvieron en

150 ml de agua y se calenté hasta disolucién. Esta solucién se
esterilizé a 15 psig, 15 min, para obtener 71-73 9Bx.
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El producto se dividié en porciones iguales de 100 ml,
poniéndolo en moldes individuales. Se adicioné a un primer molde
1'% v/v de la mezcla saborizante y 5 ¥ v/v del jarabe de sacarosa
que se utilizé como referencia y en base a la degustacién de la
muestra se probaron adiciones superiores o menores de cada uno,
ademds de variar la proporcién de cada sabor en la mezcla
saborizante; hasta gue alguna de las muestras obtuviera la mejor
aceptacién de parte del juez.

Las adiciones de sabor y 3jarabe se hicieron con pipetas
graduadas. Después de cada adicién se homogenizé la muestra y se

procedié a su degustacidn [11].

Las pruebas de adicién de jarabe y saborizante efectuadas se
presentan en el Cuadro VI.

Cuadro VI. Adicién de jarabe y sabor.

PRUEBA § vV $ V/V - MEZCLA % PROPORCION
JARABE SABORIZANTE DE CADA SABOR

1 5.0 1.0 50% Sabor Naranja
50% Sabor Limén

2 10.0 1.0 50% Sabor Naranja
R 50% Sabor Limén

3. 15.0. .- 1.0 50% Sabor Naranja

50% Sabor Limén
70% Sabor Naranja
30% Sabor Limén
67% Sabor Naranja
33% Sabor Limén
75% Sabor Naranja
25% Sabor Limdn
67% Sabor Naranja
33% Sabor Limén




4.6.2 Adicién de Color.
a) Determinacién del color:

La evaluacién del «color se hizo con ayuda de un
espectrofotémetro de reflectancia que se maneja de la manera
siguiente:

- Seleccionar el filtro de color deseado y dejar un tiempo
de calentamiento de al menos 30 min. En este caso el filtro azul
para productos l&cteos.

~ Colocar el disco de calibracién 00, con la perilla de
control de 0 ganancia al minime (accionar en sentide centrario a
las manecillas del reloj) y ajustar la lectura.

~ Colocar el disco de calibracién 97 y ajustar con 1la
perilla de estandarizacién hasta obtener la lectura de 97. Checar
la calibracién, repitiendo nuevamente los pases anteriores.

- Colocar la muestra testigo y registrar las lecturas.

- Seleccionar las lecturas que correspondan a la muestra m4s
clara y a la mds oscura, y con estas 2 establecer los limites de
control para volver a calibrar el aparato con los discos
adecuados.

- Colocar la muestra problema y registrar las lecturas,

b) Adicién de color: [11]

El colorante se diluy6 tomande 1 ml de é&ste en 250 ml de
agua destilada estéril.

En base a la determinacién de color en el Yakult comercial y

en la mezcla fermentada, se hicieron pruebas de adicién de 1la
solucién de ceolor sobre voldGmenes iguales del producto fermentado
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(al que ya se le adiciondé el jarabe y el saborizante) por medio
de una pipeta graduada, y homogenizande la muestra después de
cada adicién. Sse empezd con dosis pequeiias hasta alcanzar la
igualacién del color a dosis subsecuentes y mayores.

4.7 BELECCION DE MEZCLAS8:

Siguiendo las recomendaciones bibliograficas para hacer una
evaluacién sensorial [4]([6], se seleccionarcn las mezclas gue tu-
vieron mayor grado de aceptacién en cuanto al sabor del producto
utilizando el método de ordenamiento por rangos gque a continua-
cién se explica:

Una serie de muestras se presentan a un juez y se le
pide que las ordene de acuerdo a su grado de prefe-
rencia por el sabor del producto [4]. También se le
debe proporcionar un formato de evaluacidén con el fin
de uniformar el modo de evaluar las mezclas (Anexo 1).

Los resultados se estudiaron tabulando los datos de las
calificaciones de cada juez y los rangos para cada muestra, y se
analizaron segiin el método descrito en [4}[31].

4.8 CAPACIDAD AMCRTIGUADORA DE pH:{22]

Se titularon potenciométricamente. la mezcla seleccionada y
los testigos (100 % contribucién protéica de 1leche y 2100 %
contribucidn proteica de suero), los cuales han sido
pasteurizados (bafio a 92°9C, 15 min, con agitacién constante) con.
HC1 0.1 N hasta alcanzar un pH de 3.
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4.9 ESTUDIO CINETICO:

La mezcla seleccionada se preparé reconstituyéndola en agua
estéril (15 psig, 15 min) y pasteurizéndola en bafo a 929, 15
min con agitacién constante. Después de enfriarla a 37°c, se
inoculé con 5 % v/v del inéculo de suero gue se distribuye por
agitacién, Luego se incubb a 37°C por 48 h.

Cada 4 h se determiné la acidez y el pH segfin [46], consumo
de lactosa cada 8 h (15]{40) y peridédicamente se determiné cuenta
viable de L.case! en agar MRS con incubacién a 35°C, 40 h.

4.10 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO OBTENIDO.

Este constié de AnAlisis Quimico y Microbiolégico gque se
efectusé siguiendo las técnicas propuestas en los incisos 4.1.1 y
4,1,2 para la caracterizacién del producto comercial.

4.11 DETERMINACION DE LA VIDA DE ANAQUEL

Se almacenaron muestras del Yakult preparado a partir de
suero demineralizado-leche descremada en refrigeracién, a
temperatura de 5°C por 20 dias. Durante este tiempo se efectub
una inspeccién sensorial del producto, se determind el pH y la
acidez del mismo, asi como una cuenta viable de yL.casel en agar
MRS aproximadamente cada tercer dia.
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CAPITULO V.

RESULTADOS Y DISCUSION.



5.1 CARACTERIZACION DEL YAKULT:

Los resultades del andlisis quimico realizade al producto
comercial se presentan en el Cuadro VII, los cuales se expresan
en base hameda y base seca, compardndose a su vez con la
composicién del producto encontrada en la bibliografia [55).

Cuadro VII. Andlisis quimico del Yakult comexcial.

c o M P 0 S I c I 0 N

comMpo - EXPERIM.  EXPERIM. TEORICO  TEORICO TEORICO
NENTE B.HUMEDA  B.SECA B.HUMEDA  B.SECA  COMERCIAL
(%) ) . B.SECA
HUMEDAD 82.805 0.00" 82716 . - 0.00 0.00
PROTEINA 1.190 6.92.° © 141,200 - 6.72 7.13
GRASA 0.075 0.44 i 2271510 % 6.17 0.59°
LACTOSA 1.240 70215 110 6.17 6.53
OTROS : - '

AZUCARES 14.360 83.51 14.10 79.04 83.73
CENIZAS 0.330 1.92 0,34 1.90 2.02

Los resultades obtenidos ‘son el ©promedio de dos
determinaciones efectuadas por triplicado, cada una se efectud
sobre una mezcla de tres envases del producto gque tienen
diferente fecha de caducidad.

Los valores obtenidos, de humedad, proteina, lactosa
{considerado como sacarosa} y cenizas coinciden con los valores
esperados; excepto para la determinacién de grasa (%), ya que
comercialmente el producto registra en la etiqueta que contiene
menos de 0.1 % de grasa, por lo que su composicién en base seca
tebérica aparece en la columna titulada : "tedrico comercial’.

También se determinaron el pH y la acidez del producto:

- 50 -




pH 3.66
Acidez 0.55 %

Los contenidos de lactosa, acidez y el pH varifan con el
grado de fermentacién que tiene ([2), ya que los Lactobaciles
convierten la lactosa principalmente en &cido lictico y otros,
causando un descenso del pH del medio. Esto depende también de
las condiciones de almacenamiento en que se conserva el producto
en el comercio [55).

El pH del producto es importante por varias razones:
- Es el principal parémetro que se aprecia sensorialmente.

- En base a éste se determina el tiempo gque debe durar 1la’
fermentacién, ya que la incubacién debe terminarse a un
pH mds alto para permitir su posterior acidificacién
durante la refrigeracién [55].

- Para que los microorganismeos del Yakult se mantengan
activos es importante el mantenimiento de un pH alto,
por lo gque el control del tiempo y la temperatura son
criticos [55].

También la acidez influye, ya que el &cido acumulado
restringe el crecimiento del microorganismo [19].

Ya gque el Yakult puede ser un buen sustrato para 1los
microorganismos por la cantidad de azGcares que contiene, es muy
susceptible de contaminarse y con ello de ser descompuesto por la
accién de éstos.

El anadlisis microbiolédgico del producto comercial da los
resultados gue se presentan en el Cuadro VIII.
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No existe Norma Oficial del Yakult por lo gue se considerd
1a NOM. F-444-83 vigente para el Yogurt comec referencia para
comparar. el andlisis microbiolégico.

" cuadro VIIX. Anélisis microbioldgico del Yakult.

TIPO DE M.O, UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS/ML
EXPERIMENTAL NORMA OFICIAL

DEL YOGURT

CUENTA PACTERTANA TOTAL B.98 x 10 7 ]

LEVADURAS 7.985 x 10 9 1x10?

HONGOS 5.83 x 10 3 1xa10t

M.Q. PSICROFILICOS 3,80 x 10 3 -

BACTERIAS COLIFORMES 0.00 : 1x102

Lactobacilius cagei 5,95 % 10 7

La cuenta bacteriana total {(CBT) no indica el tipo de
nicroorganismos gue se desarrollan en este medio, bor lo que se
efectuaron cuentas en otros medios y condiciones que permiten el
crecimiento de &stos permitiendo diferenciarlos en: L.casei,
bacterias coliformes, hongos y levaduras y microorganismos
psicrofilicos [46].

El resultade de la cuenta bacteriana total incluye a todos
estos microorganismos, la diferencia entre la CBT y la de L;casal
{3.03 x 10 ? ufe/ml) indica el nGmero de microorganismos que
llegan al producto durante el proceso de elaboracién, envasado y
almacenamiento del preducto.

Estas pruebas ayudan a determinar las condiciones sanitarias
en ¢ue se trabaja durante la elaboracién del producto [46)]. EL
tipo y gradeo de contaminacifn que presente un productce lo altera
répidamente y modifica sus caracterf{sticas, por lo que ge hace
mis diffcil su conservacidén
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Debido a que este producto se conserva en refrigeracién debe
verificarse el nGmero de microorganismos psicrofilicos presentes.
De algunas colonias de esta determinacién se hizo una observacién
microscépica y se encontrd que se trataba de levaduras.

La cuenta de bacterias coliformes negativa indica que no
existié contaminacién de este tipo, después de la pasteurizacién
del medio de fermentacién o por 1la adicién de los deméas
ingredientes [46].

Los resultados que se observan en el Cuadro anterior
muestran que el producto presenta una elevada contaminacién por
heongos y levaduras, que influyen también en la composicién del
producto ya que sus componentes pueden ser utilizados por éstos.

El nimero y tipo de microorganismos contaminantes son
importantes ya gque uno de los problemas de estas bacterias en
especial, es gque no son competitivas en presencia de otros
microorganismos [55]. V

Para determinar la cuenta viable de L.casei se utilizé un
medio selectivo MRS, que se recomienda para el crecimiento de
Lactobacilos debido a la accién estimulante del ¢itrato, acetato,
tween 80 y Mn*2 en el medio [45)([52].

Yakult Honsha, Co. [61), reporta que el producto contiene
mis de 1 x 10 B8 unidades formadoras de colonias (ufc) por ml
activas, seg(n lo reportado en [55], un producto terapéutico debe
proporcionar entre 10 O y 10 8 ufc/ml. Por lo que
experimentalmente el producto no cumple con la primera
informacién , habiéndose perdido aproximadamente 59.5 % de la
carga aunque queda dentro del intervalo establecido para
cualquier producto terapéutico.
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El -ndmero de [.casei activos presentes en el producto
depende de la  cantidad de sustrato disponible (principalmente
lactosa), del pH del medio, de la cantidad de &cido l&ctico
presente .y de la temperatura de conservacién, Por lo tanto al
‘disminuir la cantidad de nutrientes disponibles, el pH y al
aumentar la acidez, el niamerc de microorganismos viables se
reduce.

5.2 AISLAMIENTO, IDENTIPICACION BIOQUIMICA Y CONSBERVACION DE LA
CEPA YARULT.

Debido a gque el producto comercial contiene otros
microorganismos ademds del L.casei, tnico microorganismo
productor del Yakult, fue necesario aislarle utilizando un medio
selectivo para bacterias Acido-l4cticas como el MRS que contiene
acetato como agente selectivo [20] y gque permite separarlo de
hongos y levaduras por diferencias en el crecimiento [8]. Da un
buen crecimiento en 40 h y ademds se puede observar contraste del
microorganismo con el medio, lo que facilita su cuenta en placa.

De las diluciones efectuadas al Yakult, sembradas en agar
MRS se observaron colonias aisladas, incluidas en el agar. Estas
colonias al desarrollarse y si se encuentran cerca de la
superficie del agar lo atraviesan dando colonias superficiales y
otras que se observan entre el fondo de la caja petri y el agar.

De cada una se efectudé una observacién microscépica tefiida
por la técnica de Gram para confirmar su morfeologia microscépica,

En los tres se observaron microorganismos Gram positivos,
bacilos cortos gue se encuentran en su mayor parte en cadenas y

escasamente aislados [61).

La morfologia colonial que se observé se presenta en el
Cuadro IX.
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cuadro IX. Morfologia Colonial dal L.casel en agar MRa.

CARACTERISTICA COLONIA SUPERFICIAL COLONIA INCLUIDA
FORMA Circular circular
COLOR Blance Blanco
BORDE Entero Ligeramente ondulado
SUPERFICIE Lisa

ASPECTO Hamedo Himedo
ELEVACION convexa Fusiforme
LUZ TRANSMITIDA Opaca Opaca

LUZ REFLEJADA Brillante Brillante
CONSISTENCIA Mucoide Muceide
OLOR Ausente Ausente
TAMARO 2 ~~ 5 mm

De una colenia aislada se sembrd una placa de MRS por estria
cruzada para corroborar la pureza del microorganismo y se observd
su morfologia microscopica para confirmar sus caracteristicas;
luego se inoculd en calde MRS, Después de incubado se volvié a
inocular en caldo nutritive obteniéndose un mayor crecimiento,
asto ayudd a aumentar la actividad del microorganisms {2]. El1
crecimiento observade en el calde tiene las caracteristicas
seflaladas en el Cuadro X.

cuadro X. Crecimiente del L.casel en caldo MRS.

Cantidad de cracimiento: Moderado.

Cracimiento superficial: Ausente.

Turbidaz: va en gradientes de concentracién
siendo més denso en el fondo.

Depobsito: Blanco, floculento gue se
desintegra por agitacién.
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La. cantidad de crecimiento obtenido aumentd con . las
transferencias, conservando las mismas caracteristicas de
crecimiento superficial, turbidez y depésito.

Una vez aislado el mnicroorganismo, se procedié a su
identificacién mediante pruebas bioguimicas.

Para llevar a cabo 1la identificacién bioquimica . del
microorganismo se verificé 1la pureza de éste mediante 1la
observacién de la morfologfa microscopica del calde con
crecimiento que se utilizé como inéculo.

En la practica se encontraron ventajas en el empleo de los
métodos miniaturizados con respecto a los métodos convencionales
y de acuerdo con [24][25]1[45]):

=---Para los métecdos miniaturizados se emplean placas de
hemaglutinacién que constan de 96 pozos de 0.25 ml de capacidad
en lugar de tubos de vidrio con capacidad de 25 ml. Esto presenta
una ventaja en cuanto a la disminucién del equipo, la cantidad de
medios empleados y la cantidad de inéculo necesaria para efectuar
las pruebas .

~~~El empleo de medios lfquidos reduce el tiempo de reaccién
de las pruebas asi como el tiempo de lectura de las mismas.

~~--La disposicién de los pozos en 1las miniplacas permite
efectuar un mayor namero e pruebas simultdneamente y realizarlas
por duplicado o triplicado.

A pesar de las ventajas que ofrece, hay algunas desventajas
al efectuar las pruebas:

---No todas las pruebas se pueden realizar en las miniplacas

como son: la produccién de gas a partir de glucosa, y el
crecimiento a 15 y 45% . :
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---También se presentan algunos problemas de contaminacién,
debido probablemente a que no se conservara una distancia
adecuada entre cada pozo de prueba, a un volumen excesivo de
medio o a que la posicién de la placa durante la incubacién no
fuera la correcta.

Debide a que s6lc se disponia de una jeringa para hacer
pasar la solucién de azlcar a través del filtro de membrana, la
primera debe lavarse con agua estéril repetidas ocasiones para
eliminar cualquier residuo del carbohidrato anterior que pudiese
haber guedado Yy gque contamine el siguiente, alterando las
lecturas.

Cuadro XI. Caracterizacidén de la cepa Yakult.

PRUEBAS BIOQUIMICAS EN CARBOHIDRATOS
EXPERIMENTAL TEORICO

ARABINOSA - -

CELOBIOSA + +

GALACTOSA + +

GLUCOSA + +

LACTOSA + +

MALTOSA + +

MANITOL + +

MELEZITOSA + + :
MELIBIOSA - -

RAFINOSA - -

RAMNOSA - - i
RIBOSA - R

SACAROSA + LA

SORBITOL + i

TREHALOSA + +.

XILOSA - e




PRUEBAS BIQQUIMICAS COMPLEMENTARIAS
EXPERIMENTAL TEQRICO

- HIDROLISIS DE ESCULINA + +
UTILIZACION DE CITRATO -

' CRECIMIENTO A 15°C + +
CRECIMIENTO A 45°C + +
COAGULACION DE LA LECHE + +

Los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas, se
muestran en el Cuadro XI comparados con lo reportado en {59][61].

Los resultados positivos para la fermentacidn de
carbohidratos se consideran como tal, cuando el color del medio
rojo (respecto al testigo de agua) cambia a amarille. Para la
hidrélisis de Esculina una lectura positiva se obtiene cuando el
medio se torna negro. Un cambio del color azul del indicador azul
de bromotimol indica lectura positiva para la utilizacién de
citrato [24]([25].

El microorganismo examinado muestra que es capaz de utilizar
los carbohidratos mencionados en el Cuadro anterior aunque no
todas las lecturas se obtuvieron al mismo tiempo:

Las lecturas para Celobiosa, Galactosa, Lactosa, Manitol,
Ribosa y Trehalosa fueron positivas al primer difia de incubar las
pruebas. Para Sorbitol la lectura fue positiva al tercer dfa de
incubacién. Maltosa, Melezitoza y Sacarosa dieron iectura
positiva al quinto dia de incubacién. Todos los demas car-
bohidratos que se probaron, se confirmaron segGn lo reportado
[61] como negativos hasta el Gltimo dia de incubacién indicado
para estas pruebas (7 dias).

Las pruebas bioquinicas complementarias que se hiciercn

como: la Hidrélisis de Esculina, fue positiva al primer dia de
. .
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incubacién; las pruebas de crecimiento: a 45°%C y a 15° fueron
positivas despuds de incubar las muestras 2 y 7 dias
respectivamente. La lectura negativa para utilizacién de citrato
se obtuvo hasta el altimo dfa de incubacién indicado para esta
prueba (7 dias).

Con respecto a la conservacién de la cepa, ésta se mantuvo
principalmente por resiembra en calde nutritivo MRS ya que se
encontraron las siguientes ventajas en su uso como método de
conservacidn:

Permite que la transferencia y verificacién de pureza del
cultivo sean féciles ya gque s6lo se tuvo gque mantener una cepa
(cultivo simple) y con ayuda de observaciones microscépicas se
corrobor6 su pureza. ’

Adem§s permite una ré&pida disponibilidad del cultive ya que
al renovar el medio de cultivo se eliminan las células viedjas y
las muertas, manteniendo al cultivo en forma activa.

En condiciones asépticas estrictas es posible mantener el
cultivo sin contaminaciones.

Aunque este método no se recomienda totalmente en 1la
literatura debido a gque las resiembras suceslivas producen
variaciones [16][45] se dice que éstas, guedan dentro de un
intervalo aceptable {52}.

El método de liofilizacidn para conservacién del cultivo se
efectud para mantener una reserva de éste, con caracteristicas
estables y sin contaminacién. Este proceso durd 22 horas
aproximadamente.

Al final del secado primario se observé gue la muestra se
despegb de la pared del vial y ascendié un poco, la muestra se
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siguid secando hasta que se cbservaba seca. Los viales se
almacenaron en refrigeracién.

5.3 PREPARACION DEL INOCULO.
5.3.1 Estandarizacidn del Caldo-Indcula.

Para la estandarizacién turbidimétrica del indéculo, se
encontré que a 635 nm, éste tiene su minima absorbancia de
acuerdo con la Fig. 3.

La cuenta viable de [L.casei para determinar el nimero de
células en las diluciones gque dieron lectura se presenta en el
Cuadro XII.

Cuadro XII. Estandarizacién turbidimétrica con cuenta de L.casei.

DILUCION ABSORBANCIA UFC DE L.casei/ml

DEL INOCULO
0.100 0.600 - 3.54 x 10 8
0.050 0.315 1.77 x 10 8
0.025 8.170 g.85 x 10 7
0.018 0.115 6.44 x 10 7
0.010 0.060 3.54 x 10 7
0.001 0.005 3.54 x 10 6

Con estos resultadeos se trazd una curva estdndard de
absorbancia contra ufe/ml. Fig. 4.

Los cultivos a utilizar, deben estar en forma activa para

gue la determinacién turbidimétrica se deba al alto nGmere de
células viables presentes .
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con esta curva estdndard es mAs fdcil y r&pido hacer deter-
minaciones posteriores, convirtiende las lecturas de absorbancia
a ndmero de unidades formadoras de colonias por ml, permitiendo
obtener concentraciones especificas del microorganismo.
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5.3.2 Preparacién del inéculoc de suero.

Las condiciones de pasteurizacién de las mezclas (bafio a
92%, 15 min, agitacién constante) se determinaron
experimentalmente para evitar contaminacién por bacterias, hongos
y levaduras provenientes del suero en polvo.

Ademds se observé que la temperatura y el tiempo prolongado,
proporcionaban estabilidad a 1las particulas del suero (no se
presenté sedimentacién por mis de 3 semanas de almacenamiento en
refrigeracién) y producian un cambio favorable en su color:
pasande de amarillo verdoso ligeramente transliGcido a un color
amarille claro opaco.

Las transferencias del indéculo tienen como fin, que el
microorganismo se adapte al suero, un medio de crecimiento con
menor rigueza en nutrientes que el MRS. En éstas se determinaron
la acidez y el pH, inicial y final como se muestra en el Cuadro
XIITI.

Cuadro XIII, Valores de pH y acidez de las transferencias del
inéculo en suero y suerc + extracto de levadura.

TRANSF DETERMIN 1 ¥ 0oCUTLO TIEMPO

SUERO SUERO+E. L.

1a. Acidez (%) 0.034 0.036 oh

0.678 0.915 72 h

pH 6.23 6.22 0h

S1.945.  1.85. 72 h

2a.. acidez - (%) - . 70,034 0.036 0h

‘ '0.278 0.625 48 h

pH " 6.23 6.21 oh

2.53 2,20 48 h
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El indculo de Suero + Extracﬁo de levadura desarrollé mayor
acidez Y alcanzé un pH inferior al del inéculo de sueroc, debido a
que el extracte de levadura favorece el crecimiento del
microorganisme, permitiendo que las bacterias proliferen y
produzcan Acido durante la fermentacidn.

La proporcidn de inéculo se aumentd a 5 % para disminuir el
tiempo de fermentacidn, asegurar una carga de L.casel elevada
[{55) y ayudar a evitar infeccién del cultive con bacteriéfagos
[491.

De la Gltima transferencia se examin6é la cuenta de [.casej
en ambos inéculos para determinar si era necesario adicionar
extracto de levadura como factor de crecimiento. El indculo
también se evalué sensorialmente para verificar si el extracto de
levadura modificaba apreciablemente sus caracteristicas. Los
resultados obtenidos est&n contenidos en el Cuadro XIV.

Cuadro XIV. Comparacién del indculo de Suero y Suero+E.L.

CARACTERISTICA INOCULC DE INOCULO DE
SUERO SUERO + E.L.

UFC/ml DE L.case 7.58 x 10 8 1.1 x 10 ?

OLOR Normal Muy fuerte de EL.

COLOR Amarille claro Amarillo

SABOR Acido agradable Desagradable, de E.L

Como se observa, el inéculo de suero contiene 70.45 % de 1la
carga celular presente en el suero + E.L por lo gue la diferencia
en el crecimiento no es lo suficientemente grande para considerar
necesario el extracto de levadura como factor de crecimiento.

En cuanto a sus caracteristicas sensoriales, el suero no
enmascara el sabor y el olor fuerte del extracto de levadura por
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lo que no es conveniente por problemas sensoriales, adem&s de su
costo adicional. )

Cada vez que se prepard indculo para sembrar el medio de
fermentacitn se mantuvieron las mismas condiciones: se inoculé al
5 % del pase anterior y se incub® a 35°C, 48 h. Y antes de
utilizarlo se determind cuenta viahle de L.casei para asegurar
una carga de 1 x 10 8 ufc/ml.

5.4 FERMENTACION.

El empleo de suero dulce desmineralizado (S.D.D.), permite
obtener niveles m&s altos de sustitucién de leche descremada por
éste (22][43] ya que, comparando la composicidén de la leche
descremada (L.D.) y del suerc enterc (S.E.) (Cuadro RV) se
observa que el fltimo puede sustituir a 1la leche descremada,
puesto gue el contenido de ygrasa y minerales son comparables.

Cuadro XV. Composicién comparativa en base seca de L.D y B.E.

COMPONENTE LECHE DESCREMADA® SUERQ ENTERO®
$ PROTEINA 36.77 13.62
% GRASA 1.01 0.82
$ LACTOSA 53.86 77.96
% CENIZAS 8.12 7.59
% LECITINA 0.21
a) Especificaciones del producto segin Sveltss, Nestlé, S.A.
b) Segin bibliografia {29].

Sin embargo, el nivel de las proteinas no es comparable, por
lo que el suero entero no podrfa suministrar el 100 % del nivel
proteico (Mezcla) en el producto sin gque exista un aumente
considerable en la cantidad de cenizas (Fig.5) con los
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consecuentes problemas en la fermentacién (29)({38].

El analisis bromatolégico efectuado experimentalmente, del
Suero desmineralizado y la leche descremada, ambos en polvo,
utilizados en esta investigacién, expresado en base hiimeda y base
seca, se observa en el Cuadro XVI.

Cuadro XVI. Anélisis bromatolégico del suero Aulce desmineraliza=-
4o y leche deacremada.

COMPONENTE SUERO DESMINERALIZADO LECHE DESCREMADA
(%) B.HUMEDA B.SECA B.HUMEDA B.SECA
GRASA 1.00 1.05 1.15 1.21
PROTEINA 12,37 13,05 33.17 34,89
LACTOSA 79.84 84,23 - 52.86 55.60
CENIZAS 1.58 1.67 7.89 8.30
HUMEDAD 5.21 4.93

Para el andlisis espectrofotométrice de lactosa [15], la
curva estdndard obtenida se presenta en la Fig.6

En base al contenido proteico (Cuadro XVI) se prepararon
mezclas de leche descremada y suero desmineralizado en diferentes
proporciones (Cuadro XVII) que al reconstituirse se ajusten al
1.19 % de protelina determinado en el producto comercial [22].

Cuadro IX.Mezclas 4e suero desmineralizado y leche descremada.

MEZCLA % CONT.PROT, % CONT.PROT. g/100mL g/100m1
DE SUERO DE LECHE SUERQ LECHE

1 0 100 0.00 3.59

2 25 75 2.40 2.69

3 50 50 4.81 1.79

4 75 25 “7.21 0.90

5 100 _ [ YT U . 0.00
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Las mezclas de leche y suero, pasteurizadas (en bafio a 929,
15 min) y enfriadas a 37° se inocularon al 5 % v/v con el
inéeculo de suero gue proporciond una carga de 1 x 10 8 ufc/ml
(determinado por cuenta viable en MRS). Después se incubaron 48 h
a 379 con el objeto de comparar el procesc fermentativo de las
mezclas, determinando los valores de pH y acidez, iniciales y
finales.

Los resultados que se presentan en el Cuadro XVIII, son el
promedio de 2 fermentaciones con determinaciones hechas por
triplicado.

Cuadro XVIII. Fermentacidn de las mezclas de suero
desminaralizado y leche dascremada.

MEZCLA % CONTRIBUCION pH ACIDEZ pH ACIDEZ
PROTEICA DE INICIAL INICIAL FINAL FINAL
SUERO $ %

1 0 6.74 0.042 4.67 0.235
w2 25 6.69 0.036 4.02 0.393
! 50 6.61 0.034 3.77 0.412
‘4 75 6.57 0.029 3.99 0.327
.5

100 6.48 0.029 " 3.98 0.300 .

Temparatura de incubacién :37°C.
tiempa da incubacién: 48 h.

Los valores de pH son mds altos a un mayor contenido de
leche en la mezcla. Esto se explica por el contenido de caseinas
en la leche, que act@Gian como componentes con accién amortiguadora
gque resisten los cambios de pH.

sin embargo , el valor del pH no es suficiente para predecir

la respuesta microbiana, ni permite conocer el cambio en la
acidez titulable.
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La acidez inicial de las mezclas disminuye conforme aumenta
el porcentaje de suero en la misma, debido a que la valoracién
acidimétrica es una medida indirecta de la riqueza en caseina Yy

fosfatos presentes en la mezcla [1].

la acidez final en las mezclas
0, 25 y 50 % de contribucién proteica de suero es mayor al

Después de la fermentacién,

aumentar la cantidad de suero. Esto se explica por el incremento
lactosa en el medio de fermentacidn, que
estimula la produccién de 4dcido por los microorganismos del

del contenido de
cultivo iniciador.

En las mezclas de 75 y 100 % de contribucidn proteica de
sueroc se observa que la acidez titulable disminuye, esto indica
gue la capacidad amortiguadora o buffer de la leche permite gque
las bacterias ldcticas se desarrollen y produzcan mas &cido a lo
antes de gque se detenga la

en el suero se producen pequefias

largo del proceso fermentativo,
multiplicacién. En cambio,
cantidades de &cido por la rapida disminucién del pH que inhibe
su desarrollo.

Al final de la fermentacidén se evaluaron el sabor, color y

grado de sedimentacién de las mezclas (Cuadro XIX).

Cuadro XIX. Babor, color y sedimento de las mezclas fermentadas,

% SUERO EN ' SABOR COLOR SEDIMENTACION
LA MEZCLA
0 Insipido Blanco verdoso muy desuerado:+5
25 Muy &acido Blanco verdoso desuerado:+4
50 Acido Cremoso poco desuerado:+2
75 ligeramente Cremoso ligeramente
dulce desuerado:+1
100 moderadamente Cremoso,ligera- desuerado:+3
dulce mente café.
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La mezcla de 100 % leche fue la que presenté mayor
sedimentacién, se observé que 1las particulas estaban muy
retraidas y no se homogeneizaban al agitar, asentandose casi de
inmediato.

La mezcla de 25 % suero también present6 problemas similares
pero en menor gradoc.

Para las mezclas de 50, 75 y 100 % suero, las particulas son
mas finas ¥y se dispersan uniformemente sin asentarse,
especialmente para las mezclas de 50 y 75 % suero.

Las diferencias en el color se atribuyeron al tratamiento
térmico del suero que favorece reacciones de oscurecimiento,
principalmente de tipo reaccién de Maillard, entre las proteinas
y la lactosa (presente en grandes cantidades) del suero.

5.5 ADICION DE JARABE, S8ABOR Y COLOR.

Respecto a la adicion del jarabe y mezcla saborizante a la
maezcla fermentada, la prueba de referencia carecia de dulzor y el
aumento a 10 % de jarabe fue aceptable, para una cantidad mayor
de jarabe el producto quedaba muy dulce.

Al mantener constante la cantidad de saborizante afadido y
variar la proporcién de cada sabor en la mezcla saborizante, se
observé preferencia para un porcentaje mayor del sabor naranja en
la mezcla saborizante. Luego se disminuy6 la cantidad de adicién
de saborizante a la mezcla fermentada para reducir costos sin
menoscabar las propiedades sensoriales del producto. La prueba de
adicién que se eligid, se presenta en el Cuadro XX.

Esta evaluacién fue realizada por el Asesor y la Tesista.
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Cuadro XX. Formulacién de adicién de jarabe y mezcla saborizatae.

Jarabe de sacarosa 10.0 %
Mezcla saborizante 0.4 %
Sabor naranja 0.3 %
Sabor Limén 0.1 %

En cuanto al coler, se determind inicialmente en el Yakult
comercial y en la mezcla de suero fermentada (adicionada de
jarabe y saborizante). Las lecturas de reflectancia oktenidas
fueron de 3.2 y 76.2 respectivamente.

Sobre porciones de 50 ml se ensayaron adiciones crecientes
de coler, tomando 0.5 ml de la solucién de colorante como va10r4
inicial, Los resultados de las adiciones y las lecturas obtenidas
se presentan en el (Cuadro XXI).

Cuadro XXI. Adicidén de colorante.

PRUEBA YOL. COLOR LECTURA OBTENIDA
ADICIONADO
1 0.5 ml 21.3
2 0.6 ml 16.0
3 S 0.7 m 12.0
4 0.8 ml- : 7.8
5 0.9 ml " 4.3
6 0.95m1 3.0
7 1.0 ml - 2.2
8 1.1 ml <0.0

La lectura mas cercana a 3.2, es 3.0 que se obtuvo por la
adicién de 0.95 ml de sclucién colorante a la mezcla fermentada,
sin embargo, se escogié la lectura de 2.2 resultante de 1la
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adicién de un mililitro de solucién colorante a 50 ml de mezcla
fermentada. por ser un volumen de mds facil manejo.

La adicién de solucién colorante determinada fue de 2 ml de
solucién colorante (1 ml del color concentrado aforado a 250 ml
con agua destilada estéril) por cada 100 ml de mezcla fermentada.

5.6 BELECCION DE MEZCLAS.

La seleccién de las mezclas se basé en una evaluacién
sensorial por preferencia respecto al sabor de 1las mismas
siguiendo el método de ordenamiento per rangos.

Las mezclas de 25, 50, 75 y 100 % contribucién proteica de
suero, enfriadas entre 7-10°C se dividieron en porciones de 30-40
ml en envases individuales y fueron evaluadas por 14 jueces no
entrenados.

Las calificaciones otorgadas para cada mezcla se encuentran
en el Cuadro XXII, considerando el valor de 1 para la mezcla de
mayor agrado y de 4 para la de mencr agrado.

De los comentarios recibidos, - los jueces coinciden en:

- Mezcla de 25% guero.~ tiene un sabor desagradable, o
parecido a rancio.

- Mezcla de 50% suero.- tiene un sabor demasiado &cido y que
se asocié con algo descompuesto.

- Mezcla de 75% suero.- resultd con buen sabor y con tono
acido agradable.

- Me2cla de 100% suero,- muestra buen sabor.
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cuadro XXIT. Evaluacién sensorial de las mezclas.

JUEZ M

CONT. PROT. SUERO 25 %
1 3
2 4
3 3
4 a
5 . 4 .
6 3.
ST s
LT i3
10 Sy
EPR R iy
12 RIS 1
i13: £3e
147 Tran
TOTAL 40 48 27 25

Estos resultados se analizaron segGn el procedimiento
indicado en (4] y (31]. De acuerdo con é&sto, el intervalo de las
sumas de las evaluaciones para cada muestra son
significativamente diferentes con un nivel de 5 % de
probabilidad.

En base a las tablas presentadas en [31)], se encuentra que
para un ntmero de 14 jueces y 4 nmuestras, el intervalo de las
sumas va de 25 a 45, una suma mayor a 45 indica que la muestra
tiene menor preferencia y una suma menor a 25 indica que dicha
muestra tiene mayor preferencia.
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Segin lo anterior, la mezcla de 50 % proteina de suero es la
de menor agrado. -

Para tomar una decisién respecto a las otras tres mezclas,
en el procedimiento mostrado en [31), las sumas de las mezclas
restantes se analizan del mismo modo anterior, pero considerando
14 jueces y 3 muestras evaluadas. De acuerdo con esto, el
intervalo de las sumas debe estar entre 21 y 35. De esta forma la
mezcla que contiene 25 % de contribucién proteica de suero guedd
eliminada.

Las dos mezclas restantes no nuestran diferencia
significativa. Cualquiera de las dos puede elegirse como la
mejor. Agqui hay que considerar que por costo la mezcla de 100 %
seria la mejor opcién, pero el contenido de lactosa seria més
alto (aproximadamente 5 %, determinado en el producto final), por
lo que se eligié la mezcla de 75 % contribucién proteica de
suero.

5.7 CAPACIDAD AMORTIGUADORA DE pH,

Al titular potenciométricamente 150 ml de la mezcla
seleccionada de 75% contribucidén proteica de suero y como
testigos: la mezcla que contiene s6lo leche descremada y 1la
mezcla que es Gnicamente suero desmineralizado, las cuales fueron
previamente pasteurizadas y enfriadas a temperatura ambiente, se
obtuvo la Fig.7 que muestra la caida de pH contra el nimero de ml
de HC1 0.1 ¥ afadidos.

Se observa que la mezcla de 100 % contribucitn proteica de
leche requiere gue se le aflada mayor cantidad de HCl para que el
pH descienda a 3.0, en comparacién con las demads en gque el pH
desciende marcadamente con pequefias adiciones del &cido.

Esto se explica porque la capacidad amortiguadora de 1la
leche se debe a una serie de compohentes due intervienen en la
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valoracién entre el pH normal de la leche y el pH alcanzado en la
titulacién [1). Estos componentes, 4cidos o bases débiles son
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principalmente: la caseina (principalmente por sus grupos ésteres
fosféricos) y el &cido fosférico (debido a su funcién
secundaria), también participan, el &cido citrico y los grupos A-
amino - libres., A pH inferior a 4.0, intervienen 1los &cidos
orgdnicos presentes [1]. En cambio, el suero contiene pequefas
concentraciones de estos componentes y en consecuencia, su
capacidad amortiguadora es muy baja.[22]

Los compohentes gque tienen capacidad amortiguadora permiten
prolongar las fermentaciones 4cidas con “incremento de los
productos y organismos obtenidos.

5.8 ESTUDIO CINETICO.

El estudioc cinético fermentativo de la mezcla que contiene
75 % proteina de suero, se obtuvo promediande 4 cinéticas que se
hiéieron manteniendo las mismas condiciones de: porcentaje de
inécule usado (5 % v/v), carga de L.casel aportada por el inéculo
(10 8 ufc/ml), temperatura (37°C) y tiempo de incubacién de 48 h.

Los resultados se presentan en Figuras (8, 9, 10 y 11) que
muestran los camblos en los parAmetros de pH, acidez, lactosa y
nGmero de L.casei, respecto al tiempo de fermentacién.

Los resultados de la cinética de pH (Fig.8) muestran un
pequefio descenso de este valor hasta las 4 h de iniciada 1la
inctbacién que va de 6.26 a 6.18. Desde este momento y hasta las
28 h, el pH disminuye marcadamente de 6.18 a 4.3, para 1luego
estabilizarse gradualmente hasta el final de la fermentacidn
llegando hasta un valor de 3.86 .

Durante las primeras horas de incubacién, la cantidad de
dcido l&ctico que se forma y la disminucién de pH son muy
pequefias, porque los microorganismos del cultivo iniciador
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afiadidos a la mezcla no se encuentran en fase activa  de
crecimiento y ademds el nimero presente es pequefio.

A medida que la poblacién de L.casei aumenta, se observa un
incremento en la velocidad de desarrollo de acidez y réapido des-
censo del pH, para la Gltima parte de la fermentacién, el Acido
ldctico presente y el pH de la mezcla de suero y leche fer-
mentada, restringen el crecimiento de L.casei y por lo tanto el
dcido lactico se forma mds lentamente y hay poco descenso del pH.

La acidez producida es responsable en gran parte del pH,
debido a la escasa capacidad amortiguadora del suero, que es el

que predomina en esta mezcla de leche-suero.

Debido a que el pH final del producto en el envase debe ser
mayor a 3.7 (porque de otra manera, el nGmero de L.casei viables
disminuye r&pidamente) se requiere que el periodo de incubacién
se detenga al llegar a pH 4.1-4.2. Estos valores coinciden con
32-35 h de iniciada la fermentacioén,

El pH no afecta dnicamente a la velocidad de crecimientc de
los microorganismos sino también su supervivencia durante el
almacenamiento.

La cinética de produccién de acidez (Fig.9) muestra que en
las primeras 8 h de incubacién, la acidificacién del sustrato es
pequefia, aumentando de 0.05 a 0.06 %. Luego, la acidificacién se
intensifica hasta las 40 h de iniciada la fermentacién alcanzando
0.29 % de acidez. En las siguientes 8 h, el aumento de acidez es
menor, llegande finalmente hasta 0.32 % de &cido lactico.

El aumento de acidez mds acentuado tiene lugar después de
las 8 h iniciales y hasta las 40 h (Fig.9) después de iniciar la
incubacién, tiempo durante el cual se produce el mayor
crecimiento celular (Fig.1l). La produccién de &cido lactico
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durante la fermentacién, se explica de manera similar -a la
disminucién del pH.

En la cinética de consumo de lactosa (Fig.10), se observa
.una  disminucién moderada durante las primeras 8 h de 1la
fermentacién obteniéndose un consumo de 3.66 % de la lactosa
original. A medida qgue transcurre la fermentacién y hasta las 40
h después de {niciada, la disminucién en el contenido de lactosa
es la mds acentuada que se aprecia en el transcurso de é&sta: 19.1
$. En esta etapa, la lactosa metabolizada no se convierte
completamente en &cido lictico ([52] ya que el 1.25 % de 1la
lactosa que se utiliza no origina 1.31 % de &cido l4ctico, de
acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Clzozzo11 + HZO Lactasa 2 CGHIZOG
Lactosa Hexosa
2 CgH;,04 Enzimas Sistema 4 CH5COCOOH
Hexosa Glicolitico Ac.Pirdvico

4 CHJCOCOOH Lactato Deshidrogenasa 4 CH3CH0HCOOH + ATP
Ac.PirGvico Ac.Léctico

El valor de &cido 1l4ctico obtenido es de s8lo 0.29 %,
probablemente la lactosa restante puede encontrarse en forma de
glucosa y galactosa o que se hayan formado otros preductos
derivados de estas Gltimas.

En las iultimas 8 h de la fermentaci6én, el contenido de
lactosa disminuye apenas un 0.45 % de la lactosa original, debido
principalmente a gue en este momento el pH del medio, empieza a
influir en la velocidad de crecimiento del microorganismo y por
lo tanto, disminuye la velocidad del metabolismo de la lactosa.

La mayor utilizacién de lactosa c¢oincide con la fase
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logaritmica de crecimiento de L.casei como se observa al comparar
ambas cinéticas (Fig.10 y 11).

Como se aprecia en la Fig.11, la curva de crecimiento de
L.casel durante la fermentacién se divide en varias fases:

- Fase lag o de adaptacién que va de 0 a 4 h después de
‘iniciar la incubacién. El nfimero de microorganismos en el medio
fluctta entre 3 x 10 6 Y 3.77 x 10 6 ufc/ml respectivamente.

- Fase exponencial de crecimiento desde las 4 h hasta las 32
h de fermentacién, en ésta el crecimiento que se obtiene es
mixime y constante ({8}. Se observa la mayor utilizacién de
sustrato, formacién de productos y generacién de microorganismos
de 3.77 x 10 G a 1.066 x 10 8 ufc/ml.

~ Fase de aceleracién negativa: de 32 a 46 h en gue decrece
la velocidad de crecimiento .

- Fase estacionaria: muy breve, pricticamente no existe: de
46-48.5 h.

- Fase de destruccién acelerada: de 48.5 h en adelante.
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5.9 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO OBTENIDO.
El andlisis quimico del Yakult a partir de suero-leche, en
base himeda y base seca, se muestra en el Cuadro XXILI, comparado

con la composicidn teérica del producte comercial.

Cuadro XXIII. Composicidén del Yakult de suerc-leche.

c 0 M P O S I ¢ I 0N

COMPONENTE YAKULT SUERO-LECHE YAKULT TEORICO CCM.
( % ) B.HUMEDA  B.SECA B.HUMEDA B.SECA
HUMEDAD ' 86.13 0.00 . 83.16 0.00
PROTEINA 1.22 8.80 1.20 7.13
GRASA 0.06. ... 0.43... . -0.10 .. 0,59
LACTOSA 3,47 25,0250 1101000 07 6.53
OTROS AZUCARES 8.19 9.05: ' 14.100 . 83.73
CENIZAS “0.20 T FE VLR ST
ACIDEZ - 10,49
pK BEN T

Se promediaron los resultados obtenidos de determinaciones
efectuadas por triplicado.

) Para las determinaciones de pH, acidez, y lactosa, 1los
valores obtenidos varfan con el tiempo de almacenamiento. Los
datos incluidos en el Cuadro XXIII se consideraron al séptimo dia
del estudio de vida de anaquel.

Al comparar ambos productos se encuentra que el contenido de
lactosa es mds elevado en el Yakult de suero-leche por lo que
este producto no puede recomendarse para personas gue presentan
intolerancia a la lactosa. Se requieren niveles inferiores al 2 %
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de lactosa para que no se produzcan sintomas de intolerancla en
personas susceptibles [52].

La cantidad de cenizas es menor, debido a que el suero por
estar desmineralizado, contiene Gnicamente el 20 % de las cenizas
de la leche descrenada.

La diferencia en la concentracién de Yotros azficares" se
debe a gue la cantidad de sacarosa que se afiadié al producteo se
determing sensoriaimente como se explicé en el punto 5.5 y en
consecuencia, los sélidos totales disminuyen.

El pH bajo y 1la acidez del producto contribuyen a su
conservacién, lo hacen microbiclégicamente estable, evitan el
desarrolle de bacterias proteoliticas y &cido no-tolerantes. -
Estos valores no se pudieron comparar con el producto comercial
porque varfian con el tiempo y condiciones de almacenamiento del
producto, y se desconoce dicha info;macién.

Respecto al anpdlisis microbiolégico del producta obtenido,
ya gue no existe norma oficial de calidad para éste, nuevamente
se compard con la NOM~444~1983 para el yogurt.

Las cuentas microbioldgicas obtenidas estdn contenidas en el
Cuadro XXIV.

como el nimero de microorganismos en el producto es un
fndice de las precauciones higiénicas y de su manipulacién
durante su produccién, se puede valorar su calidad sanitaria. Por
" lo que, dada la ausencia de microorganismos contaminantes en el
Yakult de Suero-Leche, el producto obtenido es de alta calidad
sanitaria, ademis, no hay otros microorganismos que compitan con
L.casei que puedan dar lugar a defectos en el producto.
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Cuadro XV. An&lisis microbioldgico del Yakult de suero-lecha.

TIPO DE M.O. | UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS/ML

YAKULT SUERO-LECHE NORMA OFICTAL
DEL YOGURT

LEVADURAS 0 1x101

HONGOS 0 1x101

M.Q. PSICROFILICOS 0

BACTERIAS COLIFORMES o 1x101!

Lactobacillus casei 1.12 x 10 8 2x106

a) Expresado como Cuenta total de bacterias lActicas en NOM,

La cuenta viable de L.casei se efectud a los 20 dias de la
vida de anagquel para compararlo con las referencias [55) y [61].

Segin Tamine A.Y y Robinson R.K. [55), un producto
terapéuticeo debe contener entre 10 5 y 10 8 ufe/ml viables, por
lo que el Yakult obtenido a partir de suero-leche es terapéutico.
Yakult Honsha, Co. (61], reporta que el producto contiene més de
10 8 ufc/ml activas, el producto obtenido cumple con dicha
informacién.

5.10 ViDA DE ANAQUEL DEL PRODUCTO:

El estudio de vida de anaqguel del producteo se hizo para
determinar su estabilidad al almacenarlo a 5°C por un pericdo de
20 dias.

Las determinaciones que se hicieron para estimar la vida de

anaquel del producte fueron: pH, acidez y cuenta viable de
L.casei, ademis de observaciones sensoriales.
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Los alimentos perecederos como el Yakult se conservan en
refrigeracién durante un tiempo limitado, observandose poco
cambio en sus propiedades.

Durante el almacenamiento, se observan (Fig.12), un leve
incremento en la acidez y un descenso tanto del pH como de la
cuenta viable de L.casei ya que a esta temperatura, los cambios
enzimdticos microbianos no se evitan por completo sino que se
retardan considerablemente, por lo que la produccién de &cido
lactico contin@a lentamente. Aun cuando se incrementa la acidez
del medio, es posible retener la carga de L.casei estipulada (108
ufc/ml) por el tiempo que dure la vida de anaquel.

En cuanto a las caracteristicas sensoriales, no se
detectaron modificaciones durante el estudio, como presencia de
olores desagradables, cambio de color o alteracién apreciable del’

sabor,

De acuerdo a la referencia [55], se considera gue una bebida
terapéutica debe presentar un minimo de 10 5 ufc/ml, en una
porcién de 100 g al final de 14 dias de almacenamiento, por leo
que es muy importante el mantenimiento del pH y el control de la
temperatura.

El producto comercial proporcionaba 4.1 x 10 6 ufe/ml
promedio al cabo de estas condiciones.

En la Fig.12, se observa que el producto a los 14 dias tiene
un pH de 3.7 y a los 20 dias de 3.68, quedando al pH determinado
en el producto comercial de 3.66.

Adem&s, se conserva una carga de L.casei poco mayor a 10 8
ufc/ml  activas, al cumplir 20 dias de almacenamiento del
producto. Por lo tanto éste puede ofrecer una vida de anaguel de
20 dias sin que cambien apreciablemente sus propiedades.
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VIDA DE ANAQUEL
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Fig,12. Vida de anaquel del Yakult de suero desmineralizado y leche descremada.
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CAPITULO ~VI.,

CONCLUSTIONES.



Considerando el material y las condiciones ‘utilizadas en el
presente trabajo, se concluye lo siguiente: '

El medio MRS permite aislar el Lactobacillus casei
del producto comercial, ya gque es selectivo para
bacterias 4ecido  1l4cticas. La identidad del
microorganismo aislado se comprob6 mediante pruebas
biogquimicas, cuyos resultados coinciden con las de

otros investigadores.

El cultivo de L.casei en caldo MRS, mantenido en
condiciones asépticas, conserva al cultive acﬁivd,
ademds permite facilidad de transferencia vy
verificacién de pureza.

El método de 1liofilizacién permite conservar 1la
cepa sin necesidad de transferencias y sin cambios
en sus caracteristicas.

El indculo debe tener una carga de 10 8 ufc/ml de
L.casef para que no se prolongue el tiempo de
fermentacién y se asegure una cuenta de [L.caseji
elevada en el producto final.

Se requiere Suero Dulce Desmineralizado para evitar
sabor salado, precipitacién de minerales en el
producto e interferencias en el crecimiento de los
microorganismos durante el desarrolle de la
fermentacién.

Las mezclas de 75 y 100 % de contribucién proteica
de suero son las que tuvieron mayor aceptacién, la
Gltima presenta mayor grado de sedimentacién vy
contenido de lactosa més alto. Por lo tanto, es
posible sustituir 75 % de la proteina de la leche
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descremada por proteina proveniente del suero,
obteniéndose las cualidades m&s adecuadas para este

producto.

Las cualidades del producto final son : buen olor y
sabor, tono 4&cido agradable, textura y color,
similares a las del producto comercial de acuerdo a
la evaluacién sensorial del producto.

El1 preducto obtenido a partir de SUERO DULCE
DESMINERALIZADQ-LECHE DESCREMADA (§.D.D,~L.D.)
tiene mayor nivel nutricional, debido a la calidad
de las proteinas del suero; y terapéutico por el
niimero de [L,casei viables que junto con el A&cido
lactico, inhiben bacterias pat6genas y ayudan al
buen funcionamiento del tracto intestinal.

Debido a la ausencia de microorganismos
contaminantes, el producto elaborade en las
condiciones de este trabajo, tiene alta calidad
sanitaria, pudiendo ofrecer una vida de anaquel de
26 dias sin que se alteraran apreciablemente sus
propiedades, manteniéndolo a 5°c.

En la elaboracién del Yakult de S.D.D.-L.D. en el
laboratorio, son importantes:

La esterilizacién del agua (que se utiliza
para reconstitucién de la mezcla en polve y
para dilucién del colorante) y del jarabe de
sacarosa.

La pasteurizacién de la mezcla de S.D.D~L.D.

reconstituida en bafic a 929C, 15 min, con
agitacién constante.
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Esterilizacitn del material empleado.
Limpieza del sitio de elaboracién.
Limpieza del operario.

Todas estas medidas son necesarias para mantener la
calidad sanitaria del productoe.

Para prolongar la vida de anagquel del Yakult de
§.D.D.-L.D. debe hacerse un estudio de su
conservacién a temperaturas por debajo de los 5°C
{a la cual se realizé esta investigacién), cuidando
que se mantenga la cuenta viable de L.casej de 10 8
ufc/ml de producto.
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Anexo 1. Formato de evaluacidén sensorial.

NOMBRE FECHA
PRODUCTO A EVALUAR
I N 8 T R u [o] [+ I o N

A continuacién se presentan 4 muestras:

a) Ordénelas de acuerdo a su preferencia
rando el valor de (1) para la muestra
valor de (4) para la muestra de menor

b)

e)

Evite dar una misma calificacién para

después de la degustacién.
d) No emita ningin comentario respecto a
vitar influenciar a otros jueces.
e}
cién general de las muestras.

U

CALIFICACION

* s & .
en sabor, conside-
de mas agrado y el
agrado,

muestras diferentes

Utilice un poco de agua para enjuagarse la boca antes y

la muestra para e-

Agradecemos cualquier comentario respecto a la califica-

COMENTARIOS
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