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RESUMEN
El interés del consumidor por su salud ha incrementado en anos recientes, comportamiento
gue ha contribuido al aumento en el mercado nacional de productos con distintas ventajas
nutricionales, como los alimentos probiéticos, los cuales son definidos por Schrezenmeir y
Vrese (2001), como un preparado o un producto (ldcteo o no lacteo) que contiene
microorganismos viables en cantidades suficientes, que modifican la microflora (por
implantacion o colonizacién) del huésped y por este medio ejercen efectos beneficiosos

sobre su salud.

Es por ello que el objetivo de este trabajo fue desarrollar un producto fermentado funcional
tipo yogurt elaborado con leche de avena y pulpa de zarzamora, para emplearlo como
suplemento alimenticio por la poblacién en general. Para ello se determind la vialidad del
producto mediante una investigacion de mercado, cuyos resultados arrojaron que el 92.5 %
de los encuestados se encontrarian dispuestos a consumir este producto. Se decidié por un
producto con el microorganismo probidtico encapsulado para prolongar su viabilidad, la
encapsulacion fue mediante la técnica de extrusion empleando alginato de sodio y cloruro de
calcio, obteniendo capsulas de 2 mm de didmetro, que presentaban concentraciones de
7.5x10° UFC/g L. casei, y una eficiencia de encapsulacién de 94.52 %. Consecutivamente se
desarrollaron 4 prototipos en los cuales se varidé la proporcidon de edulcorante y pulpa
disuelta (4 % edulcorante: 15 % pulpa, 5 % edulcorante: 15 % pulpa, 4 % edulcorante: 0 %
pulpa, 5 % edulcorante: 0 % pulpa), estos se sometieron a una prueba sensorial de
intervalos, eligiendo mediante un andlisis de varianza al prototipo que presento mejores
caracteristicas organolépticas eligiéndose asi al de menor concentracién de edulcorante y de
pulpa disuelta (4 % y 15 % respectivamente), en el cual se evaluaron propiedades quimicas,
fisicoquimicas y microbioldgicas, segun lo establece la normatividad mexicana, determinando
asi que este contaba con los requerimientos necesarios para ser considerado una bebida
fermentada de caracteristicas probidticas (7.5x10”7 UFC/g), reducida en calorias y baja en

grasa (NOM-086-SSA1, 1994), la cual de acuerdo al analisis de supervivencia y las pruebas



realizadas cuenta con un periodo de 17 dias de vida atil almacenada a 5 °C, en un envase de

HDPE pigmentado blanco con capacidad de 80 ml.
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INTRODUCCION
En la actualidad, el concepto de nutricién ha evolucionado notablemente, el actual interés

radica en la relacién entre la alimentacion y las enfermedades crénicas no transmisibles
(Cortés et al., 2005). Siguiendo esta tendencia, los consumidores, buscan en el mercado
alimentos que contribuyan a su salud y bienestar, en especial aquellos que ejercen una
accién beneficiosa sobre algunos procesos fisioldgicos y/o reducen el riesgo de padecer una
enfermedad, estos alimentos se han denominado funcionales y su importancia radica en que
algunos de sus componentes afectan funciones del organismo de manera especifica y
positiva, promoviendo un efecto fisiolégico o psicolégico mas allda de su valor nutritivo
tradicional, contribuyendo de esta manera en la conservacién de la salud, disminuyendo el
riesgo de enfermedad (Olagnero et al., 2007).

Dentro del grupo de los alimentos funcionales podemos encontrar a las bebidas fermentadas
con probidticos (Mazza, 2000), las cuales ejercen efectos beneficiosos sobre la salud, ya que
contiene microorganismos viables en cantidad suficiente, que modifican la microflora (por
implantacion o colonizacién) del huésped (Schresenmeir & Vrese, 2001).

Existe una amplia variedad de bebidas fermentadas, las cuales se pueden clasificar en funcion
al tipo de microorganismo utilizado en su elaboracion. Dentro de estas, es de interés en el
presente estudio la leche fermentada (yogurt), que segin el CODEX, es un producto obtenido
por medio de la fermentacién de la leche, con o sin modificaciones en la composicion por
medio de la accidn de microorganismos adecuados y teniendo como resultado la disminucién
del pH con o sin coagulacidon (precipitacion isoeléctrica). Estos microorganismos seran
viables, activos y abundantes en el producto hasta la fecha de duracién minima (CODEX
Alimentarius, 2003).

Debido a los problemas de salud actuales en México (Centro de Nutricién, Obesidad y
Alteraciones Metabdlicas., 2012), en este proyecto se planteé el desarrollo de un producto
fermentado funcional tipo yogurt a base de una bebida de avena (leche de avena), ya que
este cereal ademds de presentar todas las caracteristicas normales de un alimento (caracter
nutritivo basico, sabor y textura agradables), proporciona también un efecto beneficioso para

la salud, declaracién que se basa en numerosos estudios clinicos que llegaron a la conclusién
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de que los productos de avena pueden reducir los niveles de colesterol en suero, por su alto
contenido de B-glucano (Whelch, 1995). Ademds para incrementar la aceptacion del mismo y
su valor nutricional, se adicioné un edulcorante natural bajo en calorias (stevia) capaz de
inhibir el desarrollo de microorganismos en la zona bucal (Giannuzzi & Molina, 1995) y un
saborizante de zarzamora (Rubus fruticosus), el cual le proporciona al producto un aporte
extra de fibra y una gran cantidad de carotenoides y antocianinas que presentan una
actividad antioxidante (Andrade et al., s.f.).

Para conservar la viabilidad de los microorganismo durante el almacenamiento del producto
se adiciond un probidtico (L. casei) encapsulado, el cual ademas de brindar mayor
funcionalidad permite reducir la intolerancia a la lactosa y aumentar la respuesta
inmunoldgica (Magarifios et al., 2008).

El conjunto de estos componentes (leche de avena, los probidticos, la stevia y la pulpa de
zarzamora), permite la obtencién de un producto funcional con buenas caracteristicas

nutricionales, organolépticas y de bajo aporte caldrico.
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CAPITULO 1: ANTECEDENTES.

La avena (Avena sativa) es una planta herbacea anual, perteneciente a la familia de las
gramineas (SAGARPA, 2010). Posee raices mds abundantes y profundas que las de los demas
cereales; los tallos son gruesos, rectos y cilindricos, pueden variar de medio metro y hasta
metro y medio, estan formados por varios entrenudos que terminan en gruesos nudos; las
hojas son planas y alargadas de longitud aproximada a los 25 cm y ancho de 1 hasta 1.6 cm;
su ligula de longitud media, la espiga se encuentra formada por 20 o hasta 100 espiguillas por
panicula, tiene un grano parecido al del trigo pero mas largo y puntiagudo en ambos
extremos, no cuenta con auriculas, en la etapa de la plantula, las hojas se despliegan en
sentido contrario a las manecillas del reloj, produce de 3 a 5 macollas y su inflorescencia es
un conjunto de espigas o racimos que nacen de un mismo tallo las cuales se denominan

panoja o panicula, como se puede observar en la Figura 1 (Parson, 1983).

Es considerada una planta de estacion fria, muy sensible a las altas temperaturas sobre todo
durante la floracién y la formacién del grano. Es muy exigente en agua por tener un
coeficiente de transpiracién elevado, aunque le puede perjudicar el exceso de humedad. Se
adapta a terrenos muy diversos, preferentemente profundos y arcillo-arenosos. La cosecha

se realiza con trilladora de cereales cuando el grano estd maduro y seco (Salmerén, 2003).

El grano de avena es basicamente de consumo humano, se utiliza en forma de hojuelas y se
cocina en sopas, atoles y guisos; como forraje se emplea principalmente en la alimentacién

de ganado (Scade, 1981).

Los granos enteros de todos los cereales tienen una composicidon quimica y un valor nutritivo
parecido. Aportan energia a partir de carbohidratos y de grasas, junto con una porcién

variable de proteina vegetal (FAO, 1990).



El grano del cereal es, botdnicamente, un fruto en caridpside que contiene solo una semilla
(grano). La cubierta exterior de esta semilla esta constituida, fundamentalmente por el

pericarpio y el tegmen o testa (Figura 2).

- ,\\}r{ﬂoresoencia
/’ 7\

Espiguilla

Macollas

‘\H/ﬂ}/ ) Plan;tula
N e

Figura 1: Estructura de la planta de avena (Parson, 1983).

El pericarpio comprende, a su vez, diversos tejidos (epicarpio, mesocarpio, capa e células
transversales, entre otros), mas o menos diferenciados, segun el cereal, formados en el grano
maduro, por células vacias. En el tegmen o testa del grano maduro sold se diferencia
facilmente una capa celular. El pericarpio es rico en celulosa y el tegmen esta constituido,
basicamente por una capa continua de sustancia grasa, en la cual se encuentran los
pigmentos que dan al grano su color caracteristico (Primo, 1987).
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Subyacente al tegmen se encuentra la capa aleurona, que consta de uno o varios estratos de
células de parénquima, de forma cuadrangular o rectangular y con paredes delgadas. Estas

células contienen abundantes gldébulos de grasa y proteina.

El endospermo propiamente dicho estd constituido por células de parénquima, de paredes
delgadas, dispuestas en sentido radial, repletas de granulos de almiddn. Las capas mas

externas del endospermo son ricas en glébulos o granulos proteicos.

El embrion o germen estd localizado en un extremo del grano, adosado a la cara ventral,
siendo una estructura compleja, formada por el escutelo (tejido de reserva), el coleoptilo, la
coleorriza, el epiblasto, la radicula, la plumula, y el hipocotilo. Los tejidos del germen son
ricos en proteinas y lipidos no conteniendo apenas almiddn. El germen esta envuelto por las

cubiertas exteriores del grano (pericarpio, tegmen y la aleurona).

Los granos de avena ademads presentan una cubierta lignoceluldsica mds externa,

denominada cascarilla, muy rica en silice (Primo, 1987).
1.1.2.1 Composicion quimica de los granos de la avena.

La constituciéon quimica de los granos de avena, en lo que respecta a los constituyentes
principales, se da en la Tabla 1. Teniendo presente que la composicién quimica varia entre

limites muy amplios, dependientes no sélo de la variedad, sino también de las condiciones de

cultivo.
Hidratos de
Carbono
Factor de
Cereales Proteinas Grasa Totales Fibra Cenizas conversion N en
proteinas.
Arroz 10.1 2.1 86.4 1.0 1.4 5.95
Avena 22.4 9.8 64.0 3.9 3.8 6.25
Cebada 10.1 1.1 87.6 0.8 1.2 5.83
Maiz 10.3 4.5 83.8 2.3 1.4 6.25
Trigo 13.4 2.4 82.3 2.4 1.9 5.83

(Primo, 1987)
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Los hidratos de carbono representan en la avena alrededor del 65 %. En el grano, los
carbohidratos se localizan, fundamentalmente en el endospermo, algunos componentes
importantes en esta fraccion son las hemicelulosas, la celulosa (fibra) y los azucares libres,

para el caso de la avena su azlcar mas abundante es la sacarosa.

La distribucidn de las proteinas entre los diversos tejidos que constituyen el grano, y ain en
el interior de los mismos, varian de un cereal a otro. Las concentraciones mayores se
encuentran en las capas mds externas del endospermo (capas subaleurdnicas), en la propia
aleurona y en el germen. Las proteinas presentes en los granos se clasifican segun Osborne
como: albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas, de las cuales las ultimas dos se
localizan, principalmente, en el endospermo; las albiminas y globulinas se presentan

también en las cubiertas exteriores y en el germen.

Las semillas tales como la cebada, maiz, centeno, sorgo y trigo tienden a ser ricas en un tipo
especial de proteinas de reserva llamadas prolaminas y relativamente pobres en albuminas y

globulinas, a excepcidn del arroz y la avena en los cuales predominan las globulinas (Moya et

al., 2002).
Fraccion proteica Contenido
Cereales L . ) ) de

Albiminas  Globulinas  Prolaminas  Glutelinas  proteinas

Arroz 5.0 10.0 5.0 80.0 8-10

Avena 1.0 78.0 16.0 5.0 8-14

Cebada 13.0 12.0 52.0 23.0 10-16

Maiz 4.0 2.0 55.0 39.0 7-13

Trigo 3-5 10.0 69.0 16.0 12-18

(Primo, 1987)
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Como ya se menciond en la avena el contenido de proteinas principalmente se basa en las

globulinas las cuales forman el 78 % de la composicidn total como se muestra en la Tabla 2.

Las caracteristicas principales de las proteinas contenidas en la avena, se presentan en la

Tabla 3.

Proteina (%)

Caracteristicas

Globulinas (78-80)

Proteinas multiméricas solubles en solucién
salina y alcanzan entre el 75 al 80 % de las
proteinas de almacenamiento (Moya et al.,
2002).Coagulan por el calor. Solubles en
soluciones de acidos fuertes (Garrido et al.,

2006).

Prolaminas (10-16)

También conocidas como aveninas, son
proteinas de reserva de los granos,
representan entre el 4 al 14 % del total del
contenido proteinico de las semillas de
avena. Son solubles en solucién alcohdlica
(Moya et al., 2002). Nos son coagulables en
calor. Son ricas en prolina, de ahi su nombre

(Garrido et al., 2006).

Glutelinas (5 %)

Solubles en soluciones de acidos y bases
diluidas. Insolubles en disolventes neutros.

Coagulan por el calor (Garrido et al., 2006).

Estos 3 tipos de proteinas forman parte del grupo de las proteinas simples u holoproteinas,

ya que al hidrolizarse totalmente forman sélo a-aminoacidos, o sus derivados.
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Los lipidos representan, normalmente el 1-4 % del peso del grano (Tabla 1), observandose de
esta manera que el cereal mds abundante en este compuesto es la avena con un porcentaje

de 9a 10 %.

Los lipidos se encuentran localizados en todos los tejidos del grano, principalmente como

componentes de las membranas celulares y concentradas en el tegmen o testa.

El valor nutricional del grano de avena es superior al de otros cereales, al ser la avena mas
rica en aminodacidos esenciales, especialmente en lisina. El contenido en proteinas digestibles
del grano de avena es mayor que en maiz (Tabla 1) y también tiene una mayor riqueza en

materia de grasa que la cebada y el trigo (Nestlé, 2008).

1.1.2.2 Caracteristicas y propiedades funcionales.

Como se menciond anteriormente, la avena es quizds uno de los cereales mas ricos en
nutrientes que existe. Ademas de que la FDA (Food and Drug Administration), ha admitido
que los productos de sémola de avena, salvado de avena o harina de avena proveen un

efecto beneficioso para la salud (health claim).

La declaracion se basa en numerosos estudios clinicos que llegaron a la conclusién de que los
productos de avena pueden reducir los niveles de colesterol en suero, un factor que aumenta
el riesgo de enfermedades cardiovasculares, la FDA ha determinado que el principal
ingrediente activo que presenta estas propiedades es la fibra soluble (1-3) (1->4)-B-D-
glucano, o simplemente B-glucano, este componente y la viscosidad parecen tener una
importante funcién en la modificacion de los lipidos sanguineos y en la atenuacién de la

respuesta de la glucosa y la insulina en sangre.

En la avena existen numerosos componentes que pueden potencialmente modificar los
lipidos sanguineos o producir efectos fisioldgicos beneficiosos. Las capas externas de la avena
son, como las de otros cereales, una buena fuente de fibra alimentaria soluble, y tiene, por

consiguiente, la capacidad de mejorar la funcién del colon. Estas capas concentran otros
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componentes con funciones determinadas como ceras, lignina, fitato, vitaminas, minerales y

compuestos fendlicos. Algunos de estos compuestos son poderosos antioxidantes y pueden

presentar potentes propiedades farmacoldgicas. Pero ademas, la avena es un cereal integral

que es nutritivo en el sentido mas general, es decir, proporciona energia, proteina, vitaminas,

minerales y una distribucion de aminoacidos equilibrada (Mazza, 2000).

A continuacidn se presentan algunos de las principales caracteristicas de la avena las cuales

le brindan su funcionalidad:

Como ya se mencioné anteriormente, el salvado de avena contiene una sustancia
derivada de la celulosa llamada B-glucano, la cual disminuye el nivel de colesterol
gracias a que absorbe y arrastra los acidos biliares del intestino (Halfrish et al., 1995).
La avena contiene acidos grasos insaturados entre los que destacan el linoleico (80%),
el predominio de estos conlleva a un efecto regulador del colesterol.

Este cereal ademdas contiene una sustancia llamada avenasterol, la cual es una
sustancia vegetal parecida al colesterol que evita que este ultimo se absorba en el
intestino.

Un estudio llevado a cabo por el departamento de agricultura de los Estados Unidos
advirtio que la glucosa proveniente de la avena es muy bien tolerada por los
diabéticos (Marlett et al., 1994).

Un experimento demostrd que varios tipos de fibras, entre ellas la de la avena,
reduce los niveles de estrégeno en la sangre logrando disminuir el riesgo de cancer de
mama notablemente (Schultz & Howie, s.f.).

La avena aporta los nutrientes mds importantes para el buen funcionamiento de las
neuronas: glucosa, acidos grasos, fésforo, lecitina y vitamina B1. Todo ello ejerce un
efecto tonificante y tonificador en el sistema nervioso, ayudando a superar el estrés y
la depresidon (Marlett et al., 1994).

El alto contenido en zinc de la avena facilita a nuestro organismo la asimilacién y el
almacenamiento de la insulina, contribuye a la madurez sexual y ayuda en el proceso

de crecimiento, ademdas de ser beneficioso para el sistema inmunitario y la
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cicatrizacion de heridas. También ayuda a metabolizar las proteinas, a combatir la
fatiga e interviene en el transporte de la vitamina A a la retina.

e La abundancia de las vitaminas B6 y K, en este cereal hace que su consumo sea muy
recomendable en casos de diabetes, depresidon y asma. Ademas, de ayudar a prevenir
enfermedades cardiacas, combatir el cdncer y generar una correcta coagulacion de la

sangre (Schultz & Howie, s.f.).

1.1.3 Cultivo del cereal en México.

En México, es el cuarto cereal mas producido con una participacion del 0.5% de la
produccion total de cereales. En los primeros lugares encontramos al maiz (81.7 %), trigo
(16.7 %) y arroz (1.1 %). El precio por tonelada de la avena en el pais es muy bajo, esto

debido a la falta de demanda que tiene el cereal (SAGARPA, 2010).

Chihuahua es el principal estado productor de avena en grano en México, con el 69.3 % del
volumen la produccién entre los afios de 2007 a 2009 (Figura 3). El Estado de Meéxico,
Durango, Zacatecas e Hidalgo le siguen en importancia y cuentan con el 11.5 %, 9.4 %, 4.6 %

y 3.5 % de la produccidn respectivamente (SAGARPA, 2010).

Principales estados productores de avena

3.5 % Hidalgo 1.7 % Resto del

pais

4.6 % Zacatecas

9.4 % Durango/

69.3 %

11.5 % Edo. México Chihuahua

Figura 3: Principales Estados Productores de Avena Grano (2007-2009), (SIAP-SAGARPA, 2010).
9|Padgina



En cuanto a comercio exterior, México es un importador neto de avena. En relacion a la
semilla de avena, nuestro pais ha importado un promedio anual de 194 toneladas de semilla
entre 2005 y 2009 (Tabla 4). Desde el afio 2000 a 2009 las importaciones han disminuido en
80.0 %, hasta llegar el ultimo afio mencionado a las 104 toneladas importadas. La totalidad
de las importaciones y exportaciones mexicanas de avena semilla tienen como origen y

destino los Estados Unidos (INEGI, 2010).

Afio (T?nn:II:::s) Valor (Miles USS)  Precio /! (US$/Ton)
Export. Import. Export. Import. Export. Import.
2000 522.2 0.0 220.7 422.6
2001 558.5 0.0 231.3 414.2
2002 346.2 0.0 152.4 440.3

2003 354 274.9 15.9 112.1 450.2 407.7
2004 733 276.4 29.2 118.0 398.1 426.9
2005 204 93.9 7.4 43.0 363.8 457.4
2006 40.0 267.3 23.7 142.9 592.0 534.5

2007 256.0 0.0 151.2 590.8

2008 213  248.1 3.5 177.1 1640  713.8

2009 104.2 0.0 79.1 759.1
(INEGI, 2010)

El grano de avena se emplea principalmente en la alimentacién del ganado, aunque también
es utilizada como planta forrajera, en pastoreo, heno o ensilado, sola o con leguminosas
forrajeras. En menor escala la avena se emplea como alimento para consumo humano, en
productos dietéticos, triturada o molida y para preparar diversos platos. También se mezcla
con harina de otros cereales en la fabricacidén de pan, asi como en la fabricacién de alcohol y
bebidas (Infoagro, 2010).

Se le considera como cultivo alternativo en los Valles Altos y en la regidon semidrida del Norte-
Centro de México, particularmente cuando el inicio del periodo de lluvias se retrasa o se
presentan bajas temperaturas que ponen en riesgo la siembra de los cultivos tradicionales de

maiz y frijol. Si bien el uso de la avena como forraje se ha extendido en nuestro pais,
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incrementandose la produccién en la Ultima década, un gran problema que afecta a la
comercializacion de la avena grano para consumo humano es la poca demanda de este cereal
en nuestro pais. Ya que la dieta del mexicano no incluye el consumo regular de la avena,
entre otros factores, por falta de informacién de su contenido alimenticio. Esto ha
ocasionado que no se le haya dado mayor importancia al cultivo y desarrollo de este cereal

(Salmerdn, 2003).

1.2 Alimentos funcionales.

Siempre se ha considerado como alimento, a cualquier producto, natural o transformado,
que suministra al organismo que lo ingiere, la energia y las sustancias quimicas necesarias
para mantenerse en buen estado de salud; y como nutrientes, a las sustancias quimicas
contenidas en los alimentos que el organismo utiliza, transforma e incorpora a sus propios
tejidos para cumplir tres fines bdsicos: a) aportar la energia necesaria para su
funcionamiento; b) proporcionar los materiales para la formacidon de sus estructuras vy, c)
suministrar sustancias necesarias para regular el metabolismo. Estos nutrientes incluyen a las

proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas y el agua (Cortés et al., 2005).

Ademas de los nutrientes y componentes de aroma, sabor, color y textura, algunos alimentos
contienen ciertas sustancias quimicas capaces de tener efectos positivos para promover y/o
restaurar la salud, lo que permite atribuirles una funcién saludable. A dichos alimentos se les

conoce como funcionales (Betoret et al., 2003).

La Academia Nacional de Ciencia de los Estados Unidos ha definido estos alimentos como
“cualquier alimento o ingrediente alimenticio modificado o no, que pueda proporcionar un
beneficio a la salud superior al de los nutrientes tradicionales que contiene” (Thomas & Eart,
1994). El término “funcional” implica que el alimento tiene algun valor identificado que
conduce a beneficios para la salud, incluyendo la reduccion del riesgo de enfermedad, para la

persona que lo consume (Mazza, 2000).

Entre los alimentos funcionales mas consumidos tenemos a los alimentos probidticos

(Betoret et al., 2003).
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1.2.1 Alimentos probidticos.

El termino probidtico significa “a favor de la vida” y existen diferentes definiciones del
mismo. En el 2002 la FAO establecié que los probidticos son microorganismos vivos que
ejercen una accion benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas. Definiciones mas recientes los indican como “ingrediente alimentario microbiano
vivo, que al ser ingerido en cantidades suficientes, ejerce efectos benéficos sobre la salud de

quien lo consume (Ashwell, 2005).

El agregado de bacterias probidticas para la elaboracién de alimentos funcionales depende,
por un lado, del sinergismo que debe establecerse entre estos cultivos y los iniciadores de la
fermentacion (fermentos, cultivos iniciadores) que permite obtener un producto fermentado
con excelentes propiedades sensoriales, y por el otro lado, de los factores extrinsecos (Tabla
5) que afectan o condicionan la viabilidad de las cepas funcionales. Cabe mencionar que uno
de los requisitos principales de este tipo de alimentos es que los microorganismos
probidticos permanezcan viables y activos en el alimento y durante el pasaje gastrointestinal

para garantizar asi su efecto benéfico en el huésped (Saarela et al., 2000).

Los probidticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son también
conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan para prevenir
las infecciones entéricas y gastrointestinales (Penna, 1998). Para que un microorganismo
pueda realizar esta funcién de proteccidn tiene que cumplir los postulados de Huchetson: ser
habitante normal del intestino, tener un tiempo corto de reproduccion, ser capaz de producir
compuestos antimicrobianos y ser estable durante el proceso de produccion,

comercializacién y distribucidén para que pueda llegar vivo al intestino (Pardio et al., 1994).

El efecto protector de estos microorganismos se realiza mediante dos mecanismos: el
antagonismo que impide la multiplicacidon de los patdgenos asi como la produccién de sus
toxinas que imposibilitan su accion patogénica (Penna, 1998).

Dentro del grupo de microorganismos probidticos encontramos en si, a las bacterias acido-
lacticas quienes equilibran la flora intestinal y potencian el sistema inmunolégico (Penna,

1998).
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1.2.1.1 Leches fermentadas.

Las leches fermentadas son productos preparados a partir de la leche entera, parcial o
totalmente descremada, concentrada o bien sustituida, total o parcialmente con leche
descremada en polvo, pasteurizada o esterilizada y fermentada por medio de
microorganismos especificos, siendo los principales las bacterias acido lacticas. Cuando son
realizadas esas fermentaciones se producen metabolitos como el acido lactico, etanol,
bacteriocinas y muchos otros compuestos que conservan la leche y le imparten
caracteristicas organolépticas distintas (CODEX Alimentarius, 2003). Existe una variedad muy
amplia de leches fermentadas, las cuales se elaboran de diferentes formas y con distintos
tipos de materias primas y en las que intervienen un gran nimero de especies de BAL y
algunas levaduras (Bamforth, 2005). Siendo de esta manera su principal clasificacién en
funcién al tipo de microorganismo empleado en su elaboracién, como se muestra en la Tabla

6.

Muchas de las bacterias lacticas utilizadas en la fabricacién de leches fermentadas estan
consideradas como probidticos, es por esto que la ingesta regular de este producto puede
resultar beneficiosa para prevenir enfermedades infecciosas comunes por ingestion de

patdgenos.
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Tabla 6: Clasificacion de las leches fermentadas de acuerdo al tipo de su flora dominante.

Grupo: Tipo de flora: Caracteristicas: Productos:
Lactococcus y en algunos Jocoque
Acidez baja o
I casos Leuconostoc Buttermilk
moderada
(bacterias mesofilicas). Leches escandinavas

Leche “bulgara”

Il Lactobacillus Leche acidofila
Yakult
Yogurt
Dahi
Acidez moderada o alta
Labneh
Lactobacillus, Lactococcus
I Bioghurt
(bacterias termofilas).
Prostokvasha
Brano
Gioddu
Kefir
Bacterias lacticas
v Acidez y alcohol Koumiss
levaduras.

“Bulgaros”

Garcia et. al., 2005.

Tipos de leches fermentadas.

En la Figura 4 se muestra la clasificacién que asigna el CODEX para las leches fermentadas.
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— Concentradas:

—|Aromatizadas:

Bebidas a base de
leche fermentada.

Figura 4: Tabla de clasificacion de las leches fermentadas.

Bacterias lacticas.

El grupo de bacterias lacticas o bacterias acido lacticas ha sido definido por ORLAN-JENSE
(1919) y reune varios géneros caracterizados por su capacidad de fermentar los glicidos
produciendo acido lactico. La fermentacién se denomina homolactica si el acido lactico es
practicamente el Unico producto formado, y heterolactica si se forman también otros
compuestos: acido acético, etanol, CO,, etc.

Segiun el tipo de fermentacion se habla de bacterias homofermentativas o

heterofermentativas. Ciertas bacterias homofermentativas son también capaces de
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fermentacion heteroldactica en condiciones de crecimiento no dptimas o segun la naturaleza

del azucar utilizado.

Las bacterias lacticas presentan otras caracteristicas comunes que explican su

reagrupamiento:

Son bacterias Gram positivas, generalmente inmdviles, nunca esporuladas, catalasa-
negativas, oxidasa-negativas, generalmente nitrato reductasa negativas, su capacidad de
biosintesis es débil, lo que explica su poliauxotropia para diversos aminoacidos, bases
nitrogenadas, vitaminas y 4acidos grasos, pero también su metabolismo fermentativo:
incapaces de sintetizar el nicleo hemo de las porfirinas, estdn normalmente desprovistas de
citocromo. Son bacterias anaerobias facultativas: microaerdfilas, capaces de fermentar tanto
en aerobiosis como anaerobiosis, son acido tolerantes pudiendo crecer en pH tan bajos como
3.2, otras a valores tan altos como 9.6, y la mayoria crecen a pH entre 4 y 4.5 (Carr et al.,

2002).

La clasificacion de las bacterias acido lacticas en géneros diferentes es basada en principio en
la morfologia, modo de fermentacién de la glucosa (homofermentativas y
heterofermentativas (Tabla 7)), el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracién
del acido lactico producido, la habilidad para crecer a altas concentraciones de sal y

tolerancia acida o alcalina.

Los géneros mas representativos de este tipo de bacterias son: Lactobacillus,

Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc (Leveau & Bouix, 2000).

Las bacterias acido lacticas son microorganismos que tienen diversas aplicaciones, siendo
unas de las principales la fermentacidn de alimentos, la produccién de acido, la inhibicién de
microorganismos indeseables, la reduccién de riesgos higiénicos, la coagulacién de la leche,
sinéresis del lactosuero, la reduccion del contenido de azlcares, formacion de aromas como
los producidos por el diacetilo y acetaldehido en la mantequilla, la producciéon de gas

requerida para la formacién de hoyos en cierto tipo de quesos y la protedlisis necesaria
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durante la maduracién de los mismos. Ademas, las bacterias acido lacticas disminuyen la
lipdlisis, lo cual evita la rancidez en los productos ldcteos (Ramirez et al., 2011),

contribuyendo de esta manera en la biopreservacion de los alimentos, ademas de mejorar las

caracteristicas sensoriales como el sabor, olor, textura, aumentando su calidad nutritiva.

Homofermentadoras:

Heterofermentadoras:

Lactococcus, Streptococcus, Pedicococcus y
algunos Lactobacillus poseen la enzima
aldolasa y producen acido lactico como el
producto principal de la fermentacidn de la
glucosa, utilizando la via de la glucdlisis

(Ramirez et al., 2011)

Por su parte el género Leuconostoc,
Lactosphaera y algunos Lactobacillus se
consideran heterofermentadores, ya que
convierten hexosas a pentosas por la via 6-
fosfogluconato-fosfocetolasa, produciendo

en el proceso ademds de &acido lactico,

cantidades significantes de otros productos
como acetato, etanol y CO; (Carr et al.,

2002).

Es un bacilo homofermentativo Gram positivo, largo, no movil el cual produce acido D-(-)-
lactico. Es capaz de fermentar fructosa, galactosa, glucosa y lactosa. Pero no asi maltosa y
sacarosa. Puede crecer a temperaturas superiores a 45 °C, pero su 6ptimo estd en el
intervalo de 40 a 43 °C, y no es capaz de crecer a temperaturas menores de 15 °C. Posee la
habilidad de crecer en pH acidos y presenta metabolismos fermentativos alin en presencia de

oxigeno (Holt et al., 1994).

Presenta forma esférica u ovoide, se asocia en pares o cadenas largas de célula. Es Gram

positivo, no movil, termofilo por lo que crece entre 40 a 45 °C y no crece a temperaturas
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menores de 20 °C. Produce 4cido L (+)-lactico por homofermentacion. Como fuente de

carbono utiliza glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa (Holt et al., 1994).

El Lactobacillus casei es una bacteria lactica, Gram positiva, no esporulada que pertenece al

Phylum Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Lactobacillales.

El metabolismo de L. casei es heterofermentativo gracias a que posee una enzima llamada
fosfocetolasa, que le permite poder seguir la via de las pentosas convirtiendo hexosas
(principalmente glucosa) en pentosas y teniendo como productos finales una variedad de
compuestos reducidos ademds de lactato, como acido acético, etanol, biéxido de carbono y

ademas a partir de piruvato produce perdxido de hidrégeno (Boone & Castenholz, 2001).

Es una bacteria anaerobia facultativa es decir crece de manera éptima en condiciones
anoxicas, pero puede presentar crecimiento si la concentracidén de oxigeno es baja, debido a
gue posee enzimas como NADH oxidasa, NADH peroxidasa que minimizan la toxicidad de

compuestos activados por el oxigeno (Gonzdlez et al., 2004).

El L. casei se considera una bacteria GRAS (generalmente reconocida como segura) y un
microorganismo probidtico, se le han comprobado beneficios como: inhibir microorganismos
patégenos (Salmonella, Shigella y Helicobacter), reducir la intolerancia a la lactosa y
aumentar la respuesta inmunoldgica, mantiene el balance de la microflora intestinal y

disminuye la actividad enzimatica fecal (Magarifios et al., 2008).

1.3 Yogurt.

El yogurt es un producto lacteo fermentado que resulta del crecimiento de las bacterias
lacticas Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus y Lactococcus salivarius sbsp. thermophilus

en leche. De esta fermentacién debe resultar un liquido suave y viscoso, o un gel suave y
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delicado, de textura firme, uniforme, con la minima sinéresis y con sabor caracteristico

(Bamforth, 2005).

Segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-181-SCFI-2010), el yogurt es el producto obtenido de
la fermentacidon de leche, estandarizada o no, por medio de la accion de microorganismos
Lactococcus sbsp. thermophilus y Lactobacillus sbsp. bulgaricus, y teniendo como resultado la

reduccion del pH.

El yogurt podra clasificarse por sus componentes en simple o natural y en saborizado o con
fruta, independientemente de su presentacién. Podra clasificarse como: yogurt, yogurt
simple o yogurt natural, cuando cumpla con las especificaciones establecidas en el apartado

6 de esta NOM.

El yogurt saborizado o con fruta podra contener hasta 50 % (m/m) de ingredientes no
lacteos, a saber: edulcorantes, frutas y verduras, asi como jugos, purés, pastas, preparados y
conservadores derivados de los mismos, cereales, miel, chocolate, frutos secos, café,
especias y otros alimentos aromatizantes naturales e inocuos y/o sabores. Los ingredientes

no lacteos pueden ser afiadidos antes o luego de la fermentacion.

Especificaciones:

e Especificaciones fisicoquimicas del yogurt, asi como de las leches fermentadas,

segun lo establece el CODEX y la NOM-181-SCFI-2010:

El yogurt y las leches fermentadas deberan cumplir con las especificaciones fisicoquimicas

descritas en la Tabla 8.

CODEX STAN 243-2003 NOM-181-SCFI-2010

Yogurt, yogurt en base Yogurt segin Norma
Leche Fermentada
a cultivos alternativos = Oficial Mexicana

Proteina lactea @ (%
Minimo 2.7 % Minimo 2.7 % Minimo2.9a1.2 %
m/m):
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CODEX STAN 243-2003 NOM-181-SCFI-2010

Grasa lactea (%
Menos del 10 % Menos del 15 % Maximo 15.0 %
m/m):
Acidez valorable,
expresada como
Minimo 0.3 % Minimo 0.6 % Minimo 0.5 %

porcentaje de acido
lactico (% m/m):
Sélidos Lacteos no
Minimo 8.25 %
grasos:

(@ gl contenido de proteina es 6.38 multiplicado por el nitrégeno Kjendahl total determinado.

e Especificaciones microbiologicas:

Numero de microorganismos viables que deben contener las leches fermentadas segtin el

CODEX y la NMX-703-COFOCALEC-2004 (Tabla 9):

CODEX STAN 243-2003 NMX-703-COFOCALEC-2004

Yogurt, yogurt en base = Yogurt segln Norma
Leche Fermentada
a cultivos alternativos = Mexicana:

Suma de
microorganismos
que comprende Minimo 10’ Minimo 107 Minimo 107
el cultivo (UFC/g,

en total):

Microorganismo

etiquetados Minimo 10° Minimo 10° Minimo 10°

(UFC/g Total):

b) se aplica cuando en el etiquetado se realiza la declaracion de contenido que se refiere a la

presencia de un microorganismo especifico, que ha sido agregado como complemento del cultivo.
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En las leches fermentadas aromatizadas y bebidas a base de leche fermentada los criterios
anteriores se aplican a la parte de leche fermentada. Los criterios microbioldgicos (basados
en la porcion de producto de leche fermentada) son vélidos hasta la fecha de duracidn
minima.

Los microorganismos deben permanecer viables, activos y abundantes hasta la fecha de

caducidad del producto.

Existe una gran variedad de yogures que difieren entre si por varios factores, entre ellos: el
proceso de elaboracion (firme, batido y liquido), la adicidon de saborizantes (natural, afrutado

y saborizado) y la forma de presentacion.

El yogurt firme y el batido son dos tipos de yogurt que difieren en el proceso de elaboracién.
En el yogurt firme, la leche inoculada con los microorganismos se debe envasar en los
recipientes definitivos antes de que se inicie la fermentacién, la cual se llevard a cabo en el
mismo recipiente en el que sera distribuido el producto. Si se desea agregarle frutas, se

adicionan en el fondo del envase antes de la leche (Hernandez et al., 2003).

Los yogurts batidos son mas liquidos que los firmes, y la fermentacion se lleva a cabo fuera
del envase final, en un recipiente de fermentacién, lo que permite adicionarle preparados de
fruta (jugos, pulpa o trozos de fruta) o cereales, etc. (Madrid, 1990).

El yogurt liquido o para beber se puede describir como un yogurt batido de menor
viscosidad. (Hernandez et al., 2003). El proceso de fabricacion de este yogurt es el mismo que
el del yogurt batido, pero el contenido de sdélidos es menor, el coagulo se bate antes del
llenado de los envases y suele afiadirse zumos de frutas en lugar de concentrados (Early,

1998).

La elaboracion de un yogurt comienza por la seleccion y mezcla de todos los ingredientes que
constituyen la preparacién inicial o mezcla base, como se muestra en la Figura 40 (pagina

94).
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Estandarizacion: La fortificacion de la leche consiste en aumentar su contenido de sélidos no
grasos (Early, 1998). La finalidad de la estandarizaciéon es lograr un contenido de sdlidos
minimo del 15 %, para de esta manera mejorar la consistencia final del yogurt, disminuir la
tendencia a la sinéresis y reducir ligeramente la produccion de acido durante la fermentacién

(Varman, 1995).

Homogenizacidn: La finalidad de homogeneizar es reducir el tamafo de la fase discontinua,
es decir, los glébulos graso, para conseguir una emulsion estable (Early, 1998). Esta
operacion mejora la textura, disminuye la tendencia a la sinéresis y la formacién de nddulos

(Varman, 1995).

Pasteurizacion: Esta operacion tiene como finalidad eliminar la flora asociada a la leche,
dejando asi un medio adecuado para el cultivo de las bacterias del yogurt. El tratamiento
térmico reduce el potencial redox de la leche debido a la desordenacion del oxigeno disuelto
y a la produccién de grupos sulfhidrilos libres por la desnaturalizacién de las proteinas,
liberando de esta manera algunos péptidos que estimulan el crecimiento de los cultivos.
Modifica ademas la estructura de las proteinas de la leche favoreciendo su agregacion,
provoca asociacidn de la kapa-caseina con la B-lactoglobulina y la a-lactoalbumina, y expone
los dominios hidrofébicos de las proteinas por desnaturalizaciéon, lo cual mejora la viscosidad

del yogurt y su capacidad de retencién de agua (Garcia et al., 2004).

Enfriamiento: Una vez que la leche a recibido el tratamiento térmico, es necesario
refrigerarla hasta una temperatura adecuada para la siembra del cultivo (40 a 45 °C) (Early,

1998).

Inoculacion: Se inocula con 2 % a 5 % de un cultivo compuesto de Lactobacillus, o
alternativamente se puede utilizarse cultivos congelados o liofilizados de uso directo. La
leche se incuba a 42 °C de 3 a 6 horas, el producto alcanza una acidez de entre 0.8 y 1.4 % de

acido lacticoy un pH entre 3.7 a 4.6.

La incubacion se efectua en el envase de distribucion en el caso del yogurt firme o
semisélido, y en tanques para el yogurt batido y liquido.
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Fermentacion: Para yogures batidos y para beber la fermentacién se realiza en tanques que
tienen este propdsito, para los yogures firmes la fermentacién se realiza en el propio envase
de venta. Para la incubacidn de la leche inoculada con los cultivos tradicionales de Lc.
thermophilus y L. bulgaricus, se requiere de una temperatura de 42 °C por un periodo de

tiempo de 4 a 6 horas.

La formacidén del codgulo durante la elaboracién del yogurt, obedece al hecho de que a un pH
cercano a 4.6 las micelas de caseina de la leche coalescen en forma de cadenas o
conglomerados para formar una estructura tridimensional en la cual queda atrapado el
suero, como se observa en la Figura 5. A pH alto (> 5.4) las micelas de caseina mantienen su
estado nativo (100-250 nm), pero cuando el pH alcanza valores de 5.1, las particulas sufren
disociaciones parciales formando subparticulas de 30-40 nm, cuando se alcanza pH del orden
de 4.8 — 4.3 la caseina forma grandes conglomerados que atrapan la grasa y el suero, y que

son responsables de las altas viscosidades del producto.

A mayor contenido de sélidos de leche, las micelas formadas por la caseina tienden a ser de
menor tamafio, formando aglomerados y cadenas que componen una matriz mas eficiente

para la formacién de un gel (Castro, 2005).
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33

Acidificacion

El proceso de fermentacién suele interrumpirse cuando el pH de la leche es

aproximadamente de 4.2 — 4.4 y, en ocasiones, mas bajo (3.8 - 4.0) (Tamime, 1991).
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Batido: Consiste en la rotura del codgulo/gel caliente y la reincorporacién del lactosuero y es
una operacién que solo se realiza en la fabricacion de yogures batidos y para beber.
Generalmente, para obtener un gel homogéneo es suficiente una agitacion muy suave (2-4
rom) durante unos 5-10 minutos. La agitacidn tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad

del cultivo, reduce la produccién de acido lactico.

Enfriamiento: El enfriamiento se hace, en el caso del yogurt firme, dentro del envase
mediante bafios de agua o con corrientes de aire frio (Garcia et al., 2005). Este enfriamiento
se debe realizar de manera rapida para lograr frenar la acidificacion, a partir de alli se evita
que se produzca el desuerado, lo mds recomendable es continuar la refrigeraciéon
lentamente; asimismo, de esta forma se afectara menos la consistencia del producto. Para
alcanzar los efectos del enfriamiento y asi reducir la actividad metabdlica de los
microorganismos y mantener las propiedades reolégicas del producto, el yogurt debe ser
llevado lo mads rapido posible desde la temperatura de incubacién hasta aproximadamente

18-20 °C.

Adicion de frutas y mezclado: El puré se debe encontrar en proporcién de 15 a 25 % en el
producto final. Este mezclado permite conseguir una distribucién uniforme de color, aromay

de las frutas dentro del yogurt.

Envasado: El yogurt es comercializado en envases de vidrio, polietileno, polipropileno,

poliestireno, cloruro de polivinilo, bolsas de plastico y envases de cartén.

Almacenamiento refrigerado: El yogurt tradicional deben mantenerse en condiciones de
refrigeracién hasta el momento de su consumo. La mayoria de los yogures tienen una
caducidad de entre 15 y 21 dias. Las variaciones de temperatura durante el periodo de
conservacion producen modificaciones en la textura y la viscosidad, originan la separacion de
suero y favorecen el desarrollo de microorganismos alterantes y patégenos. Ademas la
exposicidon a temperaturas mas altas que las recomendadas, aceleran las reacciones

bioquimicas como la oxidacién de la grasa, aumentan la hidratacion de las proteinas
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contenidas en el yogurt, produce la deshidratacién de la superficie del producto y modifica el

color de la fruta.

La temperatura durante todo el periodo de conservacion debe mantenerse entre 2 y 5 °C,

nunca sobrepasar los 10 °C (Early, 1998).

Es un producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostro, procedente del ordeiio
higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras domésticas, mamiferas, sanas

bien alimentadas, después de las 48 horas de la emisidén de calostro.

La leche como tal es un alimento compuesto principalmente de agua (entre 85 y 89 %) y
sélidos como la grasa, proteina, lactosa y minerales (calcio, fésforo, zinc y magnesio, entre
otros). Contiene también vitaminas A, D y del grupo B, especialmente B2, B1, B6 y B12

(PROFECO, 2004).

No hay una definicién formal ni legal para este producto, sin embargo es un término general
gue se imparte a una bebida no lactea elabora a base de agua y de ingredientes vegetales, asi
como de algunos frutos secos, cereales o legumbres, que presenta caracteristicas sensoriales
de color (blanquecino) y consistencia (cremosa) semejantes a las de la leche de vaca por lo

cual se emplea este término para describirla.

Hay diversas razones para consumir bebidas vegetales o leches vegetales, incluyendo la
sustitucion de leche de vaca en pacientes con intolerancia a la lactosa (que carecen de la

enzima lactasa), las creencias religiosas, preferencia por su sabor o el veganismo.

Entre sus principales ventajas encontramos que estas no contienen lactosa, ni colesterol, son
ricas en acidos grasos insaturados, aportan proteinas vegetales de alta calidad, tiene un bajo

contenido en sodio y son de facil digestion (Roman, 2009).
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Existe una amplia variedad de bebidas vegetales la mas comun es la leche de soya, sin
embargo también podemos encontrar leche de avena, almendra, quinoa, arroz, amaranto,

nuez, avellana, etc.

e Leche de avena: La nutridloga Elizabeth Catalan (2012) define a esta bebida como un
producto obtenido a partir de la avena integral.
Con un alto contenido en fibra, que ayuda a regular el transito intestinal, posee un
alto aporte de vitamina B y estimula el buen funcionamiento del sistema nervioso,
entrega proteinas que tienen una buena cantidad de aminoacidos esenciales, es ideal
para personas con niveles de colesterol alto y es muy recomendable para personas
con problemas de insomnio y/o estrés, ya que posee avenina, sustancia que actua

como sedante en nuestro organismo.

La funcidon de cualquier cultivo iniciador es la de producir suficiente cantidad de acido lactico
en el menor tiempo posible, haciendo descender el pH de la leche desde 6.4 - 6.7
(dependiendo de la riqueza en extracto seco) hasta un pH de 3.8 — 4.2 y ademas desarrollar
en el producto final unas caracteristicas de textura, viscosidad y sabor que correspondan a

las exigencias de los consumidores.

Los cultivos comerciales mas utilizados para la produccién de yogurt estan compuestos por L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. salivarius subsp. thermophilus en proporcién 1:1,
estableciendo entre estas bacterias lacticas un fendmeno de asociacidn o simbiosis
cooperativa que es beneficiosa para ambos microorganismos, pero no necesaria. Este tipo de
cooperacidon se conoce como protocooperacién, ya que el crecimiento del coco se ve
estimulado por la presencia en el medio de aminoacidos y péptidos liberados en la accion
proteolitica del bacilo sobre la proteina de la leche. A su vez, el desarrollo del bacilo estd
favorecido por la formacion de acido formico y el CO2 producidos por las células del coco en

fase de crecimiento logaritmica (Early, 1998).
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Para la elaboracién de diversos productos lacteos, se emplean estabilizantes, la finalidad de
la adicidn de estos a la mezcla base es mejorar y mantener las caracteristicas deseables del

yogurt, es decir, textura, viscosidad/consistencia, aspecto y cuerpo.

Los estabilizantes en el yogurt tienen basicamente dos funciones, generar una mejor
retenciéon de agua, asi como favorecer el aumento de la viscosidad. Las moléculas de los
estabilizantes son capaces de formar una red mediante enlaces entre las mismas y los

distintos componentes de la leche, debido a la presencia de grupos cargados negativamente.

Existen una gran variedad de compuestos que pueden ser adicionados a la leche, con objeto
de lograr una adecuada viscosidad del yogurt. Estos estabilizantes se pueden afiadir en forma

individual o conformando mezclas (Tamime & Robinson, 1991).

La goma guar es un carbohidrato polimerizado comestible, Util como agente espesante con
agua y como reactivo de adsorcién. Se encuentra en el endospermo de las semillas de la
planta leguminosa Cyamopsis tretragonalobus y psolaroides (Alimentarios y técnicas, S.A. de
C.V., s.f.), es un galactomano que consiste en una cadena de manosa ramificada con
unidades de galactosa en una proporcién 2:1. Estas ramificaciones permiten la separacién de
las cadenas principales y, por consiguiente, su hidratacién como consecuencia de su elevada
afinidad con el agua, la goma guar proporciona una alta viscosidad en sistemas acuosos o

lacticos (Cubero et al., 2002).

Entre sus aplicaciones industriales destaca el empleo como aditivo quimico y alimentario.
Esta goma es empleada principalmente como agente espesante con viscosidad en funcion a
la temperatura. Puede emplearse en una amplia gama de productos, ya que permanece
estable en un rango de pH de 3 a 11, presenta la ventaja de ser soluble en frio. Es poco
sensible a los efectos mecanicos y tiene buena resistencia a los ciclos congelacion-

descongelacién (Cubero et al., 2002).
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Normalmente en la elaboracion de yogurt con frutas, yogurt con sabor a frutas y, en algunos
casos, de yogurt natural azucarado o edulcorado, se suelen adicionar agentes edulcorantes,
cuya funcién principal es atenuar la acidez del producto.

La cantidad de edulcorante afadido depende del tipo de agente utilizado, las preferencias de
los consumidores, la fruta empleada, asi como los posibles efectos inhibidores sobre los

microorganismos estdrter del yogurt y las limitaciones legales.

El yogurt de frutas y el yogurt aromatizado contienen por término medio hasta un 20 % de

carbohidratos.

Los preparados de frutas utilizados en la industria del yogurt pueden englobarse en dos
categorias: la primera incluye las conservas de frutas a las que no se ha afadido edulcorante
alguno y la segunda las frutas a las que se han adicionado azucares y agentes edulcorantes

(Tamime & Robinson, 1991).

Los edulcorantes de bajas calorias, son sustancias dulces que no aportan carbohidratos al

metabolismo (Giannuzzi & Molina, 1995).

El interés por conseguir edulcorantes que no aporten calorias y que no sean artificiales ha
conducido al descubrimiento de algunas sustancias, que hoy se usan con cierta frecuencia en
alimentos para regimenes especiales. En su mayoria proceden de plantas, una de estas
sustancias es el estevidsido, perteneciente a la Stevia rebaudiana, Cad-ché o yerba dulce, que
crece en forma silvestre en algunas zonas de Paraguay, Brasil y provincias del noroeste
argentino. Sus hojas tienen un intenso sabor dulce, propiedad que se debe al contenido de

este glicdsidos (Soto & del Val, 2002).

La hoja en su forma natural es de 10 a 15 veces mas dulce que el azicar comun. Los
estevedsidos tienen un poder edulcorante de 200 a 300 veces mayor que el azucar,

constituyendo un sustituto no calérico y seguro para los diabéticos. Muchos estudios de
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toxicidad llevados a cabo con extractos de S. rebaudiana indican que es segura para el
consumo humano y que este producto puede inhibir el desarrollo de microorganismos en la
zona bucal, ademds de ser digestible totalmente por el organismo (Giannuzzi & Molina,

1995).

El estevidsido es un glicésido diterpeno de M = 804,80 y férmula C3gHegoO1s, su estructura se

muestra en la Figura 6.

La zarzamora (Rubus fruticosus) de la familia Rosaceae es un fruto de pequefio tamaiio,
redondo o ligeramente alargado, compuesto por pequenos gldbulos los cuales se agrupan en
un receptaculo en forma de racimo que contienen en su interior una semilla diminuta y
tienden a ser de color negro brillante intenso.

Poseen propiedades diuréticas, astringentes, antiulcerosas, antidiabéticas, hemostaticas,
fortifica las encias, y ademas aporta mucha fibra y pocas calorias, al ser pobre en proteinas y
grasas (Wada & Ou, 2002).

Estos frutos contienen un elevado porcentaje de agua, alrededor del 80 % y en el porcentaje
restante posee azlcares, vitaminas, sales de calcio y acidos organicos (Tabla 10). Tienen un
alto contenido en fibras, lo que mejora el transito intestinal, ademas poseen gran cantidad

de carotenoides y antocianinas que presentan una actividad antioxidante (Wada & Ou, 2002).
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Hidratos de Carbono

Proteinas Grasa  Totales Fibra Cenizas Agua

Zarzamora 0.70 0.60 12.6 2.7 0.50 85.6

(Wada & Ou, 2002).

1.4 Microencapsulacion.
Se define a la microencapsulacion como la tecnologia empleada para el embalaje/envoltura
de materiales, sdlidos, liquidos o gaseosos en pequeiias capsulas que pueden liberar su

contenido a una velocidad controlada bajo determinadas condiciones (Parra, 2011).

Una microcdpsula esta constituida como se muestra en la Figura 7, por una membrana
fuerte, delgada esférica semipermeable que envuelve a un nucleo sélido o liquido, con un
didmetro que puede variar desde unas pocas micras a varios milimetros (Kailasapathy, 2006).
La microencapsulacion, por tanto, ayuda a separar el nucleo central, en nuestro caso los
microorganismos probidticos, de su entorno hasta su liberacién, protegiéndolo de diversos
factores adversos como acidez, concentracion de oxigeno y condiciones gdastricas, mejorando
con ello su estabilidad y vida media y proporcionando una liberacién controlada
dependiendo del material empleado como matriz. Esta liberacion de puede producir
mediante diversos mecanismos, como ruptura mecanica de la pared de la cdpsula, disolucién
de la misma, fusidn de la pared o difusién del contenido a través de la pared (Kailasapathy,
2006). Finalmente debe destacarse que, al tratarse la pared de las microcapsulas de una
membrana semipermeable, permite el intercambio de nutrientes y metabolitos con el
exterior, hecho importante para el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad de los

microorganismos encapsulados.
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Figura 7: Estructura de una microcapsula, donde la pared esta conformada por el agente encapsulante y el
nucleo por la sustancia activa.

1.4.1 Métodos de microencapsulacion.

Existe una gran variedad de métodos de encapsulacién aplicables en diversos campos, la
seleccion de este se encuentra en funcion del: tamafio medio de la particula requerida, de las
propiedades fisicas del agente encapsulante, de la sustancia a encapsular, de las aplicaciones
del material encapsulado propuesto, del mecanismo de liberacion deseado y del costo
(Villena et al., 2009).

Las técnicas de encapsulacién pueden ser divididas en dos grupos: quimicos y mecanicos
(Madene et al., 2006). En la Figura 9 se observan los principales métodos que se utilizan para
encapsular sustancias.

1.4.1.1 Metodologias de extrusién o goteo.

La extrusidn consiste en producir pequeias gotas de material encapsulado forzando el paso
de una solucidn a través de una aguja de jeringa o de una boquilla en los dispositivos
generadores de goteo (de Vos et al., 2010). Para ello, los microorganismos son adicionados a
una solucién hidrocoloide y esta suspension se hace gotear sobre una solucion de
endurecimiento (Figura 8). El tamafio de las capsulas obtenidas se encuentra entre los 2 a 4
mm, y este va a depender del didmetro de salida de la solucion, ya que cuanto menor sea el
didmetro de la abertura correspondiente (aguja/boquilla), menor serad el tamafio de las

capsulas.
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Se trata de una técnica apropiada para la encapsulacién de microorganismos ya que es poco
agresiva, no emplea disolventes perjudiciales para las bacterias, se puede llevar a cabo tanto
en condiciones anaerobias como aerobias y ademas, empleando los dispositivos adecuados
se puede producir a gran escala. Es por ello que es una técnica ampliamente aplicada en la
encapsulacion de probidticos (Jiménez, 2011).

Extrusion

o

, -
— —bBactmammpiulada
oY0 o

Suspension microbiana en alginato l Capsula de alginato

Goteo de la suspension sobre solucion
de endurecimienta | CaChk)

Figura 8: Método de extrusion para la encapsulacion de microorganismos.
1.4.2 Materiales empleados en la microencapsulacién.
Independientemente del método elegido para preparar las microcdpsulas, el primer paso en
la encapsulacion serd la eleccion de una matriz adecuada (Pedroza, 2002), existe una amplia
variedad de agentes encapsulantes los cuales se clasifican de acuerdo a su naturaleza y

composicidn quimica, en la Tabla 11, se presentan los principales.
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Tabla 11: Principales materiales empleados en la encapsulacién.

Agente Encapsulante:

Lipidos:

Carbohidratos:

Cobertura Especifica:

Dentro de los principales agentes encapsulantes de cardcter
lipidico se encuentran; las grasa lactea, lecitinas, ceras, acido
estedrico, monoglicéridos, diglicéridos, parafinas, aceites
hidrogenados como el aceite de palma, algoddn y soya, todos
estos agentes presentan la caracteristica de ser excelentes
formadores de peliculas capaces de cubrir las particulas
individuales, proporcionando una encapsulacién uniforme
(Yafez et al., 2002).

e Almidédn: Es un polisacarido compuesto
principalmente de amilosa y amilopectina. El almidén
resistente es el que no es digerido por las enzimas
pancreaticas (amilasas) en el intestino delgado vy
puede llegar al colon donde se fermenta; esta
especificidad proporciona una buena caracteristica de
proteccidn al utilizarse como material encapsulante y
una mejor liberacién de los probidticos o
componentes activos en el intestino grueso (Anal &
Singh, 2007).

e Maltodextrinas: Se elaboran por el método de la
hidrélisis acida o enzimatica de los almidones. Entre
sus principales ventajas como pared para encapsular
se encuentra su bajo costo y su efectividad, son
inodoras, incoloras y de baja viscosidad a altas
concentraciones, ademads permiten la formacion de
polvos de libre flujo sin enmascarar el sabor original
(Garcia et al., 2004).

e Gomas: Entre sus principales caracteristicas se
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encuentra que generalmente son insipidas, aunque
pueden tener un efecto pronunciado en el gusto y
sabor de alimentos, son solubles, de baja viscosidad,
poseen caracteristicas de emulsificaciéon y son muy
versatiles para la mayoria de los métodos de
encapsulacion (Madene et al., 2006).
Como ejemplos de agentes encapsulantes se tienen a
la goma de algarrobo, guar, arabiga, gelana y xantana
(Morkhade & Joshi, 2007), una de las principales
aplicaciones ha sido en inmovilizacién y proteccién de
células bacterianas, para lo cual se han utilizado
alginatos y carragenina (McMaster et al., 2005).
Dentro de los principales encapsulante de este tipo
encontramos a las proteinas alimenticias como caseinato de
sodio, proteina de lactosuero, aislados de proteina de soya,
Proteina: gluten, caseina, soya, trigo y grenetina, este ultimo utilizado
por sus buenas propiedades de emulsificacion, formacién de
peliculas, solubilidad de agua y biodegradabilidad (Favaro et

al., 2010).

1.4.2.1 Materiales empleados en la microencapsulacion de probiodticos.

Como materiales de encapsulacion de microorganismos probidticos normalmente se
emplean polisacaridos de diferente origen: algas marinas (k-carragenano, alginato),
plantas (almiddn y sus derivados, goma ardbiga), animales (quitosan) o bacterias (gelano,
xantano); y proteinas animales (gelatina, leche). Mayoritariamente se emplean
polisacaridos en la encapsulacidon de probidticos ya que constituyen una matriz cuya

degradacion se ve favorecida por microorganismo de la microbiota intestinal, lo que unido
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a la proteccion que ofrecen a nivel del tracto gastrointestinal superior, permite obtener

una liberacién de los microorganismos en el 6rgano diana (de Vos et al., 2010).

Alginato.

Se trata de un polisacdrido anidnico obtenido de algas marinas pardas, tiene como
caracteristicas su no toxicidad, es biocompatible, y facilidad de solubilizacién (por Ca**
secuestrante) (Nazzaro et al., 2009). En cuanto a su composicidon quimica es un polimero
lineal formado por residuos de los acidos (1->4)-B-D-manurdnico y a-L-gulurdnico los
cuales se encuentran en formas de bloques, tanto de cada uno de los acidos como con
una distribucién aleatoria de los mismos (Figura 10). El alginato es, probablemente, el
polisacarido mas utilizado en microencapsulacién a nivel laboratorio, debido a que
permiten que la encapsulacion se lleve a cabo a temperatura ambiente, no requieren de
solventes orgdnicos tdxicos, tiene un elevado grado de porosidad, ademas de disolverse y
degradarse bajo condiciones fisioldgicas normales, permite una alta velocidad de difusiéon

para macromoléculas, y la posibilidad de controlar dicha difusién.

COOH COOH

Figura 10: Estructura quimica del alginato.

1.5 Evaluacién sensorial.

Segun el Instituto de Alimentos de EEUU (IFT) se ha definido a la Evaluacidon Sensorial
como la disciplina cientifica que permite evocar, medir, analizar e interpretar las
reacciones a caracteristicas de los alimentos y materiales, de acuerdo a como se perciben

por medio de los sentidos del gusto, olfato, vista, tacto y oido (Schutz, 1971).
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Otro concepto que se le da es el de la caracterizacion y analisis de aceptacion o rechazo de
un alimento por parte del catador o consumidor, de acuerdo a las sensaciones
experimentadas desde el mismo momento que lo observa y después que lo consume.

La evaluacidn sensorial tiene un papel muy importante (Schutz, 1971), su contribucion es
evidente, especialmente en la investigacién y en el desarrollo de nuevos productos

(Anholt, 1987), mercadotecnia, produccion y aseguramiento de la calidad.

La clasificacion de los tipos de pruebas empleados en la evaluacidén sensorial se presenta

en la Tabla 12:
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Tabla 12: Clasificacion de los métodos de evaluacion sensorial.

Tipo de prueba:

Clases de pruebas:

Pruebas:

Caracteristicas:

Afectiva:

Este tipo de pruebas se emplean
para definir el grado de aceptacién
y preferencia de un producto
determinado por parte del
consumidor. Para estas pruebas se
requiere de un grupo bastante
numeroso de panelistas los cuales
no necesariamente tienen que ser
entrenados (Hernandez, 2005).

Pruebas de preferencia

Prueba de preferencia
pareada y por ordenacion.

Pruebas de satisfaccion

Escala heddnica verbal,
facial y de accion en
alimentos.

Prueba de Aceptacion

Presenta mayor
variabilidad.
Las apreciaciones

cambian con: el tiempo,
practica, instrucciones,
etc.

El minimo numero de
jueces que se puede
utilizar de 50 a 100
jueces es adecuado.

Discriminativa:

Consisten en comparar dos o mas
muestras de un  producto
alimenticio, en donde el panelista
indica si se percibe la diferencia o
no, ademas se utilizan estas
pruebas  para  describir la
diferencia y para estimar su
tamario (Stone et al., 1994).

Pruebas de Diferenciacion:
Mide simplemente si las
muestras son diferentes.

Prueba de pares, Duo-trio y
Triangular.

Pruebas de Sensibilidad:
Mide la capacidad del juez
para detectar
caracteristicas.

Prueba de ordenamiento,
escalar de control, umbral
de detecciodn, de
reconocimiento y dilucién.

Agudeza sensorial

normal.

El numero de jueces
depende de la viabilidad
del producto vy |Ia
reproducibilidad de
juicios.

Descriptiva:

Estas pruebas permiten conocer
las caracteristicas del producto
alimenticio y las exigencias del
consumidor. A través de ellas se
realizan los cambios necesarios en
las formulaciones hasta que el
producto contenga los atributos
para que el producto tenga mayor
aceptacion del consumidor
(Hernandez, 2005).

Escala de Atributos.

Escala de categorias, de
relaciones y de estimacion
de la magnitud, andlisis
descriptivo.

Analisis Descriptivo.

Andlisis de perfil de sabor vy
de perfil de textura.

Analisis Cuantitativo.

Anidlisis descriptivo
cuantitativo

Frecuentemente 10
jueces, generalmente el
minimo son 5, puesto
que menos podria
representar demasiada
dependencia de la
respuesta individual.

(Stone et al., 1974)
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1.5 Mercadotecnia

La mercadotecnia es la actividad humana que pretende satisfacer las necesidades y los
deseos por medio de procesos de intercambio. Dichos procesos son sociales y
administrativos mediante los cuales las necesidades, carencias y demandas de los clientes
son saciadas con aquello que necesitan y quieren, creando productos y valores para
satisfacerlas e intercambidndolos con terceros por medio de sus relaciones y transacciones

(Kotler, 1996).

El que la gente consuma, el que compre una marca y no otra, el que sea fiel a esa marcay a
la empresa, son cuestiones que le importan mucho a la mercadotecnia, esa es su razén y su

propdsito: cautivar la actitud de consumo de los clientes (Kotler & Armstrong, 2008).

Hacer mercadotecnia, por lo tanto, significa enfocar los esfuerzos en la labor mas redituable
de toda empresa que es la venta y la facturacion, establecer las bases estructurales para
competir de manera exitosa en el futuro y lograr ventajas estratégicas con base en el

conocimiento profundo de los clientes y sus necesidades (Kotler, 1996).

Para efectuar de manera sistematica la aplicacidon de la mercadotecnia, se realiza un estudio
de mercado, el cual se define como la recopilaciéon y analisis de informacién respecto al
mundo de la empresa y del mercado a tratar, para poder tomar decisiones dentro del campo
del marketing estratégico y operativo. Se trata de una herramienta que debe permitir a la
empresa obtener la informacidn necesaria para establecer las diferentes politicas, objetivos,
planes y estrategias mds adecuadas a sus intereses (Pride, 1997). Dicho estudio consta de 3
objetivos principales:

o Satisfacer las necesidades del cliente, ya sea mediante un bien o servicio
requerido, es decir, que el producto o servicio cumpla con los requerimientos y
deseos exigidos cuando sea utilizado.

o Determinar el grado econdmico de éxito o fracaso que pueda tener una empresa al
momento de entrar a un nuevo mercado o al introducir un nuevo producto o
servicio vy, asi, saber con mayor certeza las acciones que se deben tomar.
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o Ayudar al desarrollo del negocio, mediante la adecuada planeacién, organizacion,
control de los recursos y areas que lo conforman, para que cubra las necesidades
del mercado, en el tiempo oportuno (Rapp & Collins, 1991).

Este estudio consta de varias etapas:

1. Segmentacion de mercados: Consiste en dividir el mercado total de un bien o servicio
en varios grupos mas pequeios e internamente homogéneos, con el fin de conocer
realmente a los consumidores y mejorar la precision del marketing de una empresa,
agrupando en un segmento de mercado a personas con necesidades semejantes.

2. Elecciéon de mercados: Consiste en escoger las necesidades del cliente que se han de
satisfacer y las que no, clasificando a los clientes de acuerdo a: la categoria del
producto, a la capacidad para comprarlo, a su poder adquisitivo, etc.

3. Posicionamiento: Es el lugar mental que ocupa la concepciéon del producto y su
imagen cuando se compara con el resto de los productos o marcas competidores,
ademas indica lo que los consumidores piensan sobre las marcas y productos que
existen en el mercado.

4. Mix marketing: Consiste en la suma de acciones de Marketing, en la que centramos
nuestros conocimientos y aplicamos nuestra experiencia y creatividad para que los

consumidores se conviertan en nuestros clientes (Rapp & Collins, 1991).

1.5.1.1 Aplicacién de las cuatro P’s (Mix Marketing)

Kotler y Armstrong (2008), definen mix marketing como "el conjunto de herramientas
tacticas controlables de mercadotecnia que la empresa combina para producir una respuesta
deseada en el mercado meta. El mix marketing incluye todo lo que la empresa puede hacer
para influir en la demanda de su producto”. Es un conjunto de variables o herramientas
controlables que se combinan para lograr un determinado resultado en el mercado meta,
como influir positivamente en la demanda, generar ventas, entre otros (Pride, 1997). Estas

herramientas estan enfocadas al producto y son: Producto, Plaza, Precio y Promocién.
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Un producto es cualquier cosa que provee satisfaccion; puede tratarse de un bien, articulo o

servicio, y se obtiene a través de un intercambio (Danel, 1990).

La marca no es sdlo un nombre que identifica al producto, sino que ella también aporta
ciertas caracteristicas y valores al producto. Para el caso de muchos productos nuevos, asi
como para aquellos en que una empresa tiene un control demasiado grande, los
consumidores tienden a llamar al producto genérico con el nombre de la marca mas
conocida. En otros casos, la razén central de la compra del producto es la marca, por el

prestigio que ella aporta al consumidor (Arellano, 2000).

El envase se refiere a los materiales utilizados para encerrar el producto mientras se
encuentra en almacén o en transito. En el mercadeo, el envase también tiene que ver con la
promocion. De hecho, al envase se le ha llamado el vendedor silencioso; este influye en la
percepcion del producto por parte del consumidor, a través de la identificacion de la marca,
el color, la textura y otros signos materiales del producto (Pelton et al., 2005).

Debido a la complejidad de las cadenas de abastecimiento y las largas distancias
(exportaciones) se obliga a desarrollar empaques que garanticen una prolongada vida util del

producto. Este tiempo, es determinado por el material del envase (Labuza, 1999).

En funcion a la NOM-130-SSA1-1995 un envase es todo recipiente destinado a contener un
producto y que entra en contacto con el mismo, conservando su integridad fisica, quimica y
sanitaria. El uso de envases y empaques apropiados es una medida que puede tener efectos
realmente importantes, pues reduce las pérdidas de material y asegura que los productos
lleguen a los consumidores en las mejores condiciones posibles. En general un envase debe

proveer las siguientes propiedades:

o El producto debe protegerse en su recorrido desde el fabricante hasta el consumidor.
o El envasado asegura identificacion, limpieza y ademas, si es adecuado al producto,

evita pérdidas por evaporacion, derramamiento o deterioro.
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o Es el Unico que asegura que el producto llegue con la calidad de origen.

o Tiene la capacidad de preservar y/o conservar, pues otorga una barrera entre el
producto y los agentes externos a él, logrando su permanencia por largo tiempo sin
sufrir alteraciones en su composicidon quimica o estructura fisica.

o Cuida al consumidor y al medio ambiente del propio producto y, al mismo tiempo,
aisla al producto de riesgos fisicos y mecanicos durante el transporte.

o Sirve como dosificador y otorga distintas presentaciones de comercializacién que
implican colocar un mismo producto en diferentes cantidades.

o El envase puede convertirse en el Unico elemento diferenciador dentro de un
conjunto de productos similares, ya que entra en contacto con el consumidor (antes
que el propio producto).

o Brinda informacién sobre el contenido del envase antes de acceder al producto (tipo,
cantidad, calidad, informacion nutricional, del establecimiento donde fue elaborado,
entre otros).

o Presentar los productos a su eventual consumidor bajo un aspecto lo mas atractivo

posible y en un volumen que sea conveniente para la unidad de consumo.

En los ultimos afios ha existido un elevado crecimiento en la variedad y aplicacién de
diferentes tipos de envases elaborados con materiales plasticos, los cuales han aumentado la
variedad de envases disponibles para almacenar productos alimentarios debido a las
propiedades que posee, ya que es un material reciclable, econdmico, liviano e irrompible, y
con una gran resistencia mecanica y flexibilidad, ademas de su versatilidad de formas y su
capacidad para adquirir un nivel de dureza muy variable (desde frascos y botellas hasta
multicapas o films). Asimismo, son capaces de generar una buena barrera contra factores
extrinsecos, como la humedad y gases externos y, a su vez, soportan altas temperaturas, lo

cual permite obtener sellos herméticos (INTI, 2012).

Existen diversos tipos de plasticos empleados para la elaboracidon de envases utilizados en el
empaque de alimentos, de entre los cuales destacan: el Polietilentereftalato (PET o PETE), el

Polietileno de alta densidad (HDPE / PEAD), el Policloruro de vinilo o cloruro de polivinilo
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(PVC o V), el Polietileno de baja densidad (LDPE / PEBD), el Polipropileno (PP), el Poliestireno
(PS), entre otros, cuyo uso depende de las caracteristicas del alimentos a envasar aunque el

mas empleado para el envasado de yogurt bebible es el HDPE (INTI, 2012).

Etiqueta

Las etiquetas acompafian a los diferentes niveles de envase y embalaje que a su manera,
protegen el producto dando instrucciones de manutencioén, de transporte y de uso (Mercado,

1998), en la Figura 11 se muestran las partes principales que conforman una etiqueta.

. Marca y precio,

1. Nombre  del
producto. v
e ,,-l 0. ldentificacion de
2. Lista de N e——— 2| la empresa.
ingredientes, \ > ;’;f
=
- M Yb"ESA z% |  q.Pais deorigen.
1. Peso (contenido || 5 —"4‘
neto), volumen o N8 7 Tdo =5V
numer o de unidades. "Q-E MRS /4 gg 8. Modo de empleo.
" g
A s
== w3
4. Instrucdiones para . / 2. Fecha mixima de
su conservacion, \:_' T\ 'j',--" COMSUMo.
5. entificacion del 6. Fecha de
lote, elaboracion,

Figura 11: Componentes principales de una etiqueta.
Precio

Podemos definir como precio a la estimacién cuantitativa que se efectua sobre un producto y
que, traducido a unidades monetarias, expresa la aceptacion o no del producto hacia el
conjunto de atributos de dicho producto, atendiendo a la capacidad para satisfacer
necesidades (Danel, 1990).

Plaza

También conocida como posicidon o distribucién, incluye todas aquellas actividades de la
empresa que ponen el producto a disposicion del mercado meta. Es un grupo de
intermediarios relacionados entre si que hacen llegar los productos y/o servicios de los
fabricantes a los consumidores y usuarios finales (Pride & Ferrel, 1997).

Promociodn

Abarca una serie de actividades cuyo objetivo es: informar, persuadir y recordar las

caracteristicas, ventajas y beneficios del producto. Es todo aquello que se utiliza como parte
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de las actividades de mercadotecnia para estimular o fomentar la compra o venta de un
producto o servicio mediante incentivos de corto plazo. De esa manera, se complementa las

acciones de publicidad y se facilita la venta personal (Danel, 1990).

1.6 Vida util

La calidad es una cualidad de los alimentos, que puede definirse como la combinacién de un
numero de propiedades que influencian el grado de aceptabilidad de los alimentos por parte
del consumidor o usuario (Kramer & Twigg, 1968).

Debido a la naturaleza de los alimentos como sistemas fisicoquimica y biolégicamente
activos, la calidad del alimento es un estado dinamico que continuamente esta en
movimiento para reducir sus niveles. Por lo tanto, para cada alimento en particular existe un
tiempo finito después de la produccién, durante el cual éste retiene un nivel requerido de
cualidades organolépticas y de seguridad bajo condiciones de almacenamiento estables. Este
periodo de tiempo puede ser generalmente definido como vida de anaquel del producto
alimenticio (Kennet et al., 1997).

La vida uatil de un alimento también puede definirse como el tiempo, después de la
produccién o empaque, durante el cual el producto conserva ciertas caracteristicas de
calidad establecidas por el proveedor, caracteristicas que pueden ser de ambito
fisicoquimico, microbioldgico o sensorial (Kramer & Twigg, 1968).

Desde el punto de vista de la creacién de un nuevo producto, el conocimiento de la vida util
es un aspecto muy importante, ya que esta vida debe exceder al menos el tiempo minimo
requerido de distribucion del productor al consumidor. La determinacién oportuna y objetiva
de la "vida atil" de los productos nos permitira evitar pérdidas por devolucién, ampliar el
mercado meta y aumentar la confianza del consumidor.

El productor debe tener un conocimiento de los factores que afectan al producto asi como
las maneras criticas de falla del alimento. Con esta informacion se puede elegir los mejores
sistemas para maximizar la vida de almacén y asi, poner sobre el producto una fecha abierta

que indique la vida de alta calidad de este (Labuza, 1999).
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Los factores que afectan la percepcidon de calidad por parte del consumidor son tanto
intrinsecos del producto, como extrinsecos. Los factores intrinsecos estan relacionados con
las propiedades microbioldgicas y fisicoquimicas. Estas variables, por su propia naturaleza,
controlan las caracteristicas sensoriales del producto, que a su vez son las variables que
determinan la aceptabilidad y la percepcion de calidad que tiene el consumidor. Aunque los
factores intrinsecos son determinantes de la calidad, muchos otros factores extrinsecos
contribuyen a la misma. Estos factores cubren aspectos asociados a las expectativas,
influencias culturales y sociales. Sobre éstos contribuyen el precio, la conveniencia y la marca

(Cardello, 1998).
Entre los factores intrinsecos mas importantes podemos mencionar:

v' pH: Es determinante para el crecimiento de los microorganismos cuya tolerancia
oscila entre un maximo y un minimo, entre los cuales estd el valor éptimo de
crecimiento se aproximan al valor de pH neutro (7). Por lo tanto en los alimentos es
importante mantener valores de pH acidos para evitar su degradacion.

v' Agua: Es un elemento bdsico para la vida, de manera que todos los seres vivos,
incluso los microorganismos la necesitan para vivir. Es basico tener en cuenta que en
los alimentos lo que se conoce como actividad de agua (aw), es la relacién del vapor
de agua del alimento y la presién de vapor del agua pura, que es 1, por lo tanto, los
valores de aw oscilan entre 0 y 1. Cuantos mas solutos tenga el alimento, menor serd
Su aw. Los valores de aw que requieren los microorganismos para poder desarrollarse
y multiplicarse se encuentran entre el rango 0.6 a 1.

v' Potencial Oxido — Reduccién: Se define como la facilidad con la que un sustrato gana
o pierde electrones, dandose un diferencial de potencial. Si este diferencial es
positivo se oxida la sustancia y si es negativo se reduce. Atendiendo a este potencial
distinguimos los siguientes tipos de microorganismos: aerobias, microaerdfilos,
aerdbicos facultativos, anaerobios estrictos. En base al alimento crecerdan unos u

otros organismos, pero también es importante la presencia de oxigeno en la
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atmdsfera y su capacidad de penetracion en ésta. Puede darse una tipica
secuenciacion, de manera que en el alimento crezcan en primer lugar
microorganismos aerobios, pero a medida que se agote el oxigeno y los componentes
del alimento aparecerdn otros organismos en un caso tipico de sinergismo.

v' Contenido de nutrientes de alimentos: Los organismos ven el alimento como un
sustrato para su crecimiento, pero para que el alimento pueda sustentar el
crecimiento microbiano, debera tener una serie de nutrientes y componentes, que
hagan factible el crecimiento de determinado microorganismo.

v Relaciones entre microorganismos: Una relacion que exista entre 2 organismos
puede ser de dos tipos. Se puede dar antagonismo, en el que un organismo actue
inhibiendo el crecimiento de otro o se puede dar sinergismo, si un organismo
favorece el crecimiento del otro. Esto nos va a interesar para evitar el crecimiento de
organismos alterantes o patdgenos, ya que hay ciertos patégenos que pueden ser

antagonicos del crecimiento de otros organismos y viceversa (Cardello, 1998).
Entre los factores extrinsecos mas importantes podemos mencionar:

v' Temperatura: Siempre serd un factor a tener en cuenta para la conservacién de los
alimentos. El margen de crecimiento de los microorganismos es muy amplio, va de —
18 °C a 90 °C, dependiendo del microorganismo que se encuentre presente y de los
nutrientes que el alimento contenga para poder desarrollarse.

v" Humedad relativa: Es de sumo interés, ya que como ya hemos dicho, la actividad del
agua es la base. La HR se equilibrara con el agua del alimento, o como minimo tiende
a ello. Serd dutil entonces usar humidificadores o desecadores para regular el
contenido de agua de la atmdsfera. Ademas para evitar que se equilibre, otra opcién
es usar empaques alrededor del alimento, haciendo que éste tenga una atmodsfera
aislada. La pérdida o ganancia de humedad de un alimento puede ocasionar su
marchitamiento, reblandecimiento o apelmazamiento.

v' Atmésfera: La atmdsfera a la que se encuentra un alimento es basica para su

conservacion, sobre todo a nivel de la presidén parcial de oxigeno y su capacidad de
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difusion. Dependiendo del alimento a almacenar, es posible emplear atmosferas con
diversos gases (didoxido de carbono o hielo seco) para inhibir el crecimiento de
microorganismos sobre estos.

v Procesos industriales: Los procesos industriales que se lleven a cabo pueden afectar a
los microorganismos que crezcan en el alimento, ya sean procesos de embotellado,
calentamiento, etc. (Cardello, 1998).

Aparte de la degradacién microbioldgica, existe una gran cantidad de reacciones que
se pueden dar debido a estos factores, pero la mayoria pueden clasificarse dentro de
las siguientes areas:

v/ Oscurecimiento no enzimético: Una serie de reacciones complejas que inician con
compuestos reductores y grupos amino que producen sabores amargos, pigmentos
oscuros, pérdida de solubilidad de las proteinas y pérdida de caracteristicas de sabor.

v' Pérdida de vitaminas: Esto conlleva a la pérdida del valor nutricional del alimento. La
destruccién de las vitaminas puede ocurrir a través de varios mecanismos como es la
hidrélisis debido a la luz, calor o acidos, a la oxidacidn directa en presencia de oxigeno
y la participacién de éstas en reacciones redox.

v' Cambio de color: El color natural de los alimentos se pierde como consecuencia de
varios tipos de reacciones como la oxidacion directa de pigmentos o co-oxidacion de
lipidos.

v Actividad enzimatica: Si los alimentos no se someten a tratamientos térmicos para
inactivar las enzimas, éstas pueden catalizar ciertas reacciones que producen sabores,

colores o texturas indeseables (Labuza, 1985).

Para determinar la vida atil de un alimento o producto, primero deben identificarse las
reacciones quimicas o bioldgicas que influyen en la calidad y seguridad del mismo,
considerando la composicién del alimento y del proceso al que es sometido y se procede a

establecer las reacciones mas criticas en la calidad (Rodon et al., 2004).
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El tiempo de vida util se puede estimar mediante varios métodos: pueden tomarse valores

reportados en la literatura especializada de alimentos similares y bajo condiciones similares

al producto de nuestro interés; se pueden monitorear las quejas de los consumidores para

orientar los posibles valores de vida util; se pueden evaluar atributos de calidad del alimento

que varian durante la vida util en anaquel o mediante pruebas aceleradas (Rodon et al.,

2004).

Ensayos en anaquel. Estos ensayos ofrecen excelentes datos, pero presentan, en
algunos casos, el inconveniente del tiempo prolongado para su adquisicion. Entre
las consecuencias estan que el dato obtenido es puntual y se obtiene en un lapso
gue puede no ser prdactico para la empresa, con es el caso del lanzamiento de
nuevos productos.

Pruebas de vida util acelerada. Estos métodos se basan en la aplicacion de los
principios de la cinética quimica sobre el efecto que las condiciones ambientales
como temperatura, presion, humedad, gases de la atmdsfera y luz, tienen sobre la
velocidad de la reaccion (Robertsob, 1993). Los métodos acelerados para la
determinacién de la durabilidad son utiles para reducir el tiempo dedicado a los
ensayos de estimacién cuando se esta determinando la vida de anaquel de
productos no perecederos. Se basa en someter el producto a condiciones de
almacenamiento que aceleren las reacciones de deterioro, las cuales se
denominan condiciones de abuso, que pueden ser temperaturas, presiones

parciales de oxigeno o contenidos de humedad altos (Giraldo, 1999).

Las pruebas de laboratorio simulan las condiciones reales, pero existen variables como las

condiciones de transporte, cambios de presién, fluctuaciones de temperatura, entre otras,

gue son dificiles de duplicar. Por lo tanto, los resultados obtenidos son estimaciones de la

vida util del alimento (Rodriguez, 2004).
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Un estudio de vida util consiste en realizar una serie de controles preestablecidos en el
tiempo, de acuerdo con una frecuencia establecida, hasta alcanzar el deterioro elegido como

limitante o hasta alcanzar los limites prefijados.

Los puntos clave al disefiar un estudio de vida util son el tiempo durante el cual se va a
realizar el estudio siguiendo una determinada frecuencia de muestreo y los controles que se
van a llevar a cabo sobre el producto hasta que presente un deterioro importante.
Generalmente se cuenta con poca informacion previa, por lo que se deben programar
controles simultdneos de calidad microbioldgica, fisicoquimica y sensorial (Hough & Fiszman,

2005).

Los pasos para realizar el disefio del estudio de vida util de manera adecuada y ordenada son:

1. Realizar la obtencién de informaciéon preliminar: Sobre algin determinado producto
alimenticio que presenta caracteristicas y propiedades similares al producto a
desarrollar, para realizar una estimacion.

2. Seleccion de las condiciones del ensayo: Para diseiiar un estudio de vida atil hay que
seleccionar la temperatura, humedad e iluminacidn que se van a emplear en el mismo,
determinando si se van a usar condiciones normales o aceleradas.

3. Determinacidon del tiempo maximo de almacenamiento: Periodo de tiempo en el cual
la muestra sufre un deterioro importante.

4. Seleccion de los tiempos de muestreo: Se debe seleccionar un minimo de seis tiempos
de muestreo; si se ensayan menos tiempos, la confianza en la determinacién de la vida
atil disminuye (Hough & Fiszman., 2005).

5. Determinacion de los descriptores criticos: Un descriptor critico es aquella
caracteristica que limita la vida uatil del producto, ya sea por disminucién durante la
vida comercial (contenido en vitaminas, funcionalidad de un aditivo, caracter
crujiente, olor tipico, etc.) o por aumento del mismo (pardeamiento, carga microbiana,

olor o sabor extrano, sabor rancio, etc.).
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2.1 Objetivos

CAPITULO 2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1.1 Objetivo General:

Desarrollar un producto fermentado funcional tipo yogurt elaborado con leche de avena y

pulpa de zarzamora, para emplearlo como suplemento alimenticio por la poblaciéon en

general.

2.1.2 Objetivos Particulares:

1.

Determinar la vialidad de un producto fermentado funcional tipo yogurt
formulado con leche de avena mediante una investigacién de mercado,
para identificar a los posibles consumidores.

Encapsular la bacteria lactica y la pulpa de zarzamora, mediante
esferificacién con alginato y cloruro de calcio, para asegurar la viabilidad
de la bacteria.

Desarrollar diferentes formulaciones del producto previamente
fermentado variando la concentracién de edulcorante (4 % y 5 %) con
respecto al saborizantes (10 % y 25 %), manteniendo constante la
concentracion de la bacteria lactica, para determinar mediante pruebas
sensoriales de intervalos el prototipo de preferencia.

Analizar los pardmetros quimicos (carbohidratos, fibra, humedad,
proteinas y cenizas) y fisicoquimicos (pH y acidez), asi como
microbiolégicos del prototipo seleccionado para determinar |Ia
composicién quimica y la calidad higiénica del producto respectivamente.
Seleccionar el material y disefio del envase, asi como el costo unitario del
prototipo, mediante la NOM-130-SSA1-1995 y un estudio de mercado
para su posterior comercializacion.

Estimar la vida util del prototipo seleccionado bajo condiciones reales de
almacenamiento, para determinar el tiempo maximo de consumo del

producto fermentado tipo yogurt.
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Problema: Desarrollo de un producto fermentado
funcional formulado con leche vegetal.

Y

Objetivo General: Desarrollo de un producto
fermentado simbidtico tipo yogurt elaborado con
leche de avena y saborizado con pulpa de
zarzamora, para emplearlo como suplemento
alimenticio por la poblacién en general.

2.2 Cuadro metodoldgico:

e B B S B
Actividades Preliminares: |
Y Objetivo Particular 1. T ) S —— R
1. SeleCCl()n de Ia Ieche : . . I e : :
7 veeetal L i|  Objetivo Particular 2. , i |
i g : Act|v|dad 1.1: Desarro”o i + L. ] EE' ..................................... i
| T . i Objetivo Particular 3. :
i del estudio de mercado. i .. ; E ;
; . o il Actividad 2.1: | v i I T
i 1 2. A.Q.P. de las materias * Determinacién del i A . del | Obijetivo Particular 4. <!
primas. mercado meta. j| ropasacion € Actividad 3.1: Desarrollo |: T 5 — -
> — mercado. || llofilizada (L. bulgaricus, S. {1 4 oyac” de un disefio ||| Actividad 4.1: Analisis | Y |  Objetivo Particular 6
3. Seleccién, activacion, i| thermophilus y L. lactis) factorial 22 ii| quimico y fisicoquimico |: Actividad 5.1 DiseR :
aislamiento e | e __________}] en agar rogosa y lactico : - §= del prototipo ¢ ':' 'al ' .t' ISeno y
|.de|.1fc|f|caC|on de Ia. cepa respectivamente a 37 °C | = _ i seleccionado: : (mla ena q Iy po) y i | Actividad 6.1: Realizar
liofilizada y del probiético. por 48 h. Actividad 3.2: Realizar la | * Carbohidratos (Lane |: S€leccion del envase. .| pruebas a tiempo real del
v evaluacion §ensor|al de E y Eynon). Y - | producto bajo condiciones
— ' i|] los  prototipos, para |i: * Proteinas (Micro {11 Actividad 5.2: |i| de almacenamiento.
ACt'V!C!ad_I _2'2' determinar cual cuenta Kjendahl). | Determinacion del costo |
Esferificacién con alginato con las mejores e Cenizas unitario del  producto ]
de sodio y cloruro de caracteristicas sensoriales. (Incineracion). mediante un analisis de Actividad 6.2: Realizar
calcio del probidtico y la * Humedad (Estufa). costos pruebas sensoriales
pulpa. * Fibra ('Weende). : (apariencia  (sinéresis),
olor, sabor y color),
Actividad 4.2: Analisis fisicoquimicas (pH y
fisicoq'uimico ' del acidez) y microbioldgicas,
prototipo selelc,uonado para determinar el tiempo
(pH (potenciometro), de vida util del producto.
acidez (titulacién
acido/base)).
y
Actividad 4.3:  Analisis
microbioldgico del
prototipo seleccionado.
v
v
Resultados
v
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2.3 Descripcion de la metodologia experimental.

2.3.1.1 Seleccion y formulacion de la leche vegetal.

El objetivo de esta actividad fue la seleccion de la leche vegetal que se emplearia como base

del producto fermentado.

Para probar la susceptibilidad a la fermentacién y por su disponibilidad en el mercado se
seleccionaron las leches de avena, alpiste y la de amaranto, las cuales poseen una
concentracion intermedia de proteinas que cuentan con un mejor balance de aminoacidos
esenciales, que el que presentan otras variedades de cereales (Soriano, 2012), ademas de
gue al ser de origen vegetal, no contiene grasas saturadas ni colesterol (Rius, 2012), lo que es
indicado para el consumo de personas con intolerancia a la lactosa y con problemas de salud

cardiovascular (Soriano, 2012).

Se adquirieron los polvos para elaborar las leches de avena, alpiste y de amaranto en la
tienda SUPER NATURISIMA S.A. de C. V., localizada en el municipio de Nicolds Romero. Las
bebidas se prepararon disolviendo 20 g de polvo en 250 ml de agua y estas se sometieron a
una prueba preliminar de fermentacion por un periodo de 6 h a 42 °C con Lactobacillus

casei.

La leche de avena se selecciond porque una vez fermentada presenté los mejores atributos

de sabor, olor, color y apariencia.

Por otro lado para evitar la separacidn de fases que presentaba la leche de avena, se decidié
agregar un estabilizante, para esto se realizd un experimento en el que se probaron 3
concentraciones de avena (4, 6 y 8 %) y 3 de estabilizante (0.3, 0.5 y 1 %). La seleccién de la
bebida se realiz6 mediante la evaluacién de las caracteristicas organolépticas de sabor, olor,

color y estabilidad, asi como de su pH y acidez.
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El diagrama de proceso planteado para la elaboracidn de la leche de avena se muestra en la

Figural2.

Avena (8%)

A 4

. rpm: 1250
Molienda. t: 1 min.
Tamizado. 0:0.425 mm

T:70°C
Secado. t: 30 min.

¥
rpm: 1800

0.50 % Goma Guar » .
Homogenizacion. .
t: 1 min.

91.9 % H,0

Envasado.

A 4
T:63°C

Pasteurizacion t: 30 min.

A 4

Almacenamiento

Figura 12: Diagrama de elaboracidon de la leche de avena.
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Molienda y Tamizado: Estas operaciones unitarias se emplean para reducir el tamafio de

particula del cereal, con la finalidad de mejorar la solubilidad de este en el disolvente al

generar una mayor area de contacto (Bedolla et al., 2012), este proceso se realizé a 1250

rom durante un periodo de 1 min., en un molino de café de la marca Hamilton Beach,

modelo 80374, posteriormente la harina procesada se seleccioné a través de un sistema de

tamices hasta obtener un tamafio de particula homogéneo de 0.425 mm.

Secado: La principal funciéon de esta operacidn es la de reducir la humedad de la
harina de avena, impidiendo el desarrollo de microorganismo que alteren su
composicion y calidad higiénica (Alvarez & Bagué, 2012).

Homogenizacion: Esta proceso permite obtener la bebida vegetal al mezclar el 8 % de
la harina de cereal, el 0.5 % de estabilizante (goma guar) y el 91.5 % de disolvente
(agua), el proceso se realizé a 1800 rpm por un periodo de 1 min., en una batidora de
inmersion de la marca Oster, modelo 2609-13, obteniendo asi una solucion
homogénea con buena estabilidad.

Pasteurizacion LTLT (baja temperatura, largo tiempo): Este operacion se llevd a cabo
a 63 °C durante un periodo de 30 min., su principal funcidn fue la disminucién de la
carga microbioldgica presente en la bebida, asegurando de esta manera la calidad
higiénica del producto (Jay, 2000).

Envasado y almacenamiento: La leche de avena se colocé en
recipientes de vidrio previamente esterilizados T:4°C y el

almacenamiento se realizd a una temperatura de 4 °C.

2.3.1.2 Andlisis quimico proximal y fisicoquimico de las materias primas.

Se realizd un andlisis quimico proximal de la pulpa de zarzamora la cual se adquirié en la

empresa Ricco Aroma de México S.A. de C.V. y de la leche de avena previamente elaborada,

las metodologias empleadas se presentan en la Tabla 14 que se presenta en la pagina 66.
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2.3.1.3 Seleccion, activacidn, aislamiento e identificaciéon de la cepa liofilizada vy el

microrganismo probidtico.

e Activacidn del cultivo lactico liofilizado (cultivo iniciador):

En 500 ml de leche descremada Santa Clara previamente pasteurizada a 10 Ib/pulg? durante
10 minutos, se inocularon 0.018 g de la cepa liofilizada MY 800 LYO 5 DCU conformada por
una mezcla de: Lactobacillus bulgaricus, Lactococcus thermophilus y Lactobacillus lactis,
adquirida en la empresa ALCATRAZ, S.A. de C.V., la leche previamente inoculada se incubd
durante 6 horas a 42 °C, se enfrié a 15 °C y se conservd a una temperatura de 5 °C (Figura

13).

Leche descremada Caldo Rogosa
AT l
Ry N
Cultivo Starter :a‘ VPR, S T, / Y
= L Iy i —
?\ j‘f‘,ﬁ, &,‘ - . ~

2 s > \ 4 Identificacién de morfologia
o S R/, A 7 {Tincion GRAM)
et e

Figura 13: Activacion y aislamiento del cultivo lactico liofilizado.

Se determind el nimero de células viables presentes en el cultivo iniciador, mediante un
conteo en placa, realizando diluciones decimales del fermento (hasta la 108), y sembrando

0.1 ml de cada dilucidon (Figura 14) en agar lactico (Anexo 2).
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Leche inoculada
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Figura 14: Método de diluciones para conteo microbiolégico.

e Aislamiento de los microorganismos presentes en el cultivo iniciador:
Se identificaron las especies presentes en la mezcla iniciadora aislando por estria en agar
l[actico e incubando a 37 °C durante 24 h., la identificacidn de las especies se realizé6 mediante

las pruebas bioquimicas y morfoldgicas que se mencionan a continuacion.
e Activacion del microorganismo probidtico:

Se realizé6 la activacidon del Lactobacillus casei proporcionado por el laboratorio de
Bacteriologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, en caldo rogosa durante 48 h

a37°C.

El aislamiento de la cepa, se efectud sembrando por estria cruzada en agar de medio rogosa

(MRS) (Anexo 2), el cual se incubd durante 48 h a 37 °C.
e Identificacidon bioquimica y morfolégica:

Para identificar las cepas aisladas las pruebas realizadas fueron: tincién de Gram,
Oxidacion/Fermentacion (OF) y la habilidad de fermentar los siguientes carbohidratos:
arabinosa, celobiosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, manitol, mannosa, melecitosa,

melibiosa, salicin, sorbitol, sucrosa, xilosa, esculina y trehalosa (McFaddin, 2003).
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2.3.2.1. Estudio de mercado.

Para determinar la factibilidad de la elaboracién del producto fermentado funcional a base
de una bebida de avena, definir su mercado meta y su sabor, asi como un posible limite del
precio al que estaran disponibles a pagar los consumidores, se realizd6 una encuesta de 12
preguntas (Figura 15) a 40 personas de ambos sexos, el tamano de muestra fue seleccionado
a partir de una formula estadistica para estimar proporciones (Alvarado, 2008) con un nivel
de confianza del 95 % (Anexo 3).

Debido a las propiedades funcionales que presentan la avena y las bacterias lacticas, se
asumié que el producto fermentado seria facilmente consumido por personas que tienen un
estilo de vida acelerado y sufren de enfermedades gastrointestinales, asi que la encuesta se
aplicé aleatoriamente a personas activas de entre 15 y 50 afios de edad, estudiantes y
trabajadores de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan y de la Escuela Preparatoria

Oficial No. 272 Tepojaco».
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ENCUESTA DE MERCADO

Edad: Sexo: FM Ocupacion:

¢Cuanto tiempo inviertes en el desayuno?

a. Nada b. 1hora c. Media hora d. 15 minutos e. Otro

¢Consume algun producto o derivado lacteo?

SI NO ¢Porqué?

Enumera con qué frecuencia consumes los siguientes derivados lacteos (Del 1 al 4, siendo 1
el mas consumido y 4 el menos consumido).

a. Yogurt b. Flan c. Natilla d. Mousse

En caso de que si consuma alguno, ¢Con qué frecuencia lo hace?

a. Diariamente b. Cada tercer dia c. 1vez por semana d. Otro.

é¢Conoce y/o consume leches vegetales?

a) Sl conozco, pero no las consumo.

b) No conozco y no las consumo.

c) Sl conozco y las consumo.

d) No conozco, pero me interesaria consumirlas.

éPor qué?

(Sabes qué es un alimento funcional? SI NO
(Conoce las propiedades funcionales de las leches vegetales? SI NO
Te interesaria consumir un producto fermentado funcional elaborado con leche vegetal,
sabiendo que el consumo de este alimento te proporciona un mejor funcionamiento
digestivo, un aporte nutricional elevado por su alto contenido proteico y, ademas, te ayuda a
eliminar grasas como el colesterol.

SI NO ¢Por qué?
En caso de que si te interese, ¢Cual de los siguientes productos preferirias?

a. Yogur b. Flan c. Natilla d. Mousse
¢De qué sabor te gustaria que fuera la base de ese producto?

a. Natural b. Arandano c. Zarzamora d. Kiwi e. Otro
¢Compraria este nuevo producto tomando en cuenta que beneficia su salud?

SI NO (Por qué?

¢Cuanto estaria dispuesto a pagar por este producto en una presentaciéon de 200 g?

a.De 3-6 pesos b. De 6 —10pesos c.De10-15pesos d. Otro
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2.3.3 Objetivo particular 2. Encapsulacion del microorganismo probiético y de la pulpa de
zarzamora.

2.3.3.1. Obtencidn de la masa celular del L. casei para la encapsulacidn.

La produccién de masa celular de Lactobacillus, se realizé mediante siembras del L. casei
cultivadas en proporcién del 10 %, iniciando con 2.5 ml e incubando cada inoculo a 37 ° C por

24 horas hasta obtener 1 L de caldo Rogosa (Figura, 16).

El cultivo se vacid en botes estériles y se centrifugd a 7000 rom durante 20 minutos, en una
centrifuga RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge. Se desechd el sobrenadante y el
sedimento se lavd dos veces con solucién salina fisioldgica (SSF), centrifugando después de
cada lavado a las condiciones ya mencionadas, finalmente se suspendié en 25 ml de SSF y se

refrigerd hasta su uso.

7000 rpm
50 20min

Figura 16: Representacion grafica de la obtencion de masa celular del L. casei.

Para tener un estimado de la cantidad de microorganismo viables presentes en la suspension
se empled el método de Miles y Misra y la siguiente ecuacidn, el equipo utilizado se muestra

en el Anexo 1.

UFC _ ( No.colonias )( 1
ml

Rp—— Dilucién) (20 pL de dilucion) (50 Factor para 1 ml)
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2.3.3.2 Encapsulamiento del microorganismo probidtico (L. casei) y de la pulpa de

Zzarzamora.

La encapsulacién del microorganismo se realizé por medio de una técnica de extrusion, el
material encapsulante fué una solucion de alginato de sodio al 1.5 %, al cual se le afiadieron
25 ml de cultivo en suspension de 8.75x10° UFC por ml de Lactobacillus. Con ayuda de una
jeringa de 3 ml se tomd una porcidn de la dispersion y se realizd un goteo en una solucién de
cloruro de calcio al 2 %, se dejé reposar durante 10 min. y se retird el exceso de sal

enjuagando las capsulas con agua potable, como se muestra en la Figura 17.

Cadl, 2 %, 2 min. agitaciéon

Figura 17: Encapsulacion con alginato de sodio y cloruro de calcio del microorganismo.
Para realizar la encapsulacién de la pulpa, se empled la técnica de encapsulacion inversa,
teniendo el material encapsulante disuelto en una solucién de 1.5 % de alginato de sodio al

cual se goted la pulpa mezclada con 0.5 % de cloruro de calcio.

2.3.3.3 Determinacion de la concentracion de microorganismo probidtico

encapsulado.

Para determinar la concentracion de microorganismos presentes en las capsulas, se realizd

un conteo por gota (Figura 18).
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La primera dilucidn se efectué macerando en un mortero estéril 1 g de capsulas para lograr la

liberacion del microorganismo. Posteriormente se realizaron 4 diluciones decimales.

La segunda dilucién se llevé a cabo tomando 0.5 ml de cdpsulas maceradas, las cuales se
colocaron en 4.5 ml de solucién salina, el tubo se sometié a agitacion durante 30 segundos
en un agitador Vortex, esta operacion se repitio hasta obtener la dilucién 10, con ayuda de
una micropipeta se tomaron 20 pL de las diluciones, los cuales se sembraron por
cuadruplicado en Agar Rogosa, las cajas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Finalmente se
realizé el conteo de las colonias para determinar la concentracion de microorganismo por
capsula, empleando la ecuacién del método de Miles y Misra, para de esta manera definir la

concentraciéon de cdpsulas que se adicionaron al producto fermentado tipo yogurt.

10 ?
Agitacion por 30 sel,
Nota: La agltacidn se realiza para cada diucidn.

M, osml > 0.y mi
1w’ 10! 107*
\ J

[

Colocar 20 pl de cada diucldn en Agar
Rogoss, incubar & 37 °C durante 24 h

Figura 18: Metodologia para el conteo del nimero de microorganismos presentes en las capsulas.

2.3.3.4 Analisis de perfil de textura de las capsulas de probidtico y determinacién de

diametro medio.

Las capsulas se sometieron a un andlisis de perfil de textura en un texturémetro: Lloyd, TA-

500, equipado con una geometria cilindrica de acrilico de % de pulgada de didmetro, las
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mediciones se realizaron a una capsula aplicando dos ciclos de compresién, a temperatura

ambiente (22 + 2°C) por triplicado, en las siguientes condiciones:

o Muestra: 0.5 cm de diametro.
o Precarga:1lg
o Distancia de penetracion: 20 mm

o Velocidad de penetracién: 1.3 mm/s

A partir de las curvas de fuerza-tiempo se determinaron las caracteristicas texturales de:

dureza, cohesividad, elasticidad, gomosidad, adhesividad y masticabilidad.

El didmetro medio de las cdpsulas se obtuvo mediante la medicién del diametro de las

capsulas con un vernier.

2.3.3.5 Determinacion de la eficiencia de la encapsulacion y de la sobrevivencia del

L. casei.

Para llevar a cabo esta determinacién se realizd nuevamente el conteo del nimero de
microorganismos presentes en las cadpsulas después del dia 3 y posteriormente cada tercer
dia por un periodo de 21 dias, siguiendo la metodologia establecida anteriormente (Figura
18). El calculé de la eficiencia de encapsulacién se realizé con la siguiente ecuacion

(Rodriguez et al., 2012):

Log ([UFC] finales)
Log ([UFCliniciales)

)(100)

% L. casei encapsulado = (

2.3.4 Objetivo particular 3. Desarrollo y seleccion de los prototipos del producto fermentado de
avena.

2.3.4.1 Seleccidon del porcentaje de sélidos para la adecuacidn de la leche de avena.

Se realizd un ajuste de sélidos a la bebida de avena, mediante la adicidn de leche en polvo en
concentraciones de 4, 6 y 8 %, la seleccién de la concentracién 6ptima se efectud
determinando y comparando con la consistencia de un producto comercial empleando un

Viscosimetro de Brookfield modelo 562.
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2.3.4.2 Seleccidn de concentraciones de indculo y porcentaje de glucosa.

Para establecer las condiciones de fermentacién se realizé un experimento en el cual se
variaron las concentraciones de indculo (3 y 5 %) y glucosa (0.5 y 2 %), las muestras se
fermentaron a 42 °C por 6 horas con el cultivo lactico liofilizado, llevando un control de pH'y
acidez cada 30 min., hasta un descenso de pH de 4.3. Se evaluaron los atributos de acidez,

sabor, textura y formacion de codgulo.
2.3.4.3 Elaboracion de prototipos.

Posteriormente se plantearon los prototipos de acuerdo al disefio factorial 22 que se
presenta en la Tabla 13, en el cual se evalud el efecto de los factores concentracion del
edulcorante y proporciéon de pulpa de fruta en algunas propiedades fisicoquimicas (pH vy

acidez) y sensoriales del producto fermentado.

Tabla 13. Condiciones experimentales para determinar el efecto de la pulpa y el edulcorante en propiedades
fisicoquimicas y sensoriales del producto fermentado.

Prototipo: % Pulpa % Propiedades
disuelta: Edulcorante:  Fisicoquimicas Sensoriales
186 15 5 o
Apariencia, olor,
265 0 4
Acidez y pH sabor, dulzory
613 0 5
acidez.
822 15 4

2.3.4.4 Evaluacidn sensorial de prototipos.

Se efectud una prueba descriptiva con escala estructurada a 30 jueces semi-entrenados en la
cual cada juez evaludé 6 atributos (apariencia, olor, sabor, acidez, dulzor y sensacién de
esferas) de los 4 prototipos, con base en una escala que se les proporciond para que ubicaran

la intensidad con la que percibian cada sensacion.

Los jueces a quienes se les aplicé dicha evaluacién fueron alumnos de la carrera de Ingenieria
en Alimentos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan con conocimientos previos de

evaluacion sensorial. El formato de dicha encuesta se muestra en las Figuras 19 y 20.
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A los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial se les realizé un analisis de varianza
para un disefio factorial en bloques, donde los bloques fueron los jueces. Se utilizd el

paquete estadistico R versién i 386 3.0.2. (R coreteam et al., 2014).

PRODUCTO FERMENTADO FUNCIONAL DE AVENA

Nombre: Fecha: Serie:

INSTRUCCIONES: Pruebe las muestras de izquierda a derecha e indique para cada atributo su intensidad

de acuerdo a las siguientes escalas:

Apariencia l | | ! | II |
I | | | | i |
0 2 3 5 7 g 9 10
Nada Agradable Muy
agradable ., agradable
Muestras: 186 265 822 G613
Intensidad:
Olor | | I F | | |
| | I | | | |
0 2 3 5 7 b 9 10
Nada Agradable Muy
agradable agradable
Muestras: 186 265 822 613
Intensidad:
Sabor I I I I I
| | I | |
0 2 3 5 T & 9 10
Nada Agradable Muy
agradable o agradable
Muestras: 186 265 822 613
Intensidad:

Figura 19: Primera parte de la encuesta de evaluacion sensorial para seleccion de prototipo.
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|
0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10
Nada Ligeramente Pooo Acdo Muy Extremadamente
acido acido aado acido acido
Muesims: 1 B6 265 22 613
Intensicdad:
| |

T e e
0 | 2 3 1 5 6 7 8 9 10
Nada Ligeramente Pooo Dulee Muy Exremadamenta
dules dules dules dules dules
Muestras: 186 265 g2 613
Intensidad:

Sensackin de + ! + | | . - !

las esferas |
0 1 2 3 4 5 L 7 8 9 10
Mada Agradable Muy
agradable Agradable
Muestras: 186 265 822 613
Intensickad;

Figura 20: Segunda parte de la encuesta de evaluacion sensorial para el prototipo.
2.3.5 Objetivo particular 4. Determinacién y comparacién de las propiedades quimicas,

fisicoguimicas y microbioldgicas, del prototipo seleccionado.

2.3.5.1 Evaluacidn fisica, quimica y microbiolégica del prototipo seleccionado.

El prototipo seleccionado se sometid a las pruebas quimicas, fisicoquimicas y microbiolégicas
segun lo establece la normatividad nacional e internacional, con base en la norma NOM-185-
SSA1-2002 de productos lacteos fermentados y acidificados, asi como en el numeral del

CODEX STAN 243-2003, para leches fermentadas.

65 |Pagina



Cabe mencionar que las pruebas quimicas y fisicoquimicas se realizaron por triplicado, a los

resultados.
2.3.5.2 Evaluacion quimica y fisicoquimica del prototipo seleccionado.

Se midieron pH, acidez, humedad, grasa, proteina, carbohidratos, fibra y cenizas, las

metodologias empleadas y las normas correspondientes se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Métodos empleados para la determinacién de la composicidn quimica y fisicoquimica.

Método: Determinacion: Referencia:
Cajas de arena. NOM-116-SSA1-1994
Humedad
Termobalanza. Nollet 1996
Kennedy. Fibra cruda Lees 1982
Lane-Eynon. Azucares (ART y ARD) NMX-F-312-1978
Micro-Kjeldahl. Proteina NMX-F-068-S-1980
Roese-Gottlieb. Grasa NMX-F-311-1977
Klemm. Cenizas NMX-F-066-5-1978
Refractometro °Brix NMX-F-103-1982
pH metro pH NMX-F-317-5-1978
Volumétrico Acidez NMX-F-102-S-1978

2.3.5.3 Evaluacion microbiolégica del prototipo seleccionado.

Se realizé el andlisis microbiolégico para coliformes totales (NOM-113-SSA1-1994),

Staphylococcus aureus (NOM-115-SSA1-1994) y Salmonella spp (NOM-114-SSA1-1994).

La concentracién de microorganismos probidticos viables en el producto, se obtuvo
mediante un conteo microbioldgico por el método de diluciones y vaciado en placa, como se

describié previamente (Figura 18).
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2.3.6 Obijetivo particular 5. Seleccién del envase, desarrollo de la etiqueta y determinacion del
precio del producto fermentado de avena.

2.3.6.1 Seleccion del envase y desarrollo de la etiqueta.

La seleccion del envase se realizdé tomando en cuenta las especificaciones establecidas por el
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (2012) y la NOM-130-SSA1-1995, ademas de las
caracteristicas fisicoquimicas, quimicas y sensoriales del producto, considerando de la misma

manera el precio y la disponibilidad del recipiente.

El desarrollo de la etiqueta se llevd a cabo teniendo en cuenta los lineamientos establecidos
en la NOM-051-SCFI-1994, NOM-086-SSA1-1994 y el apartado del CODEX para leches
fermentadas (CODEX STAN 243-2003). En esta etiqueta se incluirdn los datos principales del
producto, su principal finalidad serad la de brindarle al consumidor informacién acerca del

mismo.

2.3.6.2 Determinacion del costo unitario del producto.

Para determinar el precio del producto se consideraron los costos de la materia prima
empleada para su elaboracién, el precio del envase, asi como la etiqueta y el margen de
precios de la competencia, ademas del estudio de mercado Figura 15 en el cual se planteé la

pregunta del precio el cual se encontraria dispuesto a pagar el consumidor.

2.3.7 Objetivo particular 6. Determinacién de la vida util del producto fermentado de avena.

2.3.7.1 Diseno del estudio de vida util.

Se realizé un disefio escalonado, elaborando un lote cada tercer dia por un periodo de 21
dias, para obtener finalmente 8 lotes, los cuales fueron almacenados en refrigeracién a una
temperatura de 4 + 1 °C, el equipo empleado en esta actividad se muestra en el Anexo 1, la
evaluacién de las muestras se efectud al finalizar el tiempo maximo de almacenamiento (21

dias).
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2.3.7.2 Determinacion fisicoquimica, microbiolégica y sensorial del tiempo de vida

atil.

De acuerdo con Suarez (2013), Bamfhort (2005) y la normatividad nacional e internacional
(NOM-185-SSA1-2002 y CODEX STAN 243-2003), los descriptores criticos de deterioro del
producto fermentado son: variacién de pH (potenciometro) y acidez (titulacion acido/base),
porcentaje de sinéresis, calidad microbiolégica y concentracion final de microorganismos

probidticos (conteo microbiolégico por dilucion).

Ademas de los analisis fisicoquimicos (pH y acidez) y microbioldgicos (determinacién de la
concentracion final de probidticos, eficiencia de encapsulacidon), correspondientes a las
muestras de cada tiempo, se realizé una evaluacién sensorial con una prueba de aceptacién a
41 jueces semi-entrenados, los cuales se encargaron de calificar los atributos de apariencia,
olor, sabor y acidez. Las propiedades elegidas son aquellas que por la naturaleza del

producto, son las mas susceptibles a sufrir un cambio significativo.

Los resultados obtenidos de cada uno de los descriptores fisicoquimicos, microbiolégicos y
fisicos se graficaron con respecto al tiempo y se realizd un analisis de regresion,
determindndose la vida util del producto cuando este ya no cumplia con las especificaciones

establecidas por las normas antes mencionadas.

Posteriormente para estimar la vida atil sensorial, se realizé un analisis de supervivencia

empleando el paquete estadistico R y la funcién R sslife de Guillermo Hough (2010).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y ANALISIS.

3.1. Actividades preliminares.

Tras efectuar las pruebas piloto de fermentacion, estabilidad y apariencia fisica, con la leche
de avena, amaranto y alpiste, se seleccioné la leche de avena, ya que resulto con las mejores
caracteristicas organolépticas de sabor, olor y apariencia, como se puede observar en el

cuadro comparativo de la Tabla 15.

Estabilidad, color, olor y sabor: Prueba de fermentacion y caracteristicas:

Buena estabilidad, dilucion
homogénea, color blanco, olor
caracteristico del amaranto, sabor
ligero al cereal.

Buena capacidad de fermentacién, se
genera una separaciéon de fases, el olor y
aspecto desagradable.

Amaranto:

Nula estabilidad, ya que generaba
precipitacion del soluto, color
blanco grisaceo, inodoro, sabor
nulo.

Fermentacién baja, ya que no se formaba
coagulo, ni viscosidad, el producto tenia
un olor desagradable.

Alpiste:

Baja estabilidad, ya que se forman
dos fases en la dilucién, color
blanco con un ligero sobrenadante
amarillo/café claro, olor y sabor
ligero a avena.

A pesar de la separacion de fases, se llevd
a cabo la fermentacién obteniendo un
producto con caracteristicas de sabor vy
olor aceptables.

Avena:

Como se puede observar en la Tabla 15, a pesar de que la bebida de avena pierde estabilidad
facilmente, es ésta la que presenta mejores caracteristicas organolépticas después del
proceso de fermentacidon. Para disminuir la separacion de fases ocasionada por la
sedimentacion del soluto (polvo), se tomd la decisidon de elaborar la leche de avena, para lo
cual se realizd6 un experimento variando las concentraciones de avena (4, 6 y 8 %) y
estabilizante (0.3 y 0.5 %), en la Tabla 16 se presenta el cuadro comparativo de los resultados
obtenidos.
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% Concentracion

Goma:

0.1

0.3

0.5

Avena:

4.0

6.0

8.0

4.0

6.0

8.0

4.0

6.0

8.0

°Brix:

4.8

6.7

8.5

4.9

7.1

8.7

5.2

7.4

9.1

% Acidez y pH:

6.70 £ 0.2 de
pH, 0.03 £ 0.01
de acidez.

6.76 + 0.2 de
pH, 0.02 £ 0.01
de acidez.

6.79 + 0.2 de
pH, 0.04 + 0.01
de acidez.

Sabor y Color:

Ligeramente a “avena”,
color blanco.
Moderadamente a avena,
color beige.
Sabor a avena, color
blanco/café claro.

Sabor ligero a avena, color
blanco/ amarillento.

Sabor a avena, color crema.
Sabor a cereal, color
blanco/crema.

Sabor ligero a avena, color

blanco/ ligeramente café
claro.
Sabor avena, color

blanco/beige/café claro
Sabor
blanco/beige.

avena, color

Consistencia/estabilidad:

Ligera (casi agua), no existe separacién de
fases.

Moderada, existe ligera precipitacidon y una
clara separacién de fases.

Sobrenadante color café obscuro y se forman
2 fase bien definidas.

Consistencia ligera, existe separacion de
fases al encontrarse en reposo.

Consistencia moderada (semi/espesa),
sedimentacion del soluto.

Consistencia parecida a la leche, presenta
sobrenadante café claro.

Consistencia ligera, precipitacion baja, ligera
coloracioén color café claro en la superficie.
Consistencia moderada, precipitacion al
fondo.

Consistencia semi/espesa, parecida a la de la
leche, nula precipitacion y separacién de

fases.
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De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 16 se concluyé usar las concentraciones

de estabilizante de 0.5 % y de avena de 8 %.

La Tabla 17 se presentan los resultados obtenidos, ademds de la comparacion con los datos

publicados en ASA (2000).

Coeficiente de

Parametro: Leche de soya: Experimental*: .,
variacion:
P 1.022 g/ml 1.013 g/ml 3.2x10*
Parametro: Bibliograficol: = Experimental*: Coe:flc'nf_-nte de
variacion:
Acidez 0.03 0.04 0.07
pH 6.97 6.79 0.12
Parametro: Bibliograficol: = Experimental*: Coe:ﬁc.u:'mte de
variacion:
Humedad 92.1 92.5 8.4x10*
Carbohidratos 1.80 4.22 0.0
Grasa 1.90 0.44 0.0
Proteina 3.80 1.08 0.0
Fibra 0.01 0.64 0.0
Cenizas 0.39 0.92 0.467

Debido a que en el mercado no existe ningun producto comercial similar a esta bebida, se
optd por realizar la comparacion de los pardmetros con la leche de soya, ya que esta es
ampliamente consumida y cuenta con una gran aceptacién en el mercado, teniendo en
cuenta el origen de cada una de estas bebidas, la comparacién realizada solo servira para
determinar si la leche de avena elaborada cuenta con la concentracién minima de sdlidos y

pH necesario para su fermentacion.
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La comparacién de las propiedades fisicas de estas leches nos permite tener un estimado de
la concentracién de sdélidos presentes, los cuales sirven de referencia para llevar a cabo la
estandarizaciéon del producto (Moreno, 1996), con los resultados obtenidos, podemos
establecer que la variacion de densidad es principalmente generada por la naturaleza de
cada componente, ya que esta es una propiedad especifica de cada especie (Alais, 2003), sin
embargo, este parametro es semejante para cada una de las bebidas, estableciendo de
acuerdo con el estudio realizado por Castillo y Gonzalez en 2006, que la bebida elaborada
cuentan con un porcentaje de sélidos similar al de la leche de vaca, ademas de presentar
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para el desarrollo de las bacterias lacticas

encargadas del proceso de fermentacién.

Como ya se menciond, debido a la naturaleza que presenta cada uno de los componentes
principales de las bebidas vegetales, se puede observar que existe una variacién significativa
entre los pardmetros quimicos, principalmente entre la proteina y la grasa, cuyos valores son
superiores para la leche de soya tratandose de una oleaginosa caracterizada por el alto
contenido de aceites y materia grasa asi como de proteina en su composicidn, a diferencia de
la avena en la cual los principales componente son los carbohidratos en especial el almidén

(Ospina, 2001), la sacarosa y la fibra.

A su vez los pardmetros quimicos nos permiten determinar el tipo de sélidos presentes en la
bebida, de acuerdo con esta informacion podemos observar que la leche cuenta con un
mayor porcentaje de carbohidratos, que son uno de los componentes mas importantes para
la fermentacién siendo el sustrato para los microorganismos, sin embargo debido a que en su
mayoria son almidones y estos no forman parte de los requerimientos energéticos de los
microorganismos (Bamforth, 2005), para la elaboracién del producto se requirid la adicion de
un azucar simple que sirviera de sustrato para las bacterias lacticas. De igual manera la
importancia de este componente es la de proveer caracteristicas organolépticas agradables
de sabor al producto atenuando la acidez (Tamime & Robinson, 1991), ademas de

proporcionar una mejor consistencia.
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Debido a que la concentracién de proteina es baja, el cuerpo del producto podria verse
afectado, sin embargo las proteinas que predominan en la composicidn de la avena son las
globulinas, las cuales cuentan con la capacidad de desdoblarse y coagular al ser sometidas a
un calentamiento, sin regresar a su estado natural al enfriarse (Moya et al., 2002),
caracteristica por la cual proporcionan cuerpo al producto, disminuyen la sinéresis del mismo

al aumentar la viscosidad.

La baja concentracién de grasa brindan poca firmeza al producto tipo yogurt (Castillo &
Gonzalez, 2006), sin embargo proporciona una mayor funcionalidad, obteniendo de esta

manera un producto bajo en grasa (Early, 1998).

Ademas de que la concentracion de fibra que presenta le confiere caracteristicas simbidticas
ya que estudios recientes han demostrado que la fibra de avena permite el desarrollo de

microorganismo probiéticos (Angelov et al., 2005).

Se efectué el andlisis fisico, fisicoquimico y quimico de la pulpa de zarzamora, para tener un
estimado de los componentes que se adicionarian al producto final, al suministrarle la pulpa,

los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 18:

Coeficiente de

Parametro: Experimental*: o ..

variacion:

° Brix 54.2 0.104
Parametro: Experimental*: Coe-flc.u’ente de

variacion:

Acidez 0.28 0.00
Parametro: Experimental*: Coe-flc.u’ente de

variacion:

Humedad 39.1 0.003

Carbohidratos 58.3 0.005
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Fibra 1.16 0.012
Pectina 0.01 0.067
Cenizas 1.39 0.004

En las tablas presentadas se puede observar que los carbohidratos son el principal
componente de la pulpa de zarzamora, condicién que favorece las caracteristicas
organolépticas del producto ya que disminuye la acidez del mismo y mejora su sabor,
incrementando su aceptaciéon (Bamforth, 2005). Sin embargo, se debe tener en cuenta que
las concentraciones de aztGcar mayores a 7 % (p/v), modifican la presiéon osmatica y reducen
la aw pudiendo ejercer un efecto inhibitorio sobre los microorganismos probidticos presentes
(Early, 1998), ademas de incrementar la concentracion final de carbohidratos, restando

funcionalidad al producto.

3.1.3 Actividad preliminar 3: Seleccidon, activacién, aislamiento e identificacion de la cepa
liofilizada y el microrganismo probiético.

e Activacidon del cultivo ldctico liofilizado (cultivo iniciador):

Se obtuvo un recuento de 1.4x107 UFC/ml del cultivo lactico liofilizado, identificindose
ademas tres cepas con caracteristicas morfoldgicas diferentes, como se muestra en la Figura

21.

Figura 21: Colonias encontradas en el cultivo iniciador dilucién 104
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Las colonias que contaban con diferentes tamafios (chica, mediana y grande), se sometieron
a una identificacion morfoldgica a través de una tincién Gram, identificAndose dos colonias

conformadas por dos diferentes bacilos y un coco, con caracteristicas Gram positivas, en la

Figura 22 se pueden apreciar las diferentes morfologias.

Figura 22: Identificacion morfoldgica de las variaciones de colonias presentes en el cultivo iniciador, de izquierda a derecha se
puede observar en la primera imagen un lactobacilo largo y delgado, seguido por un lactobacilo corto y finalmente un coco.

La purificacidon de las cepas se realizé mediante una siembra consecutivamente por estria

cruzada en agar lactico hasta que se observd el crecimiento de colonias de tamafo y

caracteristicas homogéneas.

e Identificacién bioquimica y morfolégica L. bulgaricus:

De las tres cepas presentes en el cultivo lactico liofilizado se identificé la presencia del L.
bulgaricus el cual como ya se mencioné es un bacilo largo delgado (Figura 23), Gram positivo,

catalasa negativo.

Figura 23: Morfologia del L. bulgaricus.
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Los resultados de las pruebas bioquimicas para este microorganismo se presentan en la
Tabla 19, en la cual se puede observar que existe una coincidencia al 100 % entre los
resultados obtenidos experimentalmente y los presentados por Cowan y Steels,
corroborando que la bacteria aislada correspondia al L. bulgaricus, e igualmente confirmando
la presencia de Lc. thermophilus, teniendo en cuenta su previa identificacion morfolégica y el

proceso de simbiosis cooperativa que se presenta entre ambos microorganismos.

Tabla 19: Resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas realizadas al L. bulgaricus del cultivo liofilizado, parametros
empleados de COWAN and STEEL'S.

Identificacion bioquimica
del Lactobacillus, por

Azucar: COWAN: Experimental:

L. bulgaricus:

Arabinosa - -

Celobiosa - -

Galactosa + +

Glucosa + +

Lactosa + +

Maltosa - -

Manitol - -

Mannosa - -

Melecitosa - -

Melobiosa - -

Salicin - -

Sorbitol - -

Sucrosa - -

Xilosa - -

Esculina - -

Trehalosa + +

Los simbolos usados son: + =positivo a la reaccién por 90 % o mas para algunas cepas; d = algunas cepas +, otras — (cerca del
89-11 % positivo); — = reaccién negativa para la mayoria de las cepas (90 % o mas); ()= reaccién retrasada; w= reaccion débil;
#=reaccion débil, lenta o negativa.
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Figura 24: Pruebas bioquimicas realizadas al L. bulgaricus.

e Activacion del microorganismo probidtico:

El conteo del nimero de microorganismos viables presentes en el cultivo puro de L. casei fue:

8.75x10° UFC/ml.

e Identificacién bioquimica y morfolégica del L. casei:

Las colonias aisladas en medio MRS (rogosa) para esta cepa, fueron redondas, blancas,
cremosas y pequenas, crecimiento caracteristico para el L. casei en ese medio de acuerdo a

Yuki et al., (1999).

En el microscopio se observaron bacilos en cadena Gram positivos, los cuales resultaron
negativos para la prueba catalasa es decir que no poseen la enzima que hidroliza el peréxido

de hidrogeno (Madigan, 1999).

A continuacion en la Tabla 20 se presentan los resultados obtenidos para las pruebas
bioquimicas realizadas al microorganismo probidtico en las cuales se puede observar que
existe un 93 % de coincidencia entre la referencia bibliografica y los resultados
experimentales, concluyendo de esta manera en la confirmacidn de que la bacteria aislada
corresponde a la especie de Lactobaccillus casei, de acuerdo con el sistema miniaturizado API

en el cual se establece que el porcentaje de coincidencia se debe ser mayor o igual al 80 %.
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Tabla 20: Resultados obtenidos de la prueba bioquimica para el microorganismo probidtico, parametros empleados de
COWAN and STEEL'S.

Azicar: Identificacic’m bioquimica Experimental:
del L. casei, por COWAN:

Arabinosa - +
Celobiosa + +
Galactosa + +
Glucosa + +
Lactosa * +
Maltosa d +
Manitol + +
Mannosa + +
Melecitosa + +
Melobiosa - -
Salicin + +
Sorbitol + +
Sucrosa d +
Xilosa - +
Esculina + +
Trehalosa + +

Los simbolos usados son: + =positivo a la reaccién por 90 % o mas para algunas cepas; d = algunas cepas +, otras — (cerca del
89-11 % positivo); — = reaccidn negativa para la mayoria de las cepas (90 % o mas); ()= reaccion retrasada; w= reaccion débil;
#=reaccion débil, lenta o negativa.
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Figura 25: Pruebas bioquimicas realizadas al microorganismo probiético.

3.2 Objetivo particular 1. Desarrollo del estudio de mercado e identificacidon del mercado meta.

3.2.1. Estudio de mercado.

El estudio de mercado se realizé a 40 personas de ambos sexos, de entre 15 y 50 afos de
edad, estudiantes y trabajadores de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn y de la
Escuela Preparatoria Oficial No. 272 «Tepojaco».

Ya que el producto fermentado a desarrollar va enfocado a servir tanto como alimento
funcional y suplemento alimenticio para aquellas personas que presentan deficiencias
nutricionales por falta de tiempo o malos habitos, se les preguntd a los encuestados cuanto
tiempo invierten en el desayuno, obteniéndose que el 22 % de los encuestado no tienen
tiempo de desayunar y el 45 % solo toman 15 minutos de su tiempo para ingerir algo como
desayuno (Figura 26, izquierda).

Basandonos en la naturaleza del producto a desarrollar el cual destaca por tener
caracteristicas similares a las de un derivado lacteo, se les preguntd a los encuestados si
consumian algun producto con estas caracteristicas y cual era el de su preferencia,
verificdndose que la gran mayoria de la poblacién consume productos lacteos (Figura 26,

derecha) y el de mayor preferencia es el yogurt.
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éCuanto tiempo invirte en el éConsume algun producto o
desayuno? derivado lacteo?

87.5%

40

20 12.5%

0 .
Sl
Ha. Nada mb. 1hora Hc. Mediahora mSl
NO
d. 15 minutos H e. Otro mNO

Figura 27: Tiempo empleado por los encuestados en desayunar (grafico de la izquierda) y porcentaje de consumo de
productos o derivados lacteos (grafico de la derecha).

Con respecto a la frecuencia de consumo de los productos lacteos, resulté que el 40 % de los
entrevistados que consumen algun derivado lacteo lo hacen al menos una vez por semana

(Figura 27).

Frecuencia de consumo de productos

lacteos.
40 %
16
14
12
10 9
. 15 9% 17.5%
6
4
2 =
0
Diariamente Cada tercer dia Una vez por Otro

semana

Figura 26: Frecuencia de consumo de los derivados lacteos.

Para establecer la frecuencia de consumo de las bebidas vegetales, se les cuestiond a los
entrevistados si conocian y/o consumian las leches vegetales, identificindose de esta manera
que el 50 % de la poblacién entrevistada tiene conocimientos acerca de las bebidas vegetales
pero no las consume (Figura, 28), esto se debe principalmente a la poca oferta de estos

productos en el mercado y de igual manera a los precios que se manejan.
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éConoce y o consume leches vegetales?

25
ma. Slconozco, pero no
50 % las consumo.
20
mb. Noconozcoyno las
15 consumo.
25% mc. Slconozcoy las
10 consumo.
17.5%
5 =d. No conozco, pero

0,
75% me interesaria

- consumirlas.
0

Figura 28: Conocimiento y/o consumo de leches vegetales.

Con el fin de evaluar que tan conocidos son los alimentos funcionales por la poblacién y, a su
vez, detectar si el consumo del producto dependeria de ésta propiedad, se les cuestiond a los
entrevistados si conocian que es un alimento funcional obteniéndose que el 65 % de la
poblacion desconocen las cualidades de un alimento funcional (Figura 29), y por lo tanto, la
mayoria de la poblacién no es consciente de las propiedades funcionales que ofrecen las

leches vegetales (Figura 30).

é¢Sabes que es un alimento éConoce la funcioanlidad de las
funcional? bebidas vegetales?
30
65 %
25 -
40 78 %
20 | 30
15 - 35% 20 22 %
10 -
10 0
I
> NO
O ,

Figura 30: Porcentaje de poblacién que tiene conocimientos Figura 29: Porcentaje de la poblacion que tiene
acerca de los alimentos funcionales. conocimientos acerca de la funcionalidad de las bebidas
vegetales.
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Debido a que el 77.5 % de la poblacién muestral desconocen las propiedades funcionales de
las leches vegetales, se les describieron las propiedades de estas bebidas y se les preguntd
gue si en base a su nuevo conocimiento les interesaria consumir un producto fermentado
funcional elaborado con leche vegetal y, en dado caso de que si les interesara, cual de los
derivadoslacteos mencionados (yogurt, flan, natilla o mouse) preferirian, obteniéndose que
el 92.5 % de los encuestados si consumirian un producto de este estilo (Figura 31) y la

presentacion que preferirian en un 74 % seria en forma de yogurt (Figura 32).

éTe  interesaria consumir un  producto
fermentado funcional elaborado con una leche

vegetal?
92.5%
40
30
20
7.5%
. F g
0

S| NO

Figura 31: Interés en el consumo de un producto formulado con leche vegetal.

éCudl de los siguientes productos preferirias,
como producto a base de leche vegetal?

74 %
30
20
10 13 %
. 13 %
0
0%
Yogur -
Flan
Natilla

Mousse

Yogur MFlan Natilla ® Mousse
Figura 32: Presentacion preferida para el producto fermentado funcional.
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Para determinar el sabor del producto a desarrollar e identificar si seria adquirido por los
consumidores, se realizaron las siguientes preguntas, en las cuales se obtuvo que el 95 % de
los encuentados se encontrarian dispuestos a comprar el producto (Figura 33) y que el sabor

de preferencia para el mismo segun el 51 % deberia ser zarzamora (Figura 34).

éCompraria este nuevo producto tomando en
cuenta que beneficia su salud?

95 %

40
35
30
25
20

15
10 Ealt

L7

S| NO

Figura 343: Porcentaje de preferencia de consumo del producto.

éDe qué sabor te gustaria que fuera la base de ese
producto?

@ Natural @Arandano WZarzamora Kiwi @8 Otro

Figura 334: Sabor de preferencia para el producto.
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Finalmente, se les preguntd a los encuestados que, en base a las propiedades que observan
gue tendria el producto a desarrollar, cudnto seria el precio que estarian dispuestos a pagar
por una presentacion de 200 g, esto con el fin de poder establecer un rango en el costo de las
materias primas a emplear en la elaboracién de este producto, a lo cual, el 60 % de los
encuestados respondié que el precio que ellos pagarian ésta en el rango de entre 6 a 10
pesos (Figura 35).

éCuanto estaria dispuesto a pagar en una
presentacion de 200 g?

30 61 %
20 30 %
10
5%
0
. 2.5%
De 3 - 6 pesos .
De 6 - 10 pesos
De 10 - 15
pesos Otro

Figura 35: Posible precio a pagar por el producto fermentado funcional tipo yogurt.

3.3 Objetivo particular 2. Encapsulacion del microorganismo probidtico y de la pulpa de

Zarzamora.

3.3.1 Obtencidn de la masa celular del L. casei para la encapsulacion.

La concentracién final de probidtico fue de: 8.75x10° UFC/ml, parametro que permitio

establecer una estimacion de la concentracién inicial de células inoculadas en el alginato.
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3.3.2 Encapsulamiento del microorganismo probidtico (L. casei), determinacidon del diametro

medio.

Con la técnica de encapsulacién por extrusion se obtuvieron capsulas con caracteristicas de
un gel de forma esférica, con diametro promedio de 2 mm (Figura 36), coincidiendo con el
estudio realizado por Muthukumarasamy y col. en 2006, quienes instituyeron que el tamafio
de las capsulas elaboradas con alginato debe encontrase en un intervalo de 2 a 3 mm de

diametro.

Figura 36: Capsula de L. casei, elaborada con alginato con diametro promedio de 2 mm.

A nivel de viabilidad las cdpsulas estudiadas por Muthukumarasamy, son capaces de proteger
al Lactobacillus reuter, asumiendo de esta manera que las capsulas elaboradas exhiben este
mismo comportamiento al presentar una didmetro mayor a 40 um, parametro sefialado
como O6ptimo para la sobrevivencia de microorganismos encapsulados con alginato
(Krasaekoopt et al., 2004). Por otro lado, el tamafio de particula al ser mayor que el limite
establecido (150 um), puede generar un efecto negativo en las propiedades sensoriales del

producto.

3.3.3 Determinacion de la concentracion de microorganismo probidtico encapsulado.
La concentracion de células viables por capsula se determind nuevamente empleando el
método de Miles Misra, recurriendo a la liberacién del material activo mediante la fractura

generada por la aplicacion de presion y friccion (Pérez et al., 2013), obteniendo como
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resultado 7.5x10° UFC/g, concentracidn que se encuentra 2 ciclos logaritmicos por arriba del
resultado obtenido en las investigaciones de Paniagua (9.8x107 UFC/g) y Lépez (1.3x10’
UFC/g), esta variacion puede atribuirse a la concentracion inicial de microorganismo
empleada para la elaboracidn de las capsulas e igualmente verse influenciada por la técnica

de liberacién aplicada.

La evaluacion de la concentracién de microorganismos encapsulados permitié determinar
gue para considerar al producto funcional se deberian adicionar 60 capsulas, las cuales

corresponden a 1 gramo.

Figura 37: Capsulas de microorganismos probioticos elaboradas con alginato.

3.3.4 Andlisis de perfil de textura de las capsulas de probidtico.
Las propiedades texturales para las microcapsulas de L. casei, se evaluaron mediante un

analisis de perfil de textura, a continuacidn se presentan en los resultados obtenidos:

Tabla 21: Datos obtenidos del analisis de textura de las capsulas de L. casei elaboradas con alginato al 1.5 % (* pruebas
realizadas por triplicado, reportando los promedios).

*ATP de capsulas de L. casei.
Dureza Elasticidad | Masticabilidad Adhesividad
Cohesividad:
(kgf): (mm): (kgf.mm): (kgf.mm):
Elaboradas 0.8600 0.5928 4.3420 0.0108 0.0085
Referencia 0.1127 1.14 | - 0.0147 |  -----e--

Referencia: Paniagua & Romero., (2013).
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Con estos parametros (Tabla 21) se determind que las cdpsulas, presentaban una dureza
inferior a la reportada por Paniagua y colaboradores (2013) a pesar de exhibir las mismas
condiciones de elaboracién en cuanto a concentracion de alginato (1.5 %) y cloruro de calcio
(0.5 M), esta variacion se ve influenciada por el tiempo de inmersién de las capsulas en la
solucién de cloruro de calcio, ya que durante una exposicién mas prolongada, existe una
consolidacion mds fuerte de los enlaces intermoleculares, relacion que depende de la

difusion de los iones a través de la membrana (Martin, 2009).

Igualmente se estipuld que la variacidon existente entre la dureza de las cdpsulas era
proporcional a la concentracién de microorganismo, observando un aumento o disminucion
de este valor al igual que de la elasticidad, fendmeno generado por la interferencia de los
probidticos, los cuales actian como barrera al impedir la inmediata interaccién entre los

enlaces.

Con respecto a la cohesividad se establecié que las capsulas al poseer poca dureza tendian a
ser menos cohesiva y por lo tanto mads elasticas, requiriendo de una menor fuerza para
reducir su consistencia al momento de ser ingeridas, valor que se vio expuesto en el

parametro de masticabilidad el cual fue inferior para las capsulas en estudio.

De igual manera se observé que la adhesividad que presentaban las capsulas de alginato y
probidtico era nula, caracteristica impartida por su estructura de gel que contaba con una

forma esférica la cual se encontraba definida por paredes lisas libres de adherencia.

La eficiencia obtenida para las cdpsulas de L. casei fue de 94.52 %, coincidiendo con los
estudios elaborados por diversos autores, los cuales han demostrado que los probidticos
microencapsulados con alginato, ven incrementada su supervivencia hasta en un 80 y 95 %,

frente a los no encapsulados (Martin, 2009).

Demostrando de esta manera que las microcdpsulas elaboradas cuentan con las
caracteristicas estructurales adecuadas para lograr la proteccién del microorganismo
probidtico, favoreciendo su supervivencia al resguardarlo de factores externos que afectan
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su viabilidad; mejorando el sabor, aroma, estabilidad, apariencia y funcionalidad del
producto, al favorecer la conservacion de la concentracion minima necesaria del probiético
para alcanzar sus ventajas terapéuticas. Beneficiando la aceptacién de los consumidores
hacia el mismo, ademas de incrementar su valor nutricional.

3.4 Objetivo particular 3. Desarrollo y seleccién de los prototipos del producto fermentado de

avena.

Aunque la bebida de avena exhibia caracteristicas adecuadas para su fermentacidn, en las
normas se establecen los requerimientos minimos del contenido de sdlidos no grasos,
materia grasa y solidos totales (Early, 1998), instituyendo proporciones variables de cada

componente que dependen del tipo de yogurt a desarrollar.

Para cumplir con los estandares establecidos por la normatividad y favorecer la textura del
producto, se llevd a cabo la fortificacién de la bebida de avena, adicionando leche en polvo
desnatada (Svelty), con la finalidad de aumentar su contenido de sélidos no grasos (Tamime
& Robinson, 1991), los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 22, con respecto a
estos, se definid que la concentracidon a emplear para realizar la estandarizacion de la bebida
correspondia al 8 %, alcanzando asi un porcentaje mayor al 8.5 % de sdlidos no grasos, limite
sefialado para la elaboracidon de un yogurt seguin la norma expedida por el CODEX para

bebidas fermentadas (CODEX Alimentarius, 2003).

El resultado de la consistencia que corresponde al valor sefialado de sdlidos (880.3 cp.), se
encuentra por encima del establecido para un yogurt bebible comercial* (450 a 500 cp.), la
diferencia de este atributo se atribuye a la interaccidon de las globulinas presentes en la
composicidon de la avena, las cuales se desnaturalizan con el calor y brindan una mayor
viscosidad al producto, caracteristica que para muchos consumidores resulta no atractiva, en
este caso presenta una ventaja tecnoldgica, ya que permite el aumento de la viscosidad y de
esta manera mejora la consistencia final del producto sin la necesidad de emplear

estabilizantes.
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% de leche en Temperatura Consistencia

polvo desnatada:  (°C): (cp):
4% 10 164.5
6% 10 328.4
8% 10 880.3
12 %* 10 500 + 50

Una vez establecida la concentracidon de sdlidos para la estandarizacidon de la bebida, se
realizd un experimento, para determinar las mejores condiciones de fermentacion, los

factores de variacion y resultados obtenidos se presentan en la Tabla 23.

No. de % de % de . ‘.
. . Sabor y acidez: Formacion de coagulo:
prototipo: glucosa: inoculo:
Minima, formaciéon de coagulo,
. con formacién de rumos
1 0.5% 3.0% Sabor acido. o g .
pequefios, consistencia
semiliquida.
Ligera formacion de coagulo,
. con grumo uniforme en fondo,
2 2.0% 3.0% Sabor acido. 8 ronde
presenta consistencia
semisdlida.
. Sin coagulo, ligera formacion de
Ligero sabor . .
3 0.5% 50% 4cido grumos, leche de consistencia
' viscosa.
Sabor acido, con Coagulo estable, con ligera
resencia de formacién de rumos,
4 2.0% 50% P acdon —ge 8
aroma a consistencia semisélida.
fermentado.
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Tabla 24: Representacion grafica de los prototipos obtenidos con el diseiio factorial para obtener las condiciones éptimas
de fermentacion.

Prototipo 1: Prototipo 2: Prototipo 3: Prototipo 4:

Las variables mas relevantes en el proceso de fermentacién son: el tipo y cantidad de cultivo
iniciador, las caracteristicas fisicoquimicas de la leche y la temperatura (Rodriguez et al,,

2014).

Teniendo en cuenta esto y considerando la naturaleza de la bebida de avena, se realizo la
adicién de un azucar simple que favoreciera la fermentacién, observandose con los
resultados obtenidos (Tabla 23), que a mayor concentracion de glucosa (2 %), se lograba
reducir el tiempo del proceso, obteniéndose a la par un producto que cumplia con las

caracteristicas fisicoquimicas especificadas por las normas.

Definiendo igualmente que a pesar de que la concentraciéon de microorganismo es un factor
clave en el desarrollo de la transformacién biotecnolégica, este se ve afectado directamente
por los nutrientes, los cuales son los elementos que favorecen su desarrollo (Suarez et al.,
2013), como se observa en la Tabla 23, en la cual se aprecia que a pesar de que el prototipo 2
cuenta con una concentracién mas baja de indculo con respecto al 4, los dos exhiben rasgos
similares, a diferencia del prototipo 3, el cual carece de las caracteristicas requeridas para la
elaboracién del producto, aunque presenta una alta concentracion de inéculo (5 %), este

comportamiento puede atribuirse a la baja disponibilidad de nutrientes en el medio.
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De esta manera se especificd, que el porcentaje de glucosa e inoculo a emplear para
optimizar el proceso de fermentacién de la bebida de avena era de: 2 % y 5 %,

respectivamente.

En las graficas de las Figuras, 38 y 39, se presenta el comportamiento de acidificacién vy

descenso de pH durante el proceso de fermentacion.

Estas graficas, permitieron establecer el porcentaje de acidez y pH experimental de la bebida
a las condiciones antes citadas, en el periodo de tiempo establecido (6 h), mostrando que el
producto alcanza una acidez de 0.8 % de acido lactico y pH de 3.8, valores que se encuentran
dentro de los establecidos por la NOM-185-SSA1-2002. Otros autores como Bamforth (2005)
reportaron que en yogures mexicanos se habian encontrado valores de acidez de entre 1.12
y 2.06 % de acido lactico y de pH entre 3.95 y 4.7, datos que corresponden a los sefialados
por el CODEX (2003), en el cual se establece que la variacién de acidez para un yogurt debe

serde0.8al1l4%yelpHde3.7a4.6.

Es imperativo mencionar que los valores de pH y acidez obtenidos durante este proceso se

veran contrarrestados por la adicién de la pulpa y el edulcorante (Early, 1998).

pH

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Tiempo (min.)
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Figura 39: Curva de acidificacion.
Posteriormente al acondicionamiento experimental de la bebida de avena y la determinacién
de las condiciones 6ptimas de fermentacién, se planted el diagrama de proceso el cual se

presenta en la Figura 40.

3.4.2 Descripcion del diagrama de proceso para la elaboracién del producto fermentado tipo
yogurt a base de leche de avena.

Estandarizacion: La fortificacion de la bebida de avena, consistio en aumentar su contenido
de sélidos no grasos (Early, 1998), adicionando 8 % de leche en polvo, con el fin de mejorar la
consistencia del yogurt y disminuir la tendencia a la sinéresis (Varman, 1995). Ademas en
esta etapa también se agregd la glucosa (2 %), cuya funcion en el producto es la de servir

como sustrato para las bacterias lacticas durante el proceso de fermentacion.

Homogenizacidn: La finalidad de homogeneizar es incorporar todos los componentes,
previamente adicionados, ademas de reducir el tamafio de los gldbulos graso, mejorando la

textura, disminuyendo la tendencia a la sinéresis y la formacién de nédulos (Varman, 1995),
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esta operacidén se realiza por un periodo de tiempo de 2 minutos a una velocidad de 700 rpm,
posteriormente se deja reposar el preparado durante 1 hora, para permitir el asentamiento

de la mezcla y la eliminacion de aire adicionado mediante la agitacion.

Fermentacion: Se inocula la mezcla con una concentracién de 5 % de un cultivo lactico
constituido por L. bulgaricus, Lc. thermophilus y L. lactis, consecutivamente la leche se incuba

a 42 °C por un periodo de 6 horas, hasta la obtencién de una acidez de 1 % y un pH de 3.8.

Enfriamiento: Al finalizar el periodo de fermentacidn, la bebida se somete a una disminucién
de la temperatura, hasta los 15 °C, el propdsito de este choque térmico es el de disminuir la
actividad de las bacterias lacticas y mantener las propiedades reoldgicas del producto (Early,

1998).

Batido: Esta operacidon consiste en la rotura del coagulo, su principal propdsito es la
obtencién de un gel homogéneo, ademas de permitir la incorporacion de la stevia (4 %) y la
pulpa de zarzamora (15 %), la agitacidon generada durante esta acciéon también muestra un

efecto inhibitorio sobre la actividad del cultivo, al reduciendo la producciéon de acido lactico.

Envasado: En esta etapa el producto fermentado es vertido junto con la concentracién de
capsulas de probidtico y pulpa de zarzamora en recipientes de polietileno de alta densidad
(HDPL).

Almacenamiento refrigerado: El producto fermentado se conserva en refrigeraciéon a una
temperatura de 4 °C, con el fin de conservar sus propiedades organolépticas y nutricionales,

hasta su consumo.
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Leche de Avena.

. 4

8 % Leche en polvo

(Svelty) .

Estandarizacion.

4

Homogenizacién

( )
5 % Cultivo iniciador . F L,
(inéculo). ermentacion.
L J
( )
Enfriamiento.
. J
15 % Pulpa de Batido
zarzamora*
10% Capsula de
Zarzamora . Envasado.
( )
Almacenamiento
. J

t: 2 min.
Rpm: 700

t: 360 min.

T:42°C

T: 15 °C

t: 1 min.
Rpm: 1800

T:4°C

Figura 40: Diagrama de proceso para la elaboracion del producto fermentado funcional (* parametros establecidos por

medio de la evaluacion sensorial).
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3.4.3 Evaluacién sensorial de los prototipos.
Los resultados de la evaluacién sensorial se presentan en la grafica radial de las medianas

obtenidas de cada atributo y de cada prototipo (Figura 41).

En ésta grafica se puede observar que los atributos que presentan mayor diferencia entre

prototipo son la apariencia, sabor, acidez y dulzor.

Apariencia
8
5
Sensacion Olor
esferas
=322
—9—613
==@==265
186
Dulzor Sabor

Acidez

Figura 41: Grafico radial de las medianas de los atributos evaluados para cada prototipo.

En la Tabla 25 y en el Anexo 4, se muestran los resultados del analisis de varianza en la que

observamos los efectos significativos que describimos a continuacién.
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Valor p:
Efecto: Sensacion
Apariencia Olor Sabor Acidez Dulzor
de esferas:

Proporcién/

0.24 0.59 0.49 3.1x10° 0.01 0.73
edulcorante:
Proporcién/

5.06x10° 0.02 4.4x10710 0.81 2.2x1010 5x1073

pulpa:
Interaccion
pulpa/edulco 0.008 0.20 0.38 2.2x10°%  7.9x10° 0.19

rante:

La mejor apariencia se obtuvo en los prototipos que no contenia pulpa disuelta ((p <0.05),

Figura 42).

El resultado obtenido para este atributo, se encuentra influenciado por la degradacién de
color que presenta la pulpa al encontrarse en un medio acido, comportamiento que es
atribuido a la concentracién de los iones H* presentes, los cuales disminuyen la estabilidad de

los pigmentos generando una reducciéon gradual de la coloracién (Valencia & Guevara, 2013).
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Con relacién al atributo de dulzor se encontré que los prototipos que contenian pulpa
presentaban mayor aceptaciéon respecto a los que no ((p<0.05) (Figura 43)), este
comportamiento se encontré favorecido por la adicion del edulcorante ya que el conjunto de
los dos componentes “edulcorante-pulpa”, tiene como funcién principal segun lo establece la

bibliografia contrarrestar la acidez producida durante la fermentacion (Early, 1998).
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Sin embargo a pesar de esto en la grafica también se puede observar que para los prototipos
gue no contenian pulpa disuelta, el efecto “dulzor-edulcorante”, se presentaba de manera
inversa, estableciéndose que para la concentracion de edulcorante de 5 %, existia una
disminucion significativa (p < 0.05) del atributo en estudio (Figura 44), comportamiento
inusual, que puede ser atribuido a la concentracion de sacarosa presente en el medio, la cual
posiblemente debido a la exposicidn prolongada de temperatura y a la acidez sufrié una
disociacion en sus dos monosacaridos la fructosa y glucosa, esta ultima al encontrarse libre
en el medio fue empleada como sustrato por los microorganismo encargados de la

fermentacion, generando una acidificaciéon residual contribuyendo en la diferencia
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significativa (p < 0.05) presentada por el atributo de acidez, el cual influyo en la disminucién
de dulzor, como se muestra en las Figuras 43 y 44, estableciendo asi que la relacién entre los
parametros de acidez y dulzor es inversa, ya que el incremento en uno de los dos atributos

repercute en la disminucién del otro.

Graficas de medias
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En cuanto a la sensacion producida por las esferas de pulpa y el olor, en la Tabla 25 se puede
observar que no existe efecto significativo para la interaccion (pulpa/edulcorante) y el

edulcorante (p > 0.05).

De acuerdo igualmente con la esta tabla (Tabla 25), se observa que el efecto significativo

para ambos atributos es generado por la concentracion de la pulpa (p < 0.05).

99 |Pagina



Ahora bien en cuanto a la sensacién de esferas cuyo comportamiento se presenta en el
grafico de la Figura 45, se puede observar que existe una menor aceptacion con respecto a
este atributo en el prototipo que no presenta pulpa disuelta, este efecto posiblemente pueda
ser atribuido a que a concentraciones mayores de acidez las capsulas son mds susceptibles a
sufrir dafios estructurales, como lo menciona Jiménez (2010), ademas este comportamiento
puede encontrarse influenciando por la porosidad que presenta en su estructura la
membrana (Hernandez, 1990), ya que este factor facilita la transferencia del material del
interior de la cdpsula al medio, ocasionando el vaciado y por consiguiente su reduccién de

tamano.
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En relacion al efecto presentado en el olor (Figura, 46), este comportamiento segun lo
establecido por Early y Tamime en 1998 y 1991 respectivamente, es el deseado ya que la

adicién de concentrado de fruta, en el producto seguln lo establecen estos autores tiene la

100 [Pagina



finalidad de proporcionar caracteristicas de sabor, aroma y color, a manera de incrementar
su aceptacién, efecto que en este caso se puede observar en la Figura 46, en la cual se
aprecia que a mayor concentracién de pulpa existe mds aceptacion en cuanto al atributo de

olor.
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En funcidn del sabor, se encontré que los prototipos que presentaban mejor calificacion
respecto a este atributo eran los que contenian pulpa disuelta ((p < 0.05), Figura 47),
comportamiento esperado, ya que como lo menciona Bamforth (2005), el alto nivel de acidez

del yogurt natural no es del agrado de muchos consumidores.

En este grafico (Figura 47) se observa de igual forma que no existe diferencia significativa (p >
0.05) al variar la concentracidn de edulcorante, implicando de esta manera que el efecto de
rechazo o aceptacion en cuanto a este atributo solo es proporcionado por la concentracién
de pulpa.
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Con base a las calificaciones otorgadas, se eligié al prototipo que contenia pulpa disuelta y el
4 % de edulcorante, ya que como se muestra en el gréfico radial (Figura, 41), aparte de ser el
prototipo que presenta un nivel mds homogéneo en las calificaciones otorgadas por los
jueces, este cumple con la especificacidon establecida por la NOM-185-SSA1-2002 en cuanto
al nivel de acidez y pH, con respecto al sabor este prototipo es uno de los que presentaron la
mejor calificacion para este atributo, como se puede observar en la Figura 41, sin embargo al
no existir diferencia significativa (p <0.05) entre los prototipo con pulpa disuelta Figura 47, la
eleccidn de este con respecto a este atributo se realizd seleccionando la concentracién mas
baja de edulcorante ya que esto mejora las caracteristicas funcionales del producto al reducir

la cantidad de carbohidratos a adicionar.
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3.5 Objetivo particular 4. Determinacidn y comparacion de las propiedades quimicas,

fisicoguimicas y microbioldgicas, del prototipo seleccionado.

Se realizd la evaluacidon de las propiedades quimicas, fisicoquimicas y microbioldgicas
conforme lo establece la normatividad para el prototipo seleccionado (15 % de pulpa
disuelta, 10 % de pulpa encapsulada y 4 % de edulcorante), cuya composicidn se presenta en

la Tabla 26.

Tabla 26: Componentes del producto fermentado funcional tipo yogurt.

Componente Porcentaje
Bebida de avena (Leche): 65.2%
P}JIpa de zarzamora 11.1%
disuelta:

Pulpa de zarzamora .90 %
encapsulada:
Sélidos de leche

409
descremada (Svelty): 6.40 %
Inoculo (Cultivo iniciador): 4.00 %
Stevia/Fructosa/Sacarosa: 3.20%
Glucosa anhidrida en 1.60 %
polvo:
Encapsulado de L. casei: 0.80 %

3.5.1 Evaluacién quimica y fisicoquimica del prototipo seleccionado:

Debido a que en México no se comercializa ningun producto fermentado a base de una leche
vegetal, se realizé la comparacién de la composicién quimica del prototipo con respecto a un

yogurt comercial bebible* (Activia®).

Como se puede observar en la Tabla 27, existe una clara diferencia entre la composicion
guimica del producto fermentado de avena y los productos comerciales, esta variacion se
atribuye principalmente a las materias primas empleadas, a los ingredientes afiadidos vy al
proceso de fabricacién, ya que como lo menciona Early (1998), de estos depende el

contenido en vitaminas, proteinas, grasa y minerales.
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Porcentaje (%):

., .. Coeficiente de
Composicion quimica:  gxperimental *Comercial

variacion (%):

(Avena): (Bebible):
Humedad: 81.65 73.61 2.30
Azucares Reductores
] 10.73 16.20
Directos (ARD):
Azucares Reductores 2.71
11.92 17.98
Totales (ART):
Proteinas: 2.76 6.00 3.45
Grasa: 1.76 3.68 3.21
Fibra cruda: 1.15 0.40 4.41
Cenizas: 0.76 0.11 433

Con respecto a la concentracién de proteina y grasa, se observa que el producto fermentado
de avena presenta una menor concentracidon que el producto comercial (bebible), esto se
debe principalmente a lo que se menciondé en el parrafo anterior ya que el producto
comercial se encuentra elaborado con leche, la cual en su composicion presenta una
concentracion aproximada de 2.4 a 4.0 % de proteina y de 2.5 a 5.0 % de grasa (Gil & Ruiz,
2010), porcentajes que se encuentran por encima de los valores obtenidos para la leche de
avena la cual presenta 1.08 % de proteina y 0.44 % de grasa. Ademas de la composicion
guimica de las materias primas, otro factor al cual se puede atribuir la variacién de proteina
es al proceso de fortificacion el cual se lleva a cabo con el fin de incrementar la concentraciéon
de sdlidos no grasos, los cuales a su vez influyen en el aumento del contenido proteico (Vélez
& Rivas, 2001), sin embargo a pesar de esto el producto fermentado de avena contiene la

concentraciéon media requerida de proteina segun lo establecido por la PROFECO (2006).

Respecto a la concentracion de grasa, al presentar el producto fermentado de avena (Tabla
27), una concentracion menor de 25 % de grasa del contenido total del producto comercial,
se puede considerar a este como un producto “reducido en grasa”, segun lo establece la

NOM-086-SSA1-1994 y la “Food Standards Committee Reporto on Yogurt”.
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La concentracion de fibra del producto fermentado de avena (1.15 %) es superior al dato
reportado en la etiqueta del producto comercial (Tabla 27), esto se debe principalmente a la
composicidon de la avena la cual presenta un alto contenido en carbohidratos complejos
como beta-glucanos, la fuente de fibra soluble mas importante que contiene este cereal, a
la cual se le atribuyen diversos efectos a la salud como, la disminucién de los niveles de
colesterol en sangre, la reduccidn de desérdenes cardiovasculares, asi como la optimizacién
del metabolismo lipidico y de la glucosa (Sudrez et al., 2013), ademas de ejercer accién
prebidtica en el organismo debido a que estimula el crecimiento de bifidobacterias y

bacterias acido lacticas (Angelov et al., 2005).

En cuanto su composicion quimica se puede establecer que el producto fermentado de
avena, cuenta con las caracteristicas necesarias requeridas para el consumo por personas
intolerantes a la lactosa, ya que al estar elaborado con componentes vegetales, no contiene
colesterol, ni lactosa. Ademas de que ciertos estudios han comprobado que los
microorganismo presentes en las bebidas fermentadas (bacterias acido lacticas) contindan
metabolizando la lactosa después de la ingestién del producto y la cantidad de lactosa
residual que llega al intestino delgado, es tan pequena que no produce ninguna reaccién
adversa (Early, 1998), por lo cual la adicién de leche en polvo desnatada para la elaboracién
de la bebida fermentada de avena no proporciona ningin cambio en las propiedades

funcionales del producto.

De igual forma con respecto a la NOM-086-SSA1-1994, este producto puede catalogarse
como un producto reducido en calorias al contener 60 Kcal, con respecto a 133 Kcal que

presenta el producto comercial bebible.

De acuerdo al analisis fisicoquimico, el producto fermentado de avena presentd un pH de
3.8, con una acidez de 0.8 % de acido lactico, valores que se encuentran dentro del rango
sefialado por el CODEX y la normatividad mexicana (NOM-185-SSA1-2002 y NOM-181-SCFI-
2010) para productos fermentados como el yogurt, en los cuales se establece que el valor

minimo de acidez es de 0.6 % de acido lactico, y el pH de 4.4.
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Los resultados del andlisis microbiolégico demostraron que el producto fermentado de
avena, presenta ausencia de coliformes totales, Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
cumpliendo de esta manera con las especificaciones microbioldgicas establecidas por la

NOM-185-SSA1-2002, en el apartado de bebidas fermentadas.

La concentracién final de probidticos fue de 5x10° UFC/ml, pardmetro que se encuentra
dentro del rango determinado por la “Fermented Milks and Lactic Acid Bacteria Beverages
Association” de Japdn, en la cual se establece que el nimero total de microorganismo
presentes en una bebida para considerarse como un alimento probidtico debe ser minimo de
107 UFC/ml, para asegurar que se producird un efecto benéfico para la salud (Ramos Clamont
etal, 2012).

3.6 Objetivo particular 5. Seleccion del envase, desarrollo de la etiqueta y determinacién del

precio del producto fermentado de avena.

La seleccion del envase se realizé teniendo en cuenta las especificaciones sefialadas por el
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI, 2012), estableciéndose de esta manera que
se emplearia polietileno (PE) de monocapa o coextruido, pigmentado blanco, como material
de envasado (Figura, 48), el cual se sella térmicamente, empleando una tapa troquelada de
laminado conformada por aluminio/polietileno (Alu-Poly) de facil apertura, el envase cuenta
con una capacidad de 80 ml y es de la marca: bio empak.

Polietileno (PE).

El polietileno es un mondmero insaboro, no tdxico, mas ligero que el agua y un poco
blancuzco, aunque laminado en peliculas es totalmente transparente (Losada, 2000). Es
guimicamente muy inerte. No se disuelve en ningun solvente a temperatura ambiente
(Billmeyer, 2004). Es muy resistente al agua, al vapor de agua, a los quimicos, a bajas
temperaturas y es un buen aislante eléctrico. Tiene una resistencia igualable sélo por el

vidrio a acidos y alcalis (Losada, 2000).
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Se clasifica en VLDPE, LDPE, MDPE, HDPE, correspondiendo estas siglas en ingles a su

densidad, que puede ser muy baja, baja, media y alta, respectivamente (INTI, 2012).

e Polietileno de alta densidad (HDPE): Conocido igualmente como polietileno
lineal y producido principalmente por la polimerizacién radical del etileno, es
altamente cristalino (90 %) y contiene menos de una cadena lateral por cada
200 atomos de carbono de la cadena principal. Su punto de fusion esta por
encima de los 127 °C y su densidad cae en el intervalo de 0.95-0.97 g/cm?3.
Posee una rigidez mayor que los polietilenos ramificados, ademas de un punto
de fusidén cristalino mas alto y mayor resistencia a la tracciéon y dureza.
Cuentan con una buena resistencia quimica vy fisica (cortes y rasgaduras) y
poca permeabilidad a los gases y vapores (Billmeyer, 2004).

Este material es ampliamente utilizado en la fabricacion de envases,
principalmente de tarros, botellas y bidones, es empleado para el envasado de
productos alimenticios, productos para higiene y limpieza, medicamentos,

aceites y productos para la industria automotriz, etc. (Coles & Hall, 2004).

« ,\\'m‘"

En la Figura 50, se presenta el disefo de la etiqueta propuesta para la presentacién comercial

III

del producto, se trata de una etiqueta “sleeve termoretractil”, de cuerpo completo hasta la
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tapa (overall labeling), impresa en hoja de PET termoencogible, con perforacion horizontal y
vertical en el borde superior, que servird como abre fécil (easy open) y que funcionara como

sello de seguridad (Cliftonpackaging, 2014).

Las especificaciones generales de la etiqueta se establecieron en base a la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010 vy la informacién comercial general se especificé conforme a la NOM-030-

SCFI-2006 (Figura 49).

Infcrmacioén
Nutricional

Tamaiio por porcion: 80 ml
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energético (217.52 KJ)
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Azucares 85g
Fibra Cruda 1ig
Minerales 06g
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Informacién Nutrimental '\
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Figura 49: Representacion grafica de los elementos de la etiqueta conforme a la NOM-051-SCFI/SSA1-2010.

Para la seleccion de colores empleados en el disefio de la etiqueta se revisé el tratado de la
teoria del color elaborado por la compafiia de disefio industrial “Netdisseny” en el cual se
habla del color como una apreciacién subjetiva nuestra, definiéndolo asi como, la sensacion
gue se produce en respuesta a la estimulacién del ojo y de sus mecanismos nerviosos, por la
energia luminosa de ciertas longitudes de onda, el color se puede emplear para crear
experiencias y puede llegar a ser la traduccidn visual de nuestros sentidos, o despertar estos
mediante la gama de colores utilizados, teniendo en cuenta esto en la Anexo 5 se presenta el

significado de los colores empleados en este disefio.
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Estos colores en conjunto con los elementos graficos y la tipografia elegida, dan forma a la

etiqueta presentada en la Figura 50.

El costo del producto se establecié mediante el andlisis que se presenta en el Anexo 6,
determindndose de esta manera que una porcion de 80 ml de bebida fermentada de avena,
tendria un valor aproximado de S 5.00 M.N., importe que se encuentra dentro del rango de
precios establecidos para productos con caracteristicas semejante y que ademas segln la
encuesta de mercado estd por debajo del rango de precios que los consumidores potenciales

se encontrarian dispuestos a pagar (Figura 15).
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Figura 50: Etiqueta con dimensiones del producto fermentado de avena.
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3.7 Objetivo particular 6. Determinacién de la vida util del producto fermentado de avena.

3.7.1 Determinacion de vida (til fisicoquimica del producto fermentado de avena.

En la Figura 51, se observa que el producto exhibié un incremento en la acidez durante el
tiempo de almacenamiento, comportamiento que se debe principalmente al fendmeno de
post acidificacién que se presenta debido a la actividad residual de las bacterias acido lacticas
(Lubbers et al., 2004; Bricefio et al.,, 2001), las cuales a su vez al seguir fermentando los
azucares presentes en el medio generan una liberacién de iones H* los cuales influyen en el

descenso de pH (Figura 51).

De igual manera en este grafico (Figura 51) se puede observar que la relacién que guarda la
acidez respecto al tiempo es proporcional y directa (R>=0.92, p <0.001), contraria a la relacién
pH-tiempo, la cual presenta un comportamiento inverso pero igualmente proporcional (R?=

0.94, p <0.001).
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Figura 51: Efecto de acidificacion y descenso de pH del producto fermentado de avena respecto al tiempo de
almacenamiento.
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El comportamiento observado en la Figura 51, nos permiten tener un estimado del tiempo
de vida util del producto fermentado de avena, el cual teniendo en cuenta los rangos
establecido por el CODEX (2003) para estos parametros seria de 21 dias, momento en el que

este contaria con un pH de 3.7 y una acidez de 1.14 %.
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x 10
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0
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Otro parametro importante en la determinacion de la vida util de los productos lacteos, es la
sinéresis, ya que ésta afecta la calidad y aceptacién de los mismos. Fisicoquimicamente, la
sinéresis es un fendmeno generado por la expulsidon o separacion del lactosuero debido a la
contraccion del gel y a los arreglos de la red molecular de caseina después de la formacion
del mismo (Acevedo et al., 2010). Los principales factores de proceso asociados con este
fenédmeno son: rapida acidificacion, alta temperatura de incubacidn, el tratamiento térmico

excesivo y el bajo contenido de sélidos (Lucey et al., 1998).

Debido a que bibliograficamente no se encuentra establecido el porcentaje de sinéresis

maximo permitido, en este proyecto nos apoyamos en los resultados obtenidos por Parra y
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col. en 2012, para establecer un punto de comparacién de este parametro y asi poder

estimar la vida util del producto fermentado de avena.

Como se puede observar en la Figura 52, el porcentaje mdximo de sinéresis obtenido a los 21
dias fue de 20 %, valor que se encuentra por debajo de los datos experimentales obtenidos
por Parra y col., los cuales obtuvieron un porcentaje de sinéresis del 40 % a los 13 dias,
teniendo en cuenta esta comparacion, se establecidé que el efecto de disminucion del
porcentaje de sinéresis es generado como lo indica Ruiz y Ramirez (2009), por la presencia de
la fibra de avena (B-glucano) la cual brinda mayor viscosidad al producto por tener una alta
retencidén de agua, actuando asi como un espesante, este efecto también se puede encontrar
influenciado por la presencia de los carbohidratos (almidones) y proteinas (globulinas) que se
encuentran de forma natural en la avena, y que presentan un efecto similar al del B-glucano

al encontrarse expuestos a temperaturas de calentamiento (Moya et al., 2002).

Otro factor que igualmente puede influir en la disminucidn del porcentaje de sinéresis es la
presencia de las cdpsulas de microorganismo ya que posiblemente existe una ligera retencién
de agua por la presencia del polimero encapsulante, como lo mencionaron en su
investigacion Parra y col. (2012), los cuales encontraron que el efecto de sinéresis disminuyd

en muestras con encapsulado de microorganismos.

De acuerdo con los datos obtenidos y teniendo en cuenta la referencia antes citada, se puede
establecer que con respecto a la caracteristica de sinéresis el producto fermentado de avena

cuenta con una vida util mayor a 21 dias.

Para determinar la vida util del producto fermentado de avena se realizd un andlisis
microbioldgico y un recuento de la concentracién de bacterias acido lacticas (Cabeza, 2013),
estableciendo de esta manera que la vida util del producto terminaria en cuanto este no
cumpliera con las especificaciones de calidad higiénica presentes en NOM-185-SSA1-2002, o
en su caso al obtener concentraciones menores de 10’ UFC/g de microorganismos viables

(CODEX Alimentarius, 2003).
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La evaluaciéon microbiolégica arrojé resultados negativos para coliformes totales,
Staphylococcus aureus y Salmonella ssp, indicando la ausencia de estos microorganismos
para cada uno de los 8 lotes (0,3,6,9,12,15,18,21 dias), después de los 21 dias de
almacenamiento en refrigeracidon, cumpliendo de esta manera con las especificaciones
sanitarias establecidas por la normatividad mexicana, confirmando que los cultivos
iniciadores (L. bulgaricus, Lc. thermophilus y L. lactis) del yogurt posiblemente presentaron
un efecto inhibitorio sobre otros microorganismo, siendo algunos de los factores que
cooperan en esto, la produccién de acido lactico que conlleva a una disminucién del pH y la
posible liberacién de bacteriocinas, de igual forma se puede establecer que las practicas de
manufactura durante el proceso de elaboracion y las condiciones de almacenamiento se

realizaron de forma correcta (Ruiz & Ramirez, 2009).

La concentracion de microorganismo probidtico libre, presenté un decremento (p <0.001)

proporcional (R?=0.78) al tiempo de almacenamiento, como se puede observar en la Figura

53.
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Figura 53: Descenso del nimero de microorganismo probidticos totales en el producto fermentado de avena durante su
tiempo de almacenamiento.
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Lo anterior se debe a que, tanto durante el proceso de elaboracién del producto, como en el
almacenamiento, los probidticos se ven sujetos a estreses osméticos, mecanicos oxidativos o

por frio (Burgain et al., 2011).

Para atenuar la disminucidn de la viabilidad en el producto fermentado de avena, se adiciond
el microorganismo probidtico encapsulado, el comportamiento lineal de la viabilidad (R?=
0.61) y de la variacion de eficiencia de encapsulacion (R?= 0.69) se muestran en el grafico de
la Figura 54, en el cual se observa que la concentracién de la bacteria encapsulada, se redujo
significativamente a lo largo del estudio, efecto que podria deberse a la difusién de las
células de las capsulas al medio, trayendo como consecuencia la pérdida de dureza de las
capsulas, comportamiento que se observa en la Figura 55. Esto contribuye a la post
acidificacion del medio generando un efecto inhibitorio sobre los cultivos iniciadores
(probidticos libres), ya que la acidez es uno de los factores que mads influye en Ia
sobrevivencia de los mismos. Debido a la inactivacién de enzimas importantes en su

metabolismo (Cruz, 2009).
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Figura 54: Comportamiento del microorganismo encapsulado y eficiencia de encapsulacion con respecto al tiempo de
almacenamiento.
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Figura 55: Dureza (Kgf.) exhibida por las capsulas de probiético encapsulado con respecto al tiempo de almacenamiento.

De acuerdo a lo antes mencionado y teniendo en cuenta los analisis de varianza presentados
en el Anexo 7 ademas de los requerimientos minimos necesarios establecido por el CODEX y
la normatividad mexicana para denominar a un alimento como probidtico, se establecié que
el tiempo de vida util microbiolégico para el producto fue de 18 dias, periodo de tiempo en el
cual se obtiene una concentracion de microorganismo probidtico libre de 7.75x107 UFC/g y
una concentracién de probidtico encapsulado de 1.75x107 UFC/g con un 79 % de eficiencia de

encapsulacion.

3.7.3 Determinacion de la vida util sensorial del producto fermentado de avena.

De acuerdo al andlisis de supervivencia realizado (Tabla 28) se establecid que la vida
sensorial del producto a condiciones de almacenamiento de refrigeracién (4 °C), fue de 17
dias con un intervalo de 95 % de confianza de * 4 dias, segun el modelo “logaritmico normal”

(lognormal), con un porcentaje de rechazo del 25 %.
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Intervalo de 95 % de = Error

% de Tiempo estimado
Modelo confianza (Dias)

Rechazo | de vida util (Dias)
Inferior  Superior

10 135 8.54 20.43 2.93
25 17+4 Log. Normal 13.53 22.17 2.18
50 237 17.89 30.64 3.21

Asi mismo se determind que los atributos que influyeron de manera directa en el rechazo del
producto fueron el sabor y la apariencia los cuales sensorialmente presentan un tiempo de
vida util de 18 y 17 dias respectivamente (Tabla, 29), periodo de tiempo que se encuentra

dentro del rango establecido para el producto fermentado de avena (Tabla, 28).

Intervalo de 95 %

Tiempo estimado Error

Parametro Modelo de confianza
de vida util (Dias) (Dias)

Inferior = Superior
Apariencia 17 13.53 22.17 2.18
Acidez 26 5.689 121.6 20.0
Log. normal

Sabor 18 14.82 22.54 1.95
Olor 20 18.20 23.59 1.30

De acuerdo a los resultados obtenidos se establecié que el tiempo de vida atil sensorial era
de 17 dias el cual respecto al tiempo de vida util microbioldgico y fisicoquimico (18 dias) fue
inferior, sin embargo debido a que esta diferencia era minima y a que el éxito de un producto
depende de la aceptacion de este por los consumidores, se determind que el tiempo de vida

util del producto seria de 17 dias momento en el cual este presentaria una concentracién de

117 |[Pagina



7.5x107 UFC/g de concentracién de probidtico, un porcentaje de sinéresis del 16 %, con una
acidez de 1.05 % de acido lactico y un pH de 3.71.

El tiempo de vida util que presenta el producto fermentado de avena (17 dias), se encuentra
por debajo del tiempo establecido para un producto comercial andlogo el cual es superior a
los 21 dias, sin embargo a pesar de esto el producto fermentado presenta como ventaja el no
contar en su formulacion con aditivos, colorantes ni conservadores artificiales, favoreciendo
de esta manera a la salud del consumidor y expandiendo su mercado de venta a personas

gue prefieren una alimentacién mas natural.
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CONCLUSIONES.
Con base en los resultados obtenidos durante la experimentacién podemos establecer que el
desarrollo del producto fermentado de avena es factible, de acuerdo al dato obtenido en el
estudio de mercado en el cual se muestra que el 95 % de la poblacional encuestada se

encontraria dispuesto a consumirlo.

La tecnologia de microencapsulacién resulta ser una opcidn viable y atractiva para preservar
la funcionalidad del producto fermentado al conservar la concentracidon de microorganismos
probidticos hasta el término de la vida util, proporcionando caracteristicas fisicoquimicas
interesantes como la disminucién de la sinéresis (Parra et al., 2012). La concentracién de 1.5
% de alginato de sodio en conjunto con la del cloruro de calcio (2 %), permiten la obtencién
de microcdpsulas con un porcentaje de eficiencia del 94 %, cuyo valor se encuentra por
encima del reportado por otros autores (Paniagua & Romero, 2013). Las capsulas obtenidas

presentaron una dureza de 0.86 kgf y un tamano de particula de 2 mm.

Conforme a los resultados obtenidos de las pruebas microbiolégicas podemos asegurar que
el producto es apto para su consumo y que no representa ningun riesgo a la salud, en cuanto
al elaborarlo se lleve a cabo un buen control de calidad y la aplicacidn de buenas practicas de

manufactura.

Este producto fermentado al encontrarse elaborado con leche de avena, no contiene lactosa,

por lo que es indicado para el consumo de personas con intolerancia a la lactosa.

Ademas biotecnolégicamente a pesar de no contar con una alta concentracion de proteina,
ni grasa, los componentes principales de la avena como la fibra soluble (B-glucano), proteinas
(globulinas) y carbohidratos (almiddén), generan un efecto positivo en las propiedades

fisicoquimicas y texturales del producto fermentado.

En cuanto al proceso de fermentacion podemos establecer de acuerdo a los resultados
obtenidos que éste fomentd la mejora de las caracteristicas sensoriales de la avena y de igual
forma potencializd sus beneficios sobre la salud y sus caracteristicas nutricionales debido a la
combinacidn de prebidticos con probidticos.
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Ahora bien de acuerdo a la NOM-086-SSA1-1994 y a la comparacién realizada entre el
producto comercial y el de avena se establecié que éste es un producto bajo en calorias y

reducido en grasa, respecto al producto comercial.

El costo unitario del producto fue de $ 5.00 M.N., valor que se encontrarian dispuestos a
pagar los consumidores ya que se encuentra dentro del rango de precios establecidos para

productos analogos.

A condiciones de refrigeracion de 5 °C, el producto fermentado de avena presenta una vida

util de 17 dias.

Finalmente podemos mencionar que el uso de avena como sustrato para elaborar productos
probidticos supone interesantes caracteristicas funcionales y nutricionales, ademas de ser

una opcion viable de explotacion comercial de este cereal en México.
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RECOMENDACIONES.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este estudio y los pocos avances que se
presentan en esta linea de investigacion en México, es necesario no perder de vista que el
producto elaborado puede ser sometido a una reformulacién para mejorar sus caracteristicas
tanto organolépticas como nutricionales, teniendo en cuenta esto, los puntos que se plantea

a continuacion nos permiten establecer una base de partida para lograr este objetivo.

Se recomienda estudiar el efecto de la adicidon de diferentes concentracion de solidos de
avena en el proceso de fermentacidon, ademds de experimentar de igual forma con el
incremento de fibra de avena o en su caso la adicion de una fibra natural como la inulina para
favorecer el desarrollo de microorganismo probidticos y evaluar la interaccién entre este

factor y la estabilidad del producto.

Se propone de igual forma el estudio del efecto de la pasteurizacién sobre las propiedades de

la leche de avena.

Igualmente se requiere establecer la correlacién que guarda la acidez con respecto a la

estabilidad de las cdpsulas y del producto.

Con respecto a las caracteristicas organolépticas se plantea la determinacién experimental

del efecto de la adicidén de pulpa natural y un colorante sobre los atributos de color y sabor.

Y finalmente para establecer el comportamiento de las microcapsulas de probidtico resulta
factible realizar la evaluacion de diversos materiales encapsulante para determinar cual es el
gue brinda mayor proteccién a los microorganismos y probar esto a través de un estudio “in-

vitro”.
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ANEXOS.

El equipo mencionado en este apartado se empled durante la etapa experimental de este

Precision de 26.5 L.
Cuenta colonias.

Horno o estufa eléctrica
con control de
temperatura.

Incubadora anaerdbica.

Micro destilador Kjendahl.
Micro digestor de seis
plazas Kjendahl.

Mufla

Potencidmetro PH/MV
resolucién de pH + 0.01 y
temperatura 0.0 a 100 °C.
Refractémetro Abbé con
valores limites 0 a 85 °
Brix.

Refrigerador sin
congelador con variacion
de temperatura de + 0.1
°C.

Texturémetro con
capacidad de carga de 1
KN a 225 Ib/in?, rango de
velocidad de 0.5 a 1270
mm/min.

REICHERT TECNOLOGI

MAPSA

BLUE M LINDBERG

LABCONCO

BLUE M
CORNING

HANNA

BAUSCH & LOMB

LG

LLOYD

proyecto:
Equipo: Marca: Modelo:
Balanza  Analitica con WIGGEN HAUSER 11204
Balanza de determinacion
de hu,medad e.quadg con OHAUS Mb25
una lampara infrarroja de
250 W.
Bafio de agitacién
reciproca Thermo THERMO SCIENTIFIC 25

DARKFIELD QUEBEC

HDP-334

Gl 100 A
2002

230V
M25A-22
220

8521

33-46-10

GR-282SF

TA-500



ANEXO 2: Composicién quimica de los medios de cultivo.

Medio Lactico:

Reactivos: Cantidad (g):
Acetato De Sodio Trihidratado: 1.50
Acido Ascérbico: 0.50
Bactogelatina (gelatina): 2.50
Extracto De Levadura: 5.00
Glucosa: 5.00
Lactosa: 5.00
NaCl 4.00
Triptona: 20.0
H20 Destilada: 1L

Nota: Para llevar a cabo la elaboracidn de agar lactico, se adiciona 14 g de agar.

Medio Rogosa (MRS):

Reactivos: Cantidad (g):
Extracto De Carne: 5.0
Extracto De Levadura: 2.5
Acido Ascérbico: 0.5
Peptona De Soya: 5.0
Peptona De Caseina: 5.0
Acetato De Sodio Trihidratado: 3.0
Dextrosa: 5.0
H2o0 Destilada: 1L

Nota: Para llevar a cabo la elaboracion de agar rogosa, se adiciona 14 g de agar.
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ANEXO 3. Determinaciéon del tamafio de muestra para la aplicacién del estudio de
mercado y establecimiento de los intervalos de confianza.

e Seleccion del tamafio de muestra para la aplicaciéon del estudio de
mercado.

Con el fin de obtener datos confiables de las encuestas aplicadas, se seleccioné un tamafio
muestral a partir de una ecuacién estadistica de proporciones (debido a que los datos

obtenidos serian datos categoricos), como se muestra a continuacion:

_Zi,P(1-P)
"mTae

Dénde:

n: Tamafo muestral

Zq/2: Valor de “Z” de tablas, para un nivel de confianza del 95% es de 1.96
P: Proporcién

d: Error maximo de estimacién

Se seleccion el tamafo muestral en funcidn a nuestra pregunta mas significativa (si lo
consumirian o no), con una proporcién de 0.4, un nivel de confianza del 95% y un error

maximo de estimacién de 0.15, obteniéndose un total de 40 encuestas a realizar.

e Determinacion de los intervalos de confianza para el estudio de mercado.

Se determinaron a partir de la siguiente ecuacidn para proporciones y se calcularon para

cada una de las respuestas.

Dénde:

X: NUmero de respuesta para ese dato categdrico
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n: Tamafio muestral

Zq/2: Valor de “Z” de tablas, para un nivel de confianza del 95% es de 1.96

P: Proporcidn, relacion de X/n

Intervalos de confianza obtenidos para las respuestas obtenidas del estudio de mercado.

Pregunta Opciones Respuesta Intervalo de confianza
1 a. Nada 9 0.09559 | <P< | 0.35441
b. 1 hora 0 0.00000 0.00000
c. Media hora 13 0.17985 0.47015
d. 15 minutos 18 0.29583 0.60417
e. Otro 0 0.00000 0.00000
2 Sl 35 0.77251 | <P< 0.97749
NO 5 0.02251 0.22749
3 a. Yogur 30 0.61581 | <P< | 0.88419
b. Flan 24 0.44818 0.75182
c. Natilla 21 0.37024 0.67976
d. Mousse 31 0.64559 0.90441
4 a. Diariamente 6 0.03934 | <P< 0.26066
b. Cada tercer dia 8 0.07604 0.32396
¢. Una vez por 16 0.24818 0.55182
semana
d. Otro 7 0.05725 0.29275
5 a. Si conozco, pero 20 0.34505 | <P< 0.65495
no las consumo.
b. No conozco y no 7 0.05725 0.29275
las consumo.
c. Si conozco y las 3 0.01574 0.15663
consumo.
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d. No conozco, 10 0.11581 0.38419
pero me
interesaria
consumirlas.
6 Sl 26 0.50219 | <P< 0.79781
NO 14 0.20219 0.49781
7 Sl 9 0.09559 | <P< 0.35441
NO 31 0.64559 0.90441
8 Sl 37 0.84337 | <P< 0.98426
NO 3 0.01574 0.15663
9 a. Yogur 28 0.55798 | <P< 0.84202
b. Flan 5 0.02251 0.22749
c. Natilla 5 0.02251 0.22749
d. Mousse 0 0.00000 0.00000
10 a. Natural 4 0.00703 | <P< 0.19297
b. Arandano 4 0.00703 0.19297
c. Zarzamora 20 0.34505 0.65495
d. Kiwi 5 0.02251 0.22749
e. Otro 6 0.03934 0.26066
11 Sl 38 0.88246 | <P< 0.99389
NO 1 0.00063 0.07338
12 a. De 3 - 6 pesos 12 0.15798 | <P< 0.44202
b. De 6 - 10 pesos 23 0.42180 0.72820
c.De 10-15 2 0.00611 0.11754
pesos
d. Otro 1 0.00063 0.07338
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P

SENSACION DE

ACIDEZ

DULZOR

SABOR APARIENCIA

OLOR

ESFERAS

Edulcorante
Pulpa

F (Juez)
Interaccién
Residuo
Edulcorante
Pulpa

F (Juez)
Interaccién
Residuo
Edulcorante
Pulpa

F (Juez)
Interaccién
Residuo
Edulcorante
Pulpa

F (Juez)
Interaccién
Residuo
Edulcorante
Pulpa

F (Juez)
Interaccién
Residuo
Edulcorante
Pulpa

F (Juez)
Interaccién
Residuo

Grados de

libertad:

30

90

(Y

30

90

[EEN

30

90

30

90

30

90

30

90

de
cuadrados:
85.56
0.20
130.24
419.23
311.02
16.696
137.341
147.794
45.970
241.931
0.20
13.56
364.42
291
149.58
4,266
72.782
187.50
22.653
278.04
1.70
173.08
197.67
2.76
318.15
0.583
10.744
289.73
3.389

Suma

Valor F:

24.7578
0.0583
1.2563

121.3131

6.2109
51.0916
1.8327
17.1010

0.1213
8.1567
7.3088
1.7517

1.3809
23.558
2.0230
7.3325

0.4797
48.9627
1.8640
0.7808

0.2801
5.1648
4.6426
1.6292

Valor p:

3.102x10°®
0.8097
0.2045
2.2x10°%

0.01453
2.237x1010
0.01518
7.946x10

0.728435
0.005327
9.246x1014
0.189019

0.243051
5.066x10°
0.005769
0.008104

0.49036
4.4x10710
0.01297
0.37925

0.59794
0.02543
8.14x10°
0.20510
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ANEXO 5. Psicologia del color empleada en el disefio de la etiqueta del producto.

Color:

Significado psicoldgico:

Blanco

Se halla en los extremos de la gama de los grises. Tiene un valor
limite, frecuentemente extremos de brillo y de saturacién, y también
un valor neutro (ausencia de color). También es un valor latente
capaz de potenciar los otros colores vecinos. Puede expresar paz,
soleado, feliz, activo, puro e inocente; crea una impresion de
luminosidad de vacio positivo y de infinito. El blanco es el fondo

universal de la comunicacidn grafica.

Negro

Es el simbolo del silencio, del misterio y, en ocasiones puede
significar impuro o maligno. Confiere nobleza y elegancia, sobre

todo cuando es brillante.

Gris

Es el centro de todo, pero es un centro neutro y pasivo, que
simboliza la indecisién y la ausencia de energia, expresa duda vy
melancolia. Simbdlicamente el blanco y negro con sus

degradaciones en gris, son el color de la l6gica y de lo esencial.

Azul

Simbolo de la profundidad. Inmaterial y frio, suscita una
predisposicion favorable. Es un color reservado y entra dentro de los
colores frios, expresa armonia, amistad, fidelidad, serenidad,
sosiego, posee la virtud de crear la ilusidén dptica de retroceder. Este
color se asocia al cielo, el mar y el aire, en sus tonos claro sugiere
optimismo. Cuando mas se clarifica mas pierde atraccion y se vuelve

indiferente y vacio. Cuando mas se obscurece mas atrae al infinito.

Violeta

Es el color de la templanza, de la lucidez y de la reflexién. Es mistico,
melancélico y podria representar también la introversién. Cuando
del violeta se deriva el lila o morado, se aplana y pierde su potencial
de concentracién positiva. Cuando tiende al purpura proyecta una

sensacion de majestad.
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ANEXO 6: Determinacién del costo unitario del producto.

Para llevar a cabo este analisis de costos se tuvieron en cuenta los precios ofertados en el

2014 de cada una de las materias primas y del envase.

Cantidad empleada
para elaborar 1 L de
Costo Total
Cantidad: Concepto: producto
($): ($):
fermentado de
avena:
Agua para beber
4 L 21.00 0.918 L 4.80
(Gerber).
Avena sativa de
10 Kg 140.00 80 g 1.20
costal selecta.
Glucosa Anhidrida
1 Kg 82.50 30 g 2.50
grado alimenticio.
Leche en polvo
360 g 40.00 80 g 9.00
(Nestle Svelty).
Savien (Stevia/
900 g Sacarosa/ 32.00 30 g 1.10
Fructosa).
500 g Goma Guar (P.1.Q.) 162.00 2 g 0.70
Cultivos lacticos
1.80 g 126.00 0.018 g 2.50
liofilizados (Sacco).
Alginato de
50 g 48.80 0.15 g 0.15
sodio.
1 Kg CaCl 17.50 6 g 0.11
50 ml Lactobacillus casei 1.00 50 ml 1.00
0.750 L de producto fermentado de avena
0.750 L 16.50
sin sabor:
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Pulpa de
4 L zarzamora (Ricco | 134.00 0.250 L 8.50
aroma).
L. casei
10 g 1.26 1 L 1.26
encapsulado.
1 kg de producto fermentado de avena
1 L 26.30
sabor zarzamora:
De 1 kg de producto fermentado de avena
80 ml 2.20
sabor zarzamora se obtienen 12 porciones:
Envases de HDPE
de 80 ml y tapas
1000 @ Pzas. 1600.00 1 Pza. 1.60
troqueladas, marca
bio empak.
Costo unitario por porcion de 80 ml de
1 Pza. 3.80
producto fermentado de avena:
Costo unitario por porcion de 80 ml de
producto + el 30% del precio para 1 Pza. 4.95
considerar rentable el proceso:
Costo unitario redondeado: 1 Pza. 5.00
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7

CONCENTRACION

pH

ACIDEZ

7

SINERESIS

7

ENCAPSULACION

DE m.o. libre

ENCAPSULADO

Regresion
Residuos
Total
Regresion
Residuos
Total
Regresion

Residuos

Total

Regresion
Residuos
Total
Regresion

Residuos

Total

Regresion

Residuos

Total

Grados de
libertad

N OO RN O

Suma de

cuadrados

0.01044
0.00055
0.011
0.10652
0.00893
0.11546
5.0544x10"/
8.2006x101®

5.8744x10%

206.2251
1.2748
207.5
665.6034
285.8047

951.4081

6.5225
4.3873

10.9099

Promedio de
los
cuadrados
0.01044727
9.2121x10°

0.1065
0.0015

5.0544x10"/
1.3667x101®

206.22513
0.21247

665.6034
47.6341

6.52255
0.7312

113.4079

71.5535

36.9807

970.5729

13.9732

8.9199

Valor critico

deF

4.0416x10°

0.00015

0.00089

7.2642x108

0.0096

0.0244
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