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RESUMEN:

La leche ha sido un alimento esencial en la nutricion y a partir de la obtencion de
lacteos procesados se han generado méas subproductos cuya utilizacién posterior
genera un valor agregado. Uno de los derivados més importantes de la leche es el
queso, sin embargo durante el proceso de elaboracién se obtiene un desecho
altamente contaminante como lo es el suero. Es por este motivo se utilizd este

remanente como materia prima en la elaboracion de este proyecto.

Por otra parte, los alimentos funcionales producen efectos beneficiosos para la
salud, superiores a los de los alimentos tradicionales. Dentro de la gama de
alimentos funcionales estan los prebidticos, los probidéticos y los simbiéticos. Los
prebiodticos son ingredientes no digeribles de la dieta que estimulan el crecimiento
o la actividad de uno o mas tipos de bacterias en el colon. Los probi6ticos son
microorganismos vivos que al ser agregados como suplemento en la dieta,
favorecen el desarrollo de la microbiota intestinal. Los simbidticos combinan en
sus formulaciones prebidticos y probiéticos, lo que permite aprovechar mas los

beneficios de esa union.

Es asi como el objetivo de este proyecto fue elaborar una bebida simbidtica a
partir de suero de leche, microorganismos probidticos y compuestos prebidticos
del agave con caracteristicas sensoriales agradables al consumidor.

En este trabajo se presenta una metodologia para la elaboracion de diferentes
formulaciones de bebidas fermentadas elaboradas a partir de suero de leche.
Debido a las caracteristicas que éste posee, se utilizd para la elaboracion de
bebidas fermentadas, las cuéles fueron adicionadas de cultivos iniciadores de
cepas probidticas, al igual que con Inulina y fructooligosacéaridos (FOS)
procedentes del agave. La combinacion de estos ingredientes contribuyo a la

obtencién de bebidas fermentadas con un caracter simbidtico.

Los productos fermentados finales se analizaron para conocer algunas de sus

principales caracteristicas como pH final, el nimero de UFC/mL para cada una de




las fermentaciones asi como la estabilidad del producto después de un mes de

almacenamiento.




1. ANTECEDENTES
1.1. Bacterias acido-lacticas (BAL):

Las bacterias acido lacticas han sido importantes en los alimentos durante siglos
por su considerable contribucion al valor de los productos. Debido a varias de sus
propiedades metabdlicas, éstas desempefian un papel importante en la industria
alimentaria, ya que son responsables de la produccion de ciertas caracteristicas
organolépticas como sabor, olor y textura y el valor nutricional de los productos
alimentarios. Algunos de los metabolitos producidos por este tipo de bacterias son
acidos orgéanicos, polisacéridos, vitaminas, endulzantes, aromas y sabores entre
otros (Parra Huertas, 2010).

1.1.2. Generalidades de las bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas son un grupo de bacterias Gram (+) con forma de
cocos Yy bacilos; no productoras de esporas. Requieren de medios ricos para
crecer, son catalasa-negativas, aunque algunas cepas pueden presentar actividad
pseudocatalasa. Por lo general son no méviles, fermentan los carbohidratos
produciendo acido lactico como producto principal de la fermentacion, carecen de
citocromos y se encuentran en ambientes donde los carbohidratos estan

disponibles. (Felis y Dellaglio)

Las BAL carecen de proteinas que contengan el grupo hemo, lo que les impide
poner en marcha una cadena respiratoria con el oxigeno como aceptor de
electrones. Carecen también de la enzima catalasa, sin embargo pueden crecer

en presencia de aire (Parra Huertas., 2010).

La mayoria de las bacterias lacticas prefieren un pH inicial de 6 6 7 para crecer.
Son generalmente mesofilas, el mejor crecimiento se da a temperaturas entre 20 y
40°C (Velazquez, 2006).




1.1.3. Fermentacioén lactica:

La fermentacion lactica se refiere al proceso celular por el cual los
microorganismos como los lactobacilos, utilizan la glucosa para obtencién de

energia, donde el producto de la fermentacion es el acido lactico.

El acido lactico se produce mediante la fermentacion lactica. En condiciones de
ausencia de oxigeno (anaerobiosis), la fermentacion responde a la necesidad de la
célula de regenerar la molécula de NAD", que ha sido consumida en el proceso
energético de la glucolisis. En la glucdlisis la célula transforma y oxida la glucosa
en un compuesto de tres &tomos de carbono, el acido piravico, obteniendo dos
moléculas de ATP; sin embargo, en este proceso se emplean dos moléculas de
NAD" que actlian como aceptores de electrones y pasan a la forma NADH. Para
gue tengan lugar las reacciones de la glucolisis que producen energia es

necesario restablecer el NAD" por otra reaccion (De los Monteros, 2005).

El acido lactico es clasificado como GRAS (generalmente reconocido como
seguro), para su empleo como aditivo alimenticio por la FDA (Administracion de

Drogas y Alimentos) (Parra Huertas, 2010).

Este es utilizado como acidulante/agente buffer de pH o inhibidor de esporas de
bacterias en una amplia variedad de alimentos procesados, como dulces, pan y
productos de panaderia, bebidas no alcohdlicas, sopas, productos lacteos,

mermeladas, gelatinas y mayonesas (Devlieghere y col., 2004).

La produccion de acido lactico hace que el ambiente donde se encuentran las
bacterias lacticas sea acido, lo cual inhibe el crecimiento de bacterias dafiinas.

1.1.4. Principales grupos (BAL).

Lyhs (2002), divide las BAL en tres grupos de acuerdo con sus caracteristicas
fermentativas: las homofermentativas estrictas, heterofermentativas estrictas, y las

heterofermentativas facultativas.




Las homofermentativas estrictas degradan las hexosas exclusivamente a acido

lactico y no fermentan las pentosas o el gluconato.

Las heterofermentativas estrictas degradan las hexosas a &cido lactico, acido
aceético, etanol y CO2, y las pentosas a &cido lactico y &cido acético.

Las heterofermentativas facultativas fermentan las hexosas a acido lactico y
pueden producir CO, a partir del gluconato pero no de la glucosa. Ellas también

fermentan las pentosas para producir acido lactico y acético.

Dentro del grupo de las bacterias acido-lacticas homofermentativas encontramos
algunas especies de Streptococcus (St. thermophilus y St. lactis) y Pediococcus

(P. acidilactici, P. pentosaceus). (Larpent, 1995).

Entre las heterofermentativas algunas especies de Lactobacillus (L. brevis y L.
buchnerii) y Leuconostoc (L. mesenteroides, L. dextranicum y L. cremoris)
(Larpent, 1995).

Y entre las heterofermentativas facultativas encontramos a Lb. plantarum, Lb.

casei y Lb. sake.

Las bacterias acido lacticas de importancia en la industria de alimentos pertenecen
a los géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus y Weissella (Lyhs,
2002). El género Lactobacillus ha sido usado histéricamente de forma segura,
especialmente en la industria lactea, y juega un papel principal en la produccién de

leches fermentadas (Maragkoudakis y col., 2006).

1.1.5. Metabolismo de las BAL:

La diferencia entre el grupo llamado homofermentativo y heterofermentativo esta
marcada por la presencia o ausencia del enzima aldolasa, la enzima clave de la

glucolisis.




El grupo homofermentativo utiliza la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas al convertir 1
mol de glucosa en 2 moles de acido lactico, ademas que se produce mas del 85%
de &cido lactico a partir de glucosa. Las bacterias pertenecientes a este grupo
poseen las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, pero carecen de la
fosfocetolasa (Figura 1) (Parra Huertas, 2010).

El grupo heterofermentativo produce solamente 50% de é&cido lactico. Estas
fermentan 1 mol de glucosa para formar 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanoly 1
mol de CO,; 1 mol de ATP es generado por 1 mol de glucosa. Este grupo de
bacterias contienen la enzima fosfocetolasa, pero carecen de la aldolasa y hexosa

isomerasa, asi que en lugar de seguir la via EMP, utilizan las vias de la hexosa
monofosfato o la de la pentosa (Figura 1).

2 LLACTATO [ I,\("l'\l'()l

Figura 1: Rutas mayoritarias de fermentacion de la glucosa. A) homofermentativa:
B) heterofermentativa. Adaptada de Hernandez y Jiménez 2010.




La fermentacion reduce la cantidad de carbohidratos disponibles y resulta en
moléculas organicas de bajo peso molecular que presentan actividad
antimicrobiana, siendo las méas comunes: acido lactico, acético y propionico,
ademas de otras sustancias antagonistas, como son el peroxido de hidrégeno y

bacteriocinas.

1.2. El género Lactobacillus.

1.2.1. Caracteres morfoldgicos:

El género Lactobacillus se caracteriza por presentar células en forma de bacilos
largos y extendidos, aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o
coco-bacilos. Estos bacilos se presentan comunmente formando cadenas y en
general son no moviles pero cuando tienen movilidad es por la presencia de

flagelos peritricos. (Samaniego y Sosa, 1998).

La pared celular de los lactobacilos, observada al microscopio electronico es
tipicamente Gram-positiva y contiene peptidoglicanos (mureinas) de varios
quimiotipos, de ahi que el peptidoglicano del tipo lisina-D-asparagina sea el mas
ampliamente distribuido. Esta pared también contiene polisacéridos unidos al
peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster, pero solo presenta acidos teicoicos
relacionados a ella en algunas especies. También pueden apreciarse al
microscopio electronico grandes mesosomas que caracterizan a este género. Solo
las células muertas pueden dar resultados variables a la tincion de Gram. Ademas,
no esporulan (Samaniego y Sosa, 1998).

1.2.2. Caracteristicas de los cultivos y de las colonias:

Las colonias de lactobacilos en medios solidos son pequefias (2-5 mm),

convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Solo en




algunos casos presentan coloracion amarillenta o rojiza.Algunas especies forman
colonias rugosas. Otras, como Lactobacillus confusus, presentan colonias

viscosas por excepcion.

Generalmente no presentan actividad proteolitica ni lipolitica que pueda apreciarse
mediante halos claros formados en medios sélidos que contengan proteinas o

grasas.

Normalmente no reducen los nitratos, pero esta reaccion puede ocurrir en algunos
casos, cuando el pH esta por encima de 6,0. Los lactobacilos no lician la gelatina
ni digieren la caseina, aunque muchas cepas producen pequefias cantidades de
nitrégeno soluble.

Tampoco producen indol ni sulfidrico (H2S). Son catalasa-negativas, pero algunas
cepas producen la enzima pseudocatalasa que descompone el peroxido de
hidrogeno. Son citocromo-negativos, por la ausencia de porfirinas; presentan una

reaccion bencidina negativa.

La produccién de pigmentos por estas bacterias es rara y cuando ocurre, €stos

pueden ser de color amarillo o naranja hacia un tono ferroso o rojizo.

Su crecimiento en medio liquido se presenta a través de éste, aunque sus células
precipitan rapidamente después que el crecimiento cesa; dando lugar a un
sedimento suave y homogéneo, sin formacién de peliculas. En raras ocasiones

este sedimento es granular o viscoso (Samaniego y Sosa, 1998).

Los lactobacilos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes, pero
contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados (Samaniego y Sosa,
1998).

1.2.3. Nutricidén y condiciones de crecimiento.

Los lactobacilos presentan particularidades para cada especie respecto a los

requerimientos nutricionales de los aminoacidos, péptidos, derivados de acidos




nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos 0 ésteres de acidos grasos Yy
carbohidratos fermentables. Requieren no soélo carbohidratos como fuentes de
carbono y energia, sino también: aminoacidos, vitaminas y nucledtidos.
Generalmente estos requerimientos variados se encuentran disponibles cuando el
medio de cultivo de los lactobacilos contiene carbohidratos fermentables,
peptona, extracto de carne y extracto de levadura, la adicibn con Tween 80,
resulta esencial para muchas especies. Por eso, estos compuestos se incluyen en
el medio MRS. Existen especies que se adaptan a sustratos muy particulares y

necesitan factores de crecimiento especiales (Samaniego y Sosa; 1998).

1.2.4. Condiciones ecoldgicas:
A) pH:

Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos con un éptimo de
desarrollo entre 5,5 y 6,2. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza valores
desde 4 hasta 3,6 en dependencia de especies y cepas y disminuye notablemente
en medios neutros o ligeramente alcalinos. Los lactobacilos son capaces de
disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por debajo del valor 4,0
mediante la formacion de acido lactico. De esta forma evitan o al menos
disminuyen considerablemente el crecimiento de casi todos los otros
microorganismos competidores, exceptuando el de otras bacterias lacticas y el de
las levaduras (Samaniego y Sosa, 1998).

B) Necesidades de oxigeno:

La mayoria de las cepas de lactobacilos son principalmente aerotolerantes; su
crecimiento 6ptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerébicas y
se conoce que un incremento de la concentracion de CO, (de aproximadamente
5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre todo en el caso del

crecimiento superficial sobre medios solidos (Samaniego y Sosa, 1998).




C) Temperatura de crecimiento:

La mayor parte de los lactobacilos son mesoéfilos (30 - 40°C), aunque su rango de
temperatura para el crecimiento oscila entre 2 y 53°C, algunos crecen por debajo
de 15°C y hay cepas que crecen por debajo de 5°C. Otros crecen a temperaturas
bajas, cercanas al punto de congelacion (por ejemplo, los que habitan en carnes y
pescados congelados). Los llamados lactobacilos “termdéfilos” pueden tener un
limite superior de temperatura de 55°C y no crecen por debajo de 15°C.
(Samaniego y Sosa, 1998).

Tabla 1: Habitats del género Lactobacillus (Stiles y Holzapfel, 1996)

Cavidad oral
Humanos Tracto intestinal
Vagina
Otros habitats Plantas

Suelo, aguas residuales y estiércol
Alimentos fermentados (Leche, carne y vegetales)
Productos de cereales
Desperdicio de Cerveza

alimentos Frutas y purés de cereales
Pescado marinado
Azlcar procesada
Leche
Carne y productos cérnicos
Bebidas fermentadas

1.3 Lactobacillus casei:

1.3.1. Caracteristicas generales:

Lactobacillus casei es una cepa heterogénea gue coloniza varios ecosistemas de

alimentos. Este microorganismo se agrega a algunos alimentos, con el fin de




mejorar la calidad de los mismos, y promover la salud humana y la animal
(Gobetti, 1999).

Lactobacillus casei es una bacteria Gram-positiva, no posee movilidad, no
esporula y es catalasa-negativa. Las células son bacilos de 0,7 — 1 x 2,0 — 4,0 ym,
a menudo con terminaciones cuadradas, y que tienden a formar cadenas (Gobetti,
1999).

Es un microorganismo que se puede aislar normalmente de la leche y otros
productos lacteos, el intestino humano y de la vagina. Los medios MRS (Man,
Rogosa, Sharpe) y LBS (Lactobacillus Selection Agar) son los mas recomendados
para la enumeracion y el aislamiento. Lactobacillus casei se distingue por su
habilidad de crecer en sustratos como gluconato, malato y pentioles, que no son
usuales en las bacterias lacticas. Su crecimiento ocurre a 15°C, pero no a 45°C.
Su temperatura 6ptima es de 30°C (Gobetti, 1999).

1.3.2. Metabolismo.

Lactobacillus casei se clasifica dentro de los microorganismos heterofermentativos
facultativos. Cuando hay ausencia de carbohidratos fermentables, Lactobacillus
casei utiliza el citrato como fuente de energia; aunque el metabolismo del citrato

se inhibe cuando hay pequefas cantidades de glucosa disponible (Gobetti, 1999).

1.3.3. Algunos beneficios que se obtienen al consumir Lactobacillus casei:

Existen evidencias que sugieren que el consumo de Lb. casei ayuda a prevenir el
estrefiimiento, la diarrea, controlar la reproduccién de las bacterias nocivas dentro
del intestino, modular el sistema de defensa natural del organismo, fortalecer la
resistencia a las infecciones y contribuye a evitar el cancer de colon (Vergara,
2007).




1.4. Lactobacillus acidophilus:

Lactobacillus acidophilus es un bacilo Gram-positivo con terminaciones
redondeadas, se encuentra agrupado en pares y en empalizadas. Es un
microorganismo no flagelado, no mavil y no forma esporas. No tiene citocromos y
por lo tanto es bencidina negativa. Es microaerofilico pero puede desarrollarse en
la superficie de medios sélidos en condiciones de anaerobiosis. El desarrollo de
este microorganismo puede ocurrir a altas temperaturas (45°C), pero su 6ptimo
desarrollo se encuentra entre 35 — 40°C y un pH entre 5.5 - 6.0.

Las reacciones de fermentacion son variables, la mayor parte de las cepas
producen acido pero no gas, a partir de glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa y

coagulan la leche en 48 horas (Mital y Carg, 1992).

Lactobacillus acidophilus tiene requerimientos complejos para su desarrollo.
Requiere de baja tension de oxigeno, carbohidratos fermentables, proteinas y
productos como vitaminas del complejo B, derivados de acidos nucleicos, acidos
grasos insaturados y minerales como magnesio, manganeso y hierro (Gomes y
Malcata, 1999).

1.5. Probhidticos:

El término probidtico significa “a favor de la vida”. 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).

En los dltimos 20 afios la investigacién sobre los probidticos ha progresado
considerablemente y se han realizado avances notables en la seleccion y
caracterizacion de cultivos de probidticos concretos y la justificacion de las
declaraciones de propiedades saludables en relacion con su consumo (FAO/OMS,
2003).

10




El comité de expertos de la FAO/OMS recomienda definir los probidticos como
‘microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas

ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del consumidor”.

Como microorganismos probidticos se utilizan sobre todo, aunque no
exclusivamente, bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el
namero de alimentos probidticos puestos a disposicion de los consumidores es
cada vez mayor (FAO/OMS, 2003).

1.5.1. Criterios para la evaluacion de los probidticos en alimentos:

Para que un microorganismo sea considerado como probiético debe demostrar un
comportamiento no patégeno, ser GRAS (Generalmente considerados como
seguros), resistente a la acidez gastrica y a los &cidos biliares, mostrar adherencia
al tejido epitelial del intestino, persistir, aunque durante periodos cortos en el
tracto gastrointestinal, producir sustancias antimicrobianas (bacteriocinas),
mantener su viabilidad durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos,
su aplicacibn debe ser facil a los productos alimenticios y debe mostrar
resistencia a las propiedades fisicoquimicas de los alimentos procesados (Prado y
col., 2007).

En cualquier caso, existen importantes excepciones Yy, ademas, su
comportamiento en el tracto gastrointestinal y sus efectos varian entre las distintas
cepas. De hecho muchos son incapaces de colonizar el intestino, ni siquiera
temporalmente, y ejercen sus efectos de modo local durante su paso por el
sistema gastrointestinal, por lo que deben ser ingeridos regularmente para que

persista cualquier propiedad favorable a la salud (FAO/OMS, 2003).
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1.5.2. Efectos en la microbiota intestinal:

La microbiota no se puede medir directamente, pero se pude determinar su
contenido mediante el recuento de los microorganismos presentes en las heces, al

igual que se puede detectar su actividad con marcadores enzimaticos.

Con estos métodos se ha podido ver como Lactobacillus casei puede modificar la
microbiota intestinal y su actividad. La leche fermentada con Lb. casei, ademas de
aumentar la poblacion de lactobacilos en las heces, ha demostrado una
disminucién en la actividad de las enzimas [-glucuronidasa del colon,

acidorreductasa glicolica y nitrorreductasa en adultos sanos.

En otro estudio, esta disminucion en las actividades de la B-glucuronidasa y la B-
glucosidasa en nifilos fue mayor tras la ingestion de una leche fermentada con

cultivos de yogur y Lb. casei (Amoresy col., 2004).

Hebuterne (2003), sugiere que la edad afecta a la microbiota intestinal, con una
disminucién en la poblacion anaerobia y de bifidobacterias y un incremento de
enterobacterias. Estos cambios y la reducida inmunidad intestinal pueden
favorecer la aparicion de infecciones gastrointestinales frecuentes en las personas
mayores, por lo que los probiéticos pueden ser interesantes por su efecto positivo

sobre la funcion intestinal.
1.6. Beneficios que se obtienen al consumir microorganismos probiéticos.
A) Efectos sobre el estrefiimiento débil:

El transito intestinal lento es un problema comun de las personas mayores.
Diversos estudios sugieren que los probidticos mejoran parcialmente la motilidad

intestinal y reducen la actividad enzimética fecal (Olveira y Gonzaléz, 2007).
B) Prevencidn y tratamientos de la diarrea:

Se ha realizado un estudio multicéntrico en Europa, en el cual se observo que la

administracion simultdnea de una solucion hipotonica de rehidratacion oral y
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Lactobacillus GG, en nifios con diarrea aguda, redujo la duracion de la diarrea y la

estancia en el hospital (Olveira y Gonzaléz, 2007).

La colonizacién del estbmago por H. pylori afecta aproximadamente al 50% de la
poblacién en general. A largo plazo, H. pylori es la causa principal de Ulcera
péptica y un factor de riesgo para el cancer gastrico en humanos. La erradicacion
de este patdgeno se basa actualmente en una terapia con dos o tres antibioticos
mas un inhibidor de la bomba de protones. En distintos estudios clinicos y
modelos in vitro se ha demostrado que la asociacién de lactobacilos junto con
antibiéticos para el tratamiento de H. pilory ejerce un efecto antagonista frente a
este microorganismo. Mas recientemente, en dos estudios doble ciego se observo
el efecto favorable sobre la gastritis asociada a H. pilory con la Unica
administracion de leche fermentada que contenia Lactobacillus johnsonii Lal, o
bien Lactobacillus gasseri; con este ultimo se redujo la inflamacion géastrica, pero
en ninguno de los estudios se pudo confirmar la erradicacion de H. pilory. (Amores
y col., 2004).

Asi mismo, se ha descrito el efecto beneficioso de Lactobacillus GG en la diarrea
del viajero, aunque los resultados no han sido uniformes debido a las diferentes
areas geogréficas y las caracteristicas de las poblaciones estudiadas (Olveira y
Gonzaléz, 2007).

C) Intolerancia a la lactosa:

S. termophilus, especie perteneciente al grupo de Streptococcus salivarius, se ha
usado mayormente como probidtico por su capacidad de fermentar la lactosa. La
aportacion de la lactasa a partir de cultivos bacterianos se basa en intentar
mejorar la digestion de la lactosa en los pacientes con intolerancia a ésta (Olveira
y Gonzaléz, 2007).
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D) Efectos moduladores sobre el sistema inmunitario:

Se ha observado que ciertas cepas bacterianas acido-lacticas intervienen sobre
las reacciones de hipersensibilidad retardada, la produccién de anticuerpos y la
activacion funcional de los macrofagos. Se probé en un grupo de voluntarios
sanos una leche fermentada suplementada con Lb. acidophilus Lal o B. bifidum
Bb12, y se midio la actividad fagocitica de los leucocitos en sangre, la cual se vio
aumentada en ambos grupos, ocurriendo paralelamente con la colonizacion fecal
por bacterias acido-lacticas que permanecieron en el intestino durante seis
semanas tras la ingestion del producto. Los estudios mas recientes aseguran que
el mecanismo de fagocitosis se activa e incrementa en los tratamientos con
bebidas lacteas enriquecidas con lactobacilos, y que va acompafiado de la
produccién de varias citocinas, como el interferon gamma, la interleucina 12 y la

interleucina 10 (Olveira y Gonzaléz, 2007).
E) Cancer:

El cancer colorrectal es una de las principales causas de mortalidad prematura de
los europeos adultos. Aunque no existe una demostracion experimental directa
para la supresion del cancer en seres humanos como consecuencia del consumo
de bacterias &cido-lacticas, hay ciertas pruebas indirectas en determinados
estudios que se encuentran en la literatura (Rafter, 2002). Al estudiar el efecto de
ciertas leches fermentadas con diferentes cepas de bacterias acido-lacticas, se ha
observado una inhibicion sobre el crecimiento de una linea celular de cancer. Este
efecto antiproliferativo puede ser Util en la prevencion y el tratamiento de tumores

graves (Tabla 2).
F) Infecciones urinarias:

Se han usado varias especies de lactobacilos en la prevencion y el tratamiento de
infecciones del tracto urinario. La presencia de lactobacilos en la vagina esta
asociada con un reducido riesgo de vaginosis bacteriana e infecciones del tracto
urinario. La administracion vaginal de cepas de Lactobacillus GR-1 y B-54 o RC-

14 reduce el riesgo de infecciones del tracto urinario y mejora el mantenimiento
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de una flora normal. Asi mismo, la administracion por via digestiva de estos

lactobacilos ha mostrado efectos similares sobre la microbiota vaginal (Tabla 2).
G) Reduccién del colesterol:

La administracién de Lactobacillus reuteri CRL 1098 (10*UFC/dia) a ratones con
hipercolesterolemia durante siete dias disminuyd el colesterol total en un 38%,
originando concentraciones séricas de colesterol similares a las del grupo control.
Esta dosis de Lb. reuteri causé una reduccion de un 40% en los triglicéridos y un
aumento del 20% en el cociente LDL/HDL, sin modificar la flora normal del bazo y
el higado (Taranto y col., 1998). En un estudio reciente se ha observado que el
consumo diario a largo plazo de 300mg de yogur suplementado con L. acidophilus
y B. longum incrementaba la concentracion sérica HDL y conducia a la mejora de
la proporciéon LDL/HDL (Amores y col., 2004).

A continuacion se presenta un resumen con los beneficios a la salud que aporta el
consumo de microorganismos probiéticos; asi como el mecanismo de accion en el

organismo.

Tabla 2: Efectos potenciales de bacterias probidticas, cuyos mecanismos se han
identificado (Adaptada de Sanders y Huis int Veld, 1999).

Beneficio en la salud

Mecanismo postulado

Ayuda a la digestién de la lactosa
Resistencia a las bacterias
patégenas

Efectos contra el cancer de colon
Crecimiento de las bacterias del
intestino delgado

Modulacién del sistema inmune
Alergias

Lipidos en la sangre,
enfermedades del corazén
Infecciones urogenitales

Infecciones causadas
Helicobacter pylori

por

La lactasa bacterial hidroliza la lactosa

Alteracion de las condiciones intestinales para ser menos
favorable para patogenicidad.

Influencia en las poblaciones de la microbiota intestinal.
Fijacion a la mucosa intestinal

Inhibicion de productos enziméticos carcinogénicos de los
microorganismos colénicos.

Respuesta inmune

Influencia en la concentracién de sales biliares.
Influencia en la actividad de crecimiento de
disminuyendo la produccién de metabolitos toxicos.
Efectos coadyuvantes en respuestas inmunes antigenas
especificas.

Prevencion de la translocacién de antigenos dentro del
torrente sanguineo.

Asimilacién del colesterol dentro de células bacterianas.
Efectos antioxidativos.

Fijacién a las células del tracto urinario y vaginal.

Produccion de inhibidores de H. pylori (acido lactico y otros).

la flora,
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1.6. Prebidticos:

El término prebidtico se refiere a un “ingrediente alimentario no digerible que
afecta beneficiosamente al huésped mediante la estimulacion selectiva del
crecimiento y/o actividad de una o un numero limitado de bacterias en el

colon” (Oliveros y Moreno, 2006).

La eficacia de los prebiéticos esta ligada a su capacidad de resistir la digestion en
el intestino delgado y alcanzar el intestino grueso, donde seran utilizados
selectivamente por un restringido grupo de microorganismos, fundamentalmente

bifidobacterias y lactobacilos.

Los prebidticos estan constituidos por macromoléculas no digeribles, debido a que
las enzimas del intestino humano no pueden hidrolizarlas. Para que una sustancia
(o grupo de sustancias) pueda ser definida como tal debe cumplir los siguientes
requisitos: Formar parte de un conjunto muy heterogéneo de moléculas complejas,
no ser digerida por las enzimas digestivas y ser parcialmente fermentadas por las
bacterias colonicas (Oliveros y Moreno, 2006).

Algunos ejemplos de prebidticos son los oligosicaridos de soya,
galactooligosacaridos, inulina, lactulosa, sorbitol, xilitol, isomaltosa y

oligosacaridos

1.6.1. Fructooligosacaridos:

Los FOS son los oligosacéaridos no digeribles mas extensamente estudiados en
términos de sus propiedades prebidticas. Son carbohidratos de reserva que se
encuentran en alimentos tales como la cebolla, esparragos, alcachofas, ajo, trigo,
tomates, platano y miel. Su estructura quimica consiste en una cadena de
unidades de fructosa con una unidad de glucosa terminal unidas por enlace
glucosidico B (2—1), caracteristica que los define como oligosacaridos no

digeribles (NDO), que hace que no puedan ser degradados por las enzimas
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digestivas humanas que son especificas para uniones a-glucosidicas. La longitud

de la cadena de estos FOS puede variar entre 2 y 60 unidades (Sabater, 2008).

Existen tres categorias de FOS que tienen diferencias estructurales:

1.6.2. Inulina:

Es un fructano polidisperso, cuyas unidades de fructosa en la mezcla de polimeros
lineales y oligdmeros se encuentran unidos por enlaces B (2-1). El aspecto
esencial de la estructura de la inulina son sus enlaces 3 (2-1), ya que éstos son

responsables de que no sea digerida como un hidrato de carbono tipico.

HOCH; o, o
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OH H H
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H OH OH H

Figura 2: Estructura quimica de la Inulina (n= ndmero de unidades de fructosa (inulina, n=
2-60; oligofructosa, n= 2-20, Murphy, 2001).

Por sus propiedades quimicas es considerada como fibra dietética porque se
encuentra dentro de la definicion empleada por la AOAC, quien la define como:
‘remanentes de células de las plantas resistentes a la hidrdlisis por las enzimas

que actuan en la alimentaciéon humana”.

17




La inulina es fermentada en el colon por bifidobacterias; dando lugar a productos
de degradacion tales como acidos grasos de cadena corta, diéxido de carbono y
otros metabolitos (Madrigal y Sangronis, 2007).

1.6.3. Oligofructosa:

La oligofructosa es definida como una fraccién de oligosacéridos con grado de
polimerizacion menor de 20, aunque los productos comerciales suelen tener un
valor medio de nueve. Es producida por hidrolisis enzimatica de la inulina y
consiste en una mezcla de cadenas de fructosil, con glucosa y fructosa terminales

(Madrigal y Sangronis, 2007).
1.6.4. Fructooligosacaridos de cadena corta:

Estan especificamente definidos como una mezcla de cadenas de fructosil con

una unidad terminal de glucosa con un maximo de 5 unidades.

Los FOS de cadena corta constan estructuralmente de una molécula de sacarosa
a la que se pueden unir por enlaces glicosidicos B (2—1) de 1 a 3 moléculas de
fructosa dando lugar respectivamente a los fructooligosacaridos: 1 kestosa (GF2),

nistosa (GF3) y 1-fructofuranosil-nistosa (GF4) (Roberfroid y Delzenne, 1998).

Los FOS pueden ser obtenidos por dos procesos diferentes dando lugar a

productos finales ligeramente diferentes:

En el primer método, los FOS se producen a partir de la sacarosa usando la
actividad de transfructosilacion de la enzima B-fructofuranosidasa y el
fructooligosacarido formado tiene entre 2 y 4 unidades fructosil B (2—1) unidas a
un residuo terminal de o-D-glucosa. El segundo método, usado para la
produccion de FOS, es la hidrélisis enzimatica controlada de la inulina. En este
caso no todas las cadenas fructosil § (2—1) acaban en una glucosa terminal y la

mezcla de oligosacaridos producida contiene cadenas de fructo-oligdmeros mas
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largas que las producidas por el proceso de transfructosilacion de la sacarosa
(Crittenden y Playne, 1996).

1.6.5. Aplicaciones generales de los FOS:

Los FOS tienen numerosas propiedades interesantes: Baja intensidad
edulcorante. Esta propiedad es usada en gran variedad de alimentos donde el uso
de la sacarosa esta restringido por su alto dulzor (Yun, 1996). No aportan calorias,
es decir, el cuerpo humano carece de las enzimas necesarias para hidrolizar las
uniones beta, por lo que no pueden ser hidrolizados por las enzimas digestivas.
Asi pues, estas sustancias no se pueden utilizar como fuente de energia para el
cuerpo, por lo que son saludables para diabéticos y personas en regimenes de

adelgazamiento (Yun, 1996).

No son cariogénicos, ya que no son usados por Streptococcus mutans para
formar acidos y B-glucanos insolubles, que son los principales causantes de la
caries dental (Yun, 1996).

1.6.6. Ladegradacion bacteriana de los FOS:
La degradacion bacteriana de los FOS ocurre en dos etapas:

En la primera etapa los polimeros son hidrolizados por B-hidrolasas bacterianas.
En la segunda, los mondémeros liberados son fermentados anaerébicamente
produciendo &cidos grasos volatiles de cadena corta (tales como acetato,
propionato y butirato) y gases (Hz, CHsy COy).

La inulina y la oligofructosa estan oficialmente reconocidos como ingredientes
naturales (no como aditivos) de los alimentos y son clasificados como fibra de la
dieta en la mayoria de los paises europeos. Pueden ser usados sin limitaciones

especificas como ingredientes en comidas y bebidas.
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Actualmente la inulina y los FOS estan siendo incluidos en numerosos productos
alimentarios humanos y animales por su efecto positivo como prebibticos

estimulantes del crecimiento de la flora intestinal no patégena (Fernandez, 2003).

1.6.7. Efectos beneficiosos de los prebidticos en el organismo:

El efecto prebibtico incluye la resistencia a la acidez géastrica, a la hidrdlisis por las
enzimas intestinales humanas y a la absorcién intestinal, asi como el ser
fermentados por la microbiota intestinal y el hecho de que estimulen de forma
selectiva el crecimiento y/o la actividad de las bacterias que contribuyen al
bienestar y a la salud del hospedero, confieren a los FOS su propiedad de

preobioticos.

Los productos finales de la fermentacion de los FOS por las bacterias colon, como
los acidos grasos de cadena corta, son absorbidos y utilizados por las células del
epitelio colénico humano, estimulando su crecimiento asi como la absorcion de
sales y agua, lo que da lugar a un incremento de la humedad del bolo cecal a
través de la presion osmotica, con la consecuencia del aumento de la motilidad
intestinal dando lugar asi al alivio del estrefiimiento. El incremento del bolo cecal
estimula el paso a través del colon, dando como resultado un tiempo de transito
mas corto y una reduccidon del tiempo disponible para la reabsorcion del agua.
Todos estos factores dan lugar a un incremento del peso de las heces con una
composicion mas suave (Hernadndez y Jiménez, 2010).

Recientes investigaciones sugieren que los FOS pueden inhibir el proceso de
desarrollar cancer de colon, principalmente por el aumento de bacterias
beneficiosas y los &cidos grasos de cadena corta producidos durante la
fermentacion de los FOS en el colon. Las bacterias que promueven la salud
inhiben el crecimiento de bacterias patdogenas y disminuye asi la produccion de
sustancias carcindgenas y enzimas bacterianas que desempefian un papel en la
carcinogénesis del colon. Al mismo tiempo, el crecimiento bacteriano incrementa

la biomasa y el bolo cecal acelerando el tiempo de transito colonico.
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Consecuentemente, el tiempo de exposicion de la microbiota colénica a los

potenciales agentes carcin6genos disminuye.

Los FOS son metabolizados selectivamente por las bifidobacterias; esta
fermentacién selectiva produce un medio &cido debido a la presencia de &cido
lactico, propionico y butirico; estos compuestos inhiben el crecimiento de especies

de bacterias patdégenas.

La presencia de FOS se asocia a un mejor aprovechamiento por parte del
organismo de los minerales calcio y magnesio, los cuales son componentes

fundamentales de huesos y dientes (Araya y Lutz, 2003).

1.7. El agave azul:

Agave tequilana Weber variedad azul, es la materia prima para la elaboracion del
Tequila, simbolo de identidad mexicana y reconocida fuente de importante entrada
econOmica para varios estados de nuestro pais (Martinez y col., 2008).

La industria tequilera procesa alrededor de un millon de toneladas anuales de El
Agave tequilana Weber variedad azul. Las pencas de agave son un residuo de la
produccion de tequila, éstas se dejan en el campo de cultivo generando focos de
contaminacion y tienen poca aplicacion industrial. Las pencas contienen
carbohidratos como inulina, pectina y xilanos, que podrian usarse como fuente de
carbono para la producciébn de enzimas microbianas de interés industrial
(Gutierrez y col., 2010).

1.7.1. Inulina de agave:

En los ultimos afos, en México, el Agave tequilana Weber variedad azul se ha
utilizado como una fuente de inulina. Los fructanos de Agave tequilana consisten

en una compleja mezcla de fructooligosacaridos conteniendo principalmente
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enlaces [((1-2) asi como también ((2-6). En 2003, Lopez y colaboradores,

describen que se han determinado moléculas ramificadas en la estructura de estos

polimeros, lo cual se observa en la figura 3.

Debido a la configuracion 8 del C, anomérico en sus mondémeros de fructosa, los

fructanos del tipo de la inulina, resisten la hidrdlisis de las enzimas digestivas del

intestino delgado de los humanos, las cuales reconocen de manera especifica los

enlaces a-glucosidicos. Sin embargo, estas moléculas son fermentadas en el

colon. Por lo anterior han sido clasificadas como oligosacaridos no digeribles e

indudablemente son parte de la fibra dietética (Lopez y col., 2003).
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Figura 3: Estructura de la inulina que se obtiene del Agave variedad azul (Lopez y

cols., 2003).
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1.8. Suero de leche:

1.8.1. Definicién y composicion del suero de leche:

El lactosuero, suero lacteo o suero de queso es el liquido que se separa de la
leche cuando ésta se coagula para la obtenciéon del queso, son todos los
componentes de la leche que no se integran en la coagulacion de la caseina. Su
composicion varia dependiendo del origen de la leche y el tipo de queso
elaborado, pero en general el contenido aproximado es de 93.1% de agua, 4.9%
de lactosa, 0.9% de proteina cruda, 0.6% de cenizas (minerales), 0.3% de grasa,
0.2% de &cido lactico y vitaminas hidrosolubles. Cerca del 70% de la proteina
cruda que se encuentra en el suero corresponde a proteinas con un valor nutritivo
superior al de la caseina, como son [-lactoglobulina, a-lactoglobulina,
inmunoglobulinas, proteosa-peptonas y enzimas nativas. De acuerdo a su acidez,
el suero se divide en dulce (pH mayor de 8), medio &cido (pH 5-5.8) y &cido (pH
menor a 5) (Early, 2004).

La fraccibn proteica es el componente mas importante de los solidos,
representando el 20% del total de las proteinas lacteas. Siendo la B-lactoglobulina
la mas abundante (50%) es rica en lisina, leucina, acido glutamico y acido
aspartico ademas de la cisteina. La a-lactoalbumina (25%) es otra de las proteinas
importantes del suero, debido, a que es rica en triptéfano y cisteina. Estas dos
proteinas forman del 70 — 80% del contenido proteico.

Las proteinas bioactivas mas importantes del suero son la B-lactoglobulina, la a-

lactoalbumina y la lactoferrina (Hugunin, 2008).

1.8.2. Beneficios que ofrecen los productos elaborados con suero de leche:

Los productos de suero de leche ofrecen beneficios funcionales mdultiples que

pueden ayudar a los formuladores a reemplazar ingredientes menos deseables.
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Proporcionan sélidos de leche sin grasa en muchas férmulas de yogurt ademas
que no solo permiten que el procesador reduzca los costos del ingrediente,
también ofrecen propiedades funcionales Unicas y una fuente concentrada de

nutrientes de leche (proteinas y calcio altamente nutricionales) (Hugunin, 2008).

1.8.3. Contaminacién por suero de leche:

El suero de leche, representa del 80 al 90 por ciento del volumen l4cteo
transformado por la industria lechera y que para su tratamiento biolégico demanda
una elevada cantidad de oxigeno. La produccion de suero en México es cerca de
1 millon de toneladas y contiene 50 mil toneladas de lactosa potencialmente
transformable y 9 mil toneladas de proteina potencialmente recuperable. A pesar
de esta rigueza nutricional, potencialmente utilizable, el 47% de lactosuero es
descargado al drenaje y llega a rios y suelos, causando un problema serio de

contaminacion (Carrillo, 2002).

1.9. Alimentos funcionales:

Los alimentos funcionales son definidos como aquellos que, ademas de satisfacer
las necesidades nutricionales basicas, proporcionan beneficios para la salud o
reducen el riesgo de sufrir enfermedades.

Un alimento puede considerarse “funcional” si se demuestra satisfactoriamente,
que, ademas de sus efectos nutritivos, afecta beneficiosamente a una o mas
funciones del organismo de modo que mejora el estado de salud o bienestar o

reduce el riesgo de enfermedad (Diplock y col., 1999).
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1.9.1. Aspectos importantes y novedosos en la definicion de Alimentos

Funcionales:

El efecto funcional es distinto al nutritivo, debe demostrarse satisfactoriamente
este efecto y consiste en la mejoria de funciones fisioldgicas (incluyendo funciones
psicolégicas como el bienestar) o en reduccién de riesgo de desarrollar un proceso

patolégico (Diplock y col., 1999).

Otra serie de caracteristicas adicionales que son compatibles con el concepto son:
un alimento funcional siempre debe ser un alimento (se excluyen explicitamente
pildoras y capsulas), pero puede ser un alimento natural o también un alimento
transformado tecnolégicamente para retirar o modificar alguno de sus
componentes o afiadir un nuevo elemento. Estas transformaciones no confieren
necesariamente el caracter de alimento funcional, sino que el efecto funcional

debe demostrarse expresamente en cada caso (Diplock y col., 1999).

1.10. Definiciéon de productos simbidticos:

Se ha definido como simbiédtico a la combinacion de prebibticos con probidticos,
donde los primeros constituyen un sustrato fermentable por los microorganismos
probidticos, favoreciendo y estimulando su desarrollo y permanencia en el
intestino lo cual beneficia al huésped mediante el aumento de la sobrevivencia e
implantacion de los microorganismos vivos de los suplementos dietéticos en el

sistema gastrointestinal (Van Loo, 1995).

La ingestiébn de suplementos microbiéticos vivos (probioticos), de ingredientes
alimentarios que estimulan la accion bacteriana (prebitdticos) o de ambos
asociados (simbidticos) mejora sensiblemente el funcionamiento intestinal,

manteniendo el equilibrio de este complicado ecosistema (Pefia, 2007).
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1.10.1. Efectos beneficiosos de los productos simbiodticos.

Entre los efectos beneficiosos de los simbidticos se puede decir que evitan o
disminuyen el estrefiimiento funcional, colaboran en la defensa natural contra las
infecciones entéricas actuando como anélogos del receptor impidiendo la
adhesion de los patdgenos al epitelio intestinal, interacttan mediante un
mecanismo inmunoldgico; o indirectamente modificando la microbiota intestinal,
inhibiendo los coliformes y manteniendo el trofismo de la mucosa, potenciando el
efecto de las bacterias benéficas, manteniendo la flora bacteriana intestinal local,
gue actia como mecanismo defensivo del huésped e impidiendo la translocacion
bacteriana (paso de gérmenes intestinales a través de la pared a 6rganos que
normalmente son estériles, como el higado, bazo, pulmoén y pancreas). En la tabla
3 se presentan algunos alimentos simbibticos, asi como sus principales

caracteristicas y funciones.
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Tabla 3: Alimentos simbioticos, caracteristicas y funciones.

Producto Probiéticos/ Concentracion Conclusiones Investigacion Cientifica
alimenticio Prebidticos
Nutribén® Simbiotic Bifidobacterium 10" UFC/g Nutribén® Simbiotic tiene Refuerza las defensas naturales del bebé.
Q) longum efecto Simbiético, que Favorece las funciones intestinales.
Streptococcus 10° UFC/g surge de la combinacion Facilita la digestién de nutrientes como la
thermophilus de probidticos y lactosa.
prebidticos en un mismo Normaliza el transito intestinal.
Oligosacaridos producto
PediaSure Plus (2) Adicionado con No disponibles Pediasure Plus es el Ayuda al desarrollo mental.
Simbiéticos (No en bibliografia Unico suplemento Fortalece el sistema inmune.
disponibles en alimenticio infantil con Contribuye en el desarrollo fisico con masculos y
bibliografia). formula balanceada que huesos fuertes.
apoya la nutricién de los
nifios cuando no comen
bien.
Sancor Bio (3) Lactobacillus casei No disponible “Sancor Bio mucho mas Disminuye tiempo de duracion de diarreas
Sancor CRL 431+ en bibliografia que L — case/”. persistentes.
Lactobacillus Prevencion de enfermedades respiratorias.
acidophilus Sancor Ayuda a prevenir la osteoporosis.
CRL 730 (johnsonii) Modula balance de linfocitos Thl y Th2.
L. casei SanCor CRL431 puede proteger contra
Fructanos la infeccién por Salmonella.
naturales (Inulina, Disminuye sintomas de intolerancia a la lactosa.
FOS) Estimulacion del sistema inmune.
Acti Regularis (4) Bifidobacterium 10° UFC/mL “Ayuda a regularizar el Ayuda al equilibrio de la flora, reduciendo el
animalis DN 173010 + transito enlentecido”. tiempo de transito intestinal.

Prebi6tico FOS
(inulina)

Fuente: Elaboracién propia.

1.- www.nutriben.es, ultimo acceso, 11/10/2012.

2.- www.abbottmama.com.mx, Gltimo acceso, 11/10/2012.
3.- www.sancor.com, Ultimo acceso, 11/10/2012.

4.- www.yoguractivia.com, Ultimo acceso, 11/10/2012.



http://www.nutriben.es/
http://www.abbottmama.com.mx/
http://www.sancor.com/
http://www.yoguractivia.com/

2. JUSTIFICACION:

Actualmente las tendencias de consumo de alimentos en los paises desarrollados
y en muchos de los paises en desarrollo, estan orientadas a la adquisicién de
alimentos cuyo consumo genere beneficios adicionales a la nutricibn basica
(Sarmiento, 2008). EIl desarrollo de alimentos que promuevan la salud en general
y el bienestar han sido una prioridad de investigacion para la industria alimentaria,
los alimentos con compuestos saludables como los probiéticos y los prebioticos
son en efecto mas y mas extensos (Rodrigues y col., 2010).

La demanda del mercado nacional e internacional de alimentos que promuevan la
salud ha impulsado en los dltimos afios una nueva linea de alimentos funcionales
probioticos, productos alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco,
ayudan a mantener el estado de salud general del organismo y a la vez pueden
tener un efecto benéfico adicional, terapéutico o preventivo en el huésped (Taranto
y col., 2005).

Los profesionales de la salud estan reconociendo cada vez mas los efectos
beneficiosos de los probioticos sobre la salud y la nutricibn humana paralelamente,
aumenté considerablemente el namero y tipo de los alimentos y bebidas
probiéticas disponibles a los consumidores (Consulta de Expertos FAO/OMS,
2003).

El sector de bebidas es un segmento del mercado especialmente abierto a
introducir conceptos de productos funcionales. Las bebidas lacteas siempre han
sido consideradas beneficiosas para la salud, pero con la caida en los niveles de

consumo de la leche existen grandes oportunidades de innovacién en este sector.

Las leches bebibles fermentadas probiéticas han conquistado los mercados de
Europa y han contribuido a que los consumidores sean cada vez mas conscientes
de la importancia de una buena salud digestiva. Probablemente el desarrollo mas
interesante para buscar en el futuro en el sector de bebidas lacteas es la
combinacion de los beneficios de cultivos probibticos e ingredientes prebiodticos

(Inulina'y FOS) para formular productos simbidticos (Wouters, 2006).
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Por otra parte, algunos efluentes de la industria lechera forman parte de los
contaminantes mas severos que existen, tal es el caso del suero de leche, un

subproducto de la manufactura de quesos, caseina, caseinatos y mantequilla

Existen muchos beneficios resultantes de la adicion de suero de leche a ciertos
productos alimenticios como las bebidas fermentadas, ya que no solo permite que
se reduzca el costo de los ingredientes, también ofrece propiedades funcionales

Unicas y una fuente concentrada de nutrientes de leche (proteinas y calcio).

Existe una empresa mexicana formada por organizaciones campesinas e
indigenas que promueven el cultivo organico. La misiébn de esta empresa es
promover el desarrollo respetando a las culturas indigenas, con politicas
socialmente responsables ambientalmente sustentables y economias factibles
para todos; sus principales objetivos son promover la salud de quienes consumen
y producen sus productos, la ecologia respetando al medio ambiente, que los
productos cuenten con la mas alta calidad, garantizar un precio justo a los
consumidores asi como el desarrollo de la comunidad. Esta empresa produce
fibras dietéticas organicas de una fuente de origen mexicano: El agave azul,

cosechado en los campos del estado de Jalisco.

La elaboracién de una bebida fermentada con ingredientes como el suero de
leche, inulina, FOS y microorganismos probiéticos traerd como resultado la
obtencion de un producto alimenticio simbidtico de buena calidad y seguro para el

consumo humano.
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HIPOTESIS:

Ya que las bebidas obtenidas por fermentacion lactica son agradables al consumo
humano, se lograra obtener una bebida fermentada a base de suero de leche, que
tenga un beneficio adicional al nutrimental, con presencia de bacterias probitticas

y con los prebiéticos inulina y/o FOS.

3. OBJETIVO:

Elaborar una bebida simbidtica a partir de suero de leche, microorganismos
probiéticos y compuestos prebiodticos del agave con caracteristicas sensoriales

agradables al consumidor.

3.1. Objetivos particulares.

» Determinar la cinética de crecimiento de las cepas probibticas en
medios MRS-Inulina y MRS-FOS.

» Determinar la cinética de crecimiento en medios elaborados con

suero de leche, inulina y FOS.

» Determinar la sobreviviencia de las bacterias probiéticas durante un

mes de almacenamiento a 4°C.

» Realizar una evaluacion sensorial para determinar el grado de

aceptacion de las bebidas simbiéticas.
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4. MATERIALES
4.1. Cepas probidticas:

Las cepas liofilizadas Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 y
Lactobacillus acidophilus LMGP-21381, se adquirieron de ALCE S.R.L. (Novara,
Italia). Estas cepas estaban empaquetadas en bolsas flexibles de aluminio que
contenian 50 gramos de cepa liofilizaday se mantuvieron en refrigeracion a una

temperatura de 4°C para su conservacion.
4.1.2. Fibra organica soluble de agave:

La inulina y los FOS proporcionados para realizar este proyecto son fibras
dietéticas organicas de una fuente de origen mexicano: El Agave Azul, cosechado
en los campos del estado de Jalisco. La estructura ramificada (B (2-1) y B (2-6)
levogiro), hace que estas fibras organicas sean muy solubles en agua fria (por
encima del 15% a 4°C). Estas fibras organicas también ofrecen una Unica ventaja:
ya que estan organicamente certificados, siendo una de las pocas fibras dietéticas

solubles organicas en el mercado a la fecha.
4.1.3. Suero de leche en polvo:

El suero de leche que se usd para la elaboracion de este producto estaba
contenido en sacos de 25 kilogramos de papel kraft sellados, del cual solo se
compré la cantidad de 3 kilogramos, en el anexo 1 se presentan sus

especificaciones comerciales.
4.1.4. Carbonato acido de sodio en polvo.

Es un regulador de acidez, antiaglutinante y leudante. Puede utilizarse en
productos elaborados con suero de leche en polvo. Podra ser usado para
neutralizar el suero en polvo y productos a base de suero en polvo, excluidos los

qguesos de suero.
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5. METODOS: A continuacion se presenta un esquema general para la

elaboracion de las bebidas simbidticas.

Solucidn de suero de
leche concentrado

Recepcion de materia prima

A 4

Suero de leche
Inulina
FOS
Cepas probidticas

A

A 4

Tratamiento térmico
80-385°C/ 60 min.

A

Preparacion de la materia prima para
elaborar las diferentes formulaciones:
SL 3%, Inulina 2% y FOS 3%

A

Esterilizacién 121°C /15 minutos

Esquema general de la metodologia para la elaboracion de las diferentes bebidas simbiéticas.

A 4

Elaboracién de las diferentes
formulaciones

A 4

Neutralizacién de las diferentes
formulaciones (pH 6.5)

A 4

Inoculacion de los medios [¢

A

Fermentacion (30°C / 24 horas)

\ 4

Ajuste de las células

viables en el indculo

(107 UFC/mL).

Reconstitucidn de la bebida fermentada
con suero de leche al 30%

A 4

Refrigeracion 4°C
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5.2. Conservacion en glicerol de las cepas liofilizadas:

De las células deshidratas comerciales para cada cepa se tom6 una cantidad de
ella con la punta de una espatula y se colocaron en 100mL de caldo MRS, se
incubd a una temperatura de 30°C por 24 horas, posteriormente y en condiciones
de asepsia se tomé 1mL de cada medio inoculado con las diferentes cepas
probioticas y se vaciaron a tubos criogénicos estériles que contenian 0.5mL de
glicerol, se homogeneizé el medio con el glicerol y se congelaron estos tubos a
una temperatura de -65°C hasta su posterior uso. Esto se utiliz6 para generar el

indculo, el cual se describe en los siguientes incisos.

5.3. Determinacion de la cinética de crecimiento de las cepas probidticas en
los medios MRS, MRS-inulinay MRS-FOS.

Las cepas Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 y Lactobacillus
acidophilus LMGP-21381 se reactivaron en viales que contenian 4.5mL de caldo
MRS-glucosa, inoculando 100uL de cada una de las cepas que se encontraban
conservadas en glicerol (inciso 5.2). Posteriormente se incubaron a una
temperatura de 30°C por 24 horas. Transcurrido este tiempo se tom6 1mL de
estos cultivos y se inocularon en matraces que contenian 100mL de medio MRS,
MRS-Inulina y MRS-FOS, se construyeron curvas de desarrollo para cada
microorganismo, monitoreando el crecimiento de cada una de las cepas cada tres
horas, durante las primeras 12 horas, también se realizaron las mediciones a las
24 y 48 horas. En cada etapa, se determinaron la densidad oOptica (600nm) y el
pH.
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5.4. Determinacion de la cinética de crecimiento de las cepas probidticas en
los medios MRS, MRS-inulina y MRS-FOS provenientes del mismo medio de

cultivo.

Para observar si el desarrollo de las cepas Lactobacillus casei subespecie
paracasei LMGP-21380 y Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 se optimizaba
cuando las cepas provenian del mismo medio, se realizo los siguiente, en viales
que contenian 4.5mL de caldo MRS-glucosa, MRS-inulina y MRS-FOS
respectivamente, se inocularon 100uL de cada una de las cepas que se
encontraban conservadas en glicerol (inciso 5.2) y posteriormente se incubaron a
una temperatura de 30°C por 24 horas. Transcurrido este tiempo se tom6 1mL de
estos cultivos y se inocularon en matraces que contenian 100mL de medio MRS,
MRS-Inulina y MRS-FOS, correspondientes a los viales de los cudles provenian.
Por ultimo se construyeron curvas de desarrollo para cada microorganismo,
monitoreando el crecimiento de cada una de las cepas cada tres horas, durante
las primeras 12 horas, también se realizaron las mediciones a las 24 y 48 horas.
En cada etapa, se determinaron la densidad 6ptica (600nm) y el pH.

5.5. Determinacion de la cinética de crecimiento de las cepas probidticas en
los medios sueros de leche, suero de leche con inulina, suero de leche con

FOS y suero de leche con inulinay FOS.

Las cepas probidticas se reactivaron a partir de los cultivos conservados en
glicerol (inciso 5.2) tomando 100uL de cada cepa y se inocularon en viales que
contenian 4.5mL de caldo MRS a una temperatura de 30°C por 24 horas. Como
los medios que contenian suero de leche no eran traslicidos no fue posible
determinar la densidad 6ptica para el seguimiento del crecimiento de las cepas,
asi que, se procedio a realizar un conteo de células viables de la siguiente forma:
se realizaron las diluciones seriadas necesarias en solucion salina al 0.85%, y se
inoculo por duplicado 0.1mL de las diluciones en placas con agar MRS mediante

extension por superficie en placas de agar usando una asa metalica. Estas placas
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se incubaron por 48 horas a una temperatura de 30°C en aerobiosis y transcurrido
este tiempo se realiz6 el conteo de colonias; considerando solo las cajas que
tenian de 10 a 300 colonias caracteristicas (forma circular y pequefia, elevacion

convexa, margen entero, color blancoy textura lisa).

5.6. Descripcion general de la preparaciéon de los componentes: suero de
leche, suero de leche concentrado, inulina, FOS y carbonato acido de sodio

para elaborar las bebidas simbidticas.

Se solubilizaron en agua y por separado los ingredientes suero de leche, inulina'y
FOS. Se mezclaron y se afiadieron en cantidades previamente recomendadas
para elaborar las diferentes formulaciones de la bebida. Se fermentaron las
diferentes formulaciones con las dos cepas probidticas hasta alcanzar el pH
deseado y una vez finalizado el proceso de fermentacion, se agrega 20% de suero
preparado al 30% como se indica en el diagrama principal, finalmente se hicieron
los andlisis microbioldgicos, quimicos y sensoriales. A continuacion se explica

mas detalladamente cada uno de los pasos anteriores.

5.6.1. Dilucion de los ingredientes:

A) Suero de leche:

El medio suero de leche se prepard a una concentracion de 3% en peso en agua,
se esterilizd6 a una temperatura de 121°C por 15 minutos. El medio presenté un

color blanco, turbio y se observaron algunas particulas pequefas en el medio.
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B) Inulina:

La inulina se prepar6 a una concentracion de 2% en peso en agua, se esterilizé a
una temperatura de 121°C por 15 minutos. El medio se presentd traslucido,

viscoso, brillante y presentaba la formacion de algunas burbujas pequefias.
C) FOS:

La solucion de FOS se prepar6 a una concentracién de 3% en peso en agua, se
esterilizd6 a una temperatura de 121°C por de 15 minutos. El medio se presentd
turbio, ligeramente amarillo, brillante, se observaron unas particulas pequefias en

el medio.
D) Carbonato acido de sodio:

Se preparo una solucion al 1% en agua (p/v) pH 7, se esterilizé a una temperatura

de 121°C por 15 minutos, dando como resultado una solucion traslicida.
E) Suero de leche concentrado 30%:

Este medio se preparé a una concentraciéon de 30% en p/v y se diluyé en agua,
posteriormente se sometié a un tratamiento térmico a una temperatura de 80 —

85°C por 60 minutos.

Después del tratamiento que recibié cada ingrediente, se observé que todos son
solubles en agua a las proporciones a las cuales fueron preparados, por tal
motivo, al final de la esterilizacidbn de cada ingrediente obtuvimos componentes
liquidos y viscosos en el caso de la Inulina y los FOS, lo que facilitd la elaboracién
de las formulaciones, cada uno de los ingredientes fue almacenado maximo dos

dias en refrigeracion (4°C) para su posterior uso.

5.6.2. Prueba de la esterilidad de los ingredientes:

Se comprobd la eficiencia de la esterilizacion y del tratamiento térmico que

recibieron los ingredientes inoculando en superficie 0.1mL de cada ingrediente en
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placas con agar cuenta en placa, se incubaron a una temperatura de 30°C por 48
horas; la eficiencia de esterilizacion de estos tratamientos térmicos fue
evidenciada por la ausencia de colonias en la superficie del agar después del

tiempo de incubacion.

5.7. Preparacion de las formulaciones.

Se disefiaron 8 diferentes formulaciones independientes, las cuales se muestran

en la siguiente tabla.

Tabla 4: Ingredientes de las diferentes formulaciones.

Formulacion/ Suero Inulina FOS Lb. Lb.
Ingredientes de (2%) (3%) casei acidophilus
leche
(3%)
1 + + + + -
2 + + + + -
3 + - + + -
4 + - + + -
5 + + + - +
6 + + + - +
7 + - + - +
8 + - + - +

(+): Presencia del ingrediente.
(-): Ausencia del ingrediente.

5.7.1. Ajuste del pH de las diferentes formulaciones antes de la fermentacion.

Al medir el pH inicial de los medios, se observéd que este era muy acido, por lo cual
se tuvo que ajustar con una solucion de NaHCO3 al 1% P/V con pH 7, agregando
la cantidad necesaria hasta alcanzar un pH de 6.5 para cada medio.
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5.7.2. Inoculacion de las formulaciones.

Las cepas probioticas Lb. casei y Lb. acidophilus que se encontraban conservadas
en glicerol se reactivaron tomando 100uL de cada cepa y se inocularon en viales
que contenian 5mL de suero de leche estéril al 3%, se incubaron a una
temperatura de 30°C por un periodo de 24 horas. Cada una de las diferentes
formulaciones fueron inoculadas con las respectivas cepas reactivadas en suero

de leche, inoculando 2% (p/v) de las cepas.

5.7.3. Fermentacion de las diferentes formulaciones:

Estas formulaciones se fermentaron a una temperatura de 30°C durante 24 horas,
posteriormente se realizaron ajustes a cada una de las bebidas fermentadas, las
cudles brindaron mejoras a las caracteristicas sensoriales de las mismas; se

mencionan a continuacion.

5.7.4. Ajuste final de las bebidas simbidticas:

Al final de la fermentacion de cada una de las formulaciones, se agregaron las
concentraciones de 3%(p/v) de sacarosa por cada 100mL de formulacion, asi
como, 3%(p/v) de fructosa por cada 100mL, segun se requiri6 para cada
formulacion. El objetivo principal de estas adiciones de carbohidratos al final de la

fermentacion fue brindar dulzor a las bebidas fermentadas.

5.7.5. Ajuste del pH de las bebidas simbidticas después de la fermentacion:

Al final de la fermentacion de cada formulacion se determiné el pH con un
potenciometro (Jenway 3020 pH meter). En condiciones de asepsia, se
adicionaron 20mL del medio suero de leche concentrado al 30% con pH 6 por
cada 100mL de las formulaciones, alcanzando un pH aproximado de 4.5, que es el
recomendado para las bebidas fermentadas. El agregar este medio concentrado a
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las bebidas fermentadas aportdé una mayor viscosidad y coloracion a las bebidas,

lo que mejord las caracteristicas sensoriales del producto fermentado.

Al final del ajuste anterior de cada una de las bebidas fermentadas y después de

24 horas de refrigeracién a una temperatura de 4°C, se realizé una evaluacion

sensorial previa con solo con tres jueces sin entrenamiento, en la cual se decidio

gue solo se evaluarian posteriormente las bebidas fermentadas que habian sido

endulzadas con sacarosa, es decir las formulaciones que corresponden a los

namerosl, 3,5,y 7 de la tabla 5.

Tabla 5: Ingredientes y volumenes utilizados para elaborar 100mL de las

diferentes bebidas simbidticas.

Formulacioén Suerode Inulina FOS Sacarosa Fructosa Lb. Lb. Suero
/ leche 3% (mL) (mL) (9) (9) casei acidophilus de
Ingredientes (mL) (mL) (mL) leche
30%
(mL)
1.SL+I+FOS+Lb. casei + 50 10 20 3 - 2 - 20
glucosa
2.SL+I+FOS+Lb. casei + 50 10 20 - 3 2 - 20
fructosa
3.SL+FOS+Lb.casei + 60 - 20 3 - 2 - 20
glucosa
4.SL+FOS+Lb.casei + 60 - 20 - 3 2 - 20
fructosa
5.SL+I+FOS+ 50 10 20 3 - - 2 20
Lb.acidophilus +
glucosa
6.SL+I+FOS+ 50 10 20 - 3 - 2 20
Lb.acidophilus +
fructosa
7.SL+FOS+ 60 - 20 3 - - 2 20
Lb.acidophilus +
glucosa
8.SL+FOS+ 60 - 20 - 3 - 2 20
Lb acidophilus +
fructosa

(-) Ausencia del ingrediente.
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5.8. Anélisis sensorial.

Para realizar un analisis sensorial preliminar de las bebidas simbiéticas se
realizaron pruebas afectivas. En estas pruebas el panelista expresa el nivel de
agrado, aceptacion y preferencia de un producto alimenticio. Se utilizan escalas de
calificacion de las muestras. De las pruebas afectivas se originaron las pruebas de
preferencia y aceptacion a las que fueron sometidas las 4 formulaciones de la

bebida simbiotica.

5.8.1. Prueba de preferencia:

El objetivo de esta prueba fue definir el grado de aceptaciény preferencia de
un producto determinado por parte del consumidor. Para llevar a cabo esta prueba
de preferencia se realizé una prueba de ordenamiento como se menciona a

continuacion.

5.8.2. Prueba de ordenamiento:

En esta prueba se especifica la preferencia y aceptacion de un producto. Esta
prueba se utilizé principalmente para determinar qué formulacion tendria un nivel

de aceptacion mayor, aplicando el cuestionario No. 1 (Figura 4).
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Cuestionario No. 1

Nombre Fecha

Prueba de preferencia por ordenacion.

Pruebe las muestras de izquierda a derecha y ordénelas segun su preferencia,
otorgandole el ler lugar a la muestra mas preferida el 2° a la siguiente y asi
sucesivamente. No se permiten empates.

342
785
943
168

Gracias!!

Figura 4: Cuestionario que se realiz6 para la prueba de preferencia por ordenacion.

5.8.3. Prueba de aceptacion:

Permite medir el grado de preferencia, la actitud del panelista o catador hacia un
producto alimenticio, es decir se le pregunta al consumidor si estaria dispuesto a
adquirirlo y por ende su gusto o disgusto frente al producto catado. Esta prueba se
aplico para saber si el producto era aceptado o no por una poblacién aplicando el
cuestionario No. 2 (Figura 5).
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Cuestionario No. 2

Nombre Fecha

Prueba de aceptacion:

A continuacion sefiale con una X cual de las muestras estaria dispuesto a
comprar.

Muestra La compraria
342 Si no
785 si no
943 Si no
168 Si no
Gracias!!

Figura 5: Cuestionario que se realizé para la prueba de aceptacion.

Las bebidas fermentadas a las que se realiz6 la evaluacion sensorial fueron las

siguientes:

Tabla 6: Bebidas fermentadas a las cuales se les realiz6 una segunda evaluacion

sensorial.

Formulacion/ Suero Inulina FOS Sacarosa Lb. Lb. Suero

Ingredientes de (2 %) (3%) (3%) casei acidophillus de
leche leche
(3%) [30%)]

1 + + + + + - +

3 + - + + + - +

5 + + + + - + +

7 + - + + - + +

*Todas las bebidas fueron fermentadas durante 24 horas a una temperatura de
28°C.
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5.9. Sobrevivencia:

A partir de las bebidas fermentadas endulzadas con sacarosa al 3%, que en la
primera evaluacion sensorial resultaron ser las formulaciones con un mayor grado
de aceptacion y a las cuales se les realizd una segunda evaluacion sensorial
(muestras 1,3,5 y 7 de la tabla 5), se realizaron las pruebas de estabilidad

microbioldgica.

Para evaluar la sobrevivencia de los microorganismos en las bebidas fermentadas,
se tomaron muestras de 25mL de cada unay se refrigeraron a una temperatura de
4°C. La sobrevivencia de los microorganismos se evalu6 por un periodo de un mes

COMo se menciona a continuacion:

Cada semana se tomO una muestra de 4mL de cada bebida fermentada a las
cuales se les realizé la técnica de cuenta en placa asi como la medicién del pH.
En el primer caso, se prepararon diluciones seriadas, se inoculé por duplicado
0.1mL de la dilucién correspondiente en cajas Petri que contenian agar MRS,
posteriormente se incubaron a una temperatura de 30°C por un periodo de 48
horas en aerobiosis. Al término del tiempo de incubacion se procedio a realizar el
conteo de colonias bacterianas, donde se esperaba encontrar un namero entre 10

y 300 colonias bacterianas y se recopilaron los resultados obtenidos.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1. Descripcion de la materia prima.
6.1.1. Cepas probidticas:

Las cepas probidticas que se usaron para realizar este ensayo se describen a

continuacion:

Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380: Son probioticos
liofiizados que presentaron una consistencia fina y granular, un tono marfil.

Presentaron una morfologia de bacilos cortos, Gram-positivo.

Lactobacillus acidophilus LMGP-21381: Son probidticos liofilizados que
presentaron una consistencia fina, granular y un tono marfil. Presentaron una

morfologia de bacilos cortos, Gram-positivo.

6.1.2. Prebidticos:

Inulina: Polvo fino, color blanco, opaco, sin aroma caracteristico que se adhiere
facilmente a las superficies por su alta higroscopicidad, soluble en agua formando

una solucion viscosa, brillante y traslicida al contacto con ésta.

FOS: Polvo fino, color marfil, opaco, sin aroma caracteristico que se adhiere
facilmente a las superficies y presenta una mayor higroscopicidad que la inulina,
es soluble en agua y forma una solucion viscosa ligeramente turbia al contacto

con ésta.

6.1.3. Suero de leche:

Polvo fino granular, opaco, olor caracteristico a leche, ligeramente amarillo,

soluble en agua, al contacto con ésta forma una solucion turbia, opaca, de color
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blanco. Este suero de leche se eligid por las caracteristicas fisicoquimicas y

microbiolégicas que garantiza el proveedor (Anexo 1).

*Estos ingredientes se conservaron en un lugar fresco y seco a temperatura

ambiente.

6.2. Efecto de la de reactivacion de las cepas probiéticas:

El crecimiento fue seguido desde la fase de inicio hasta el final de la fase
exponencial y comienzo de la fase estacionaria (Deraz y col., 2005). Cada 3 horas
hasta las 12 horas asi como los puntos 24 y 48 horas se midio la densidad 6ptica
(600nm) y el pH; a continuacion se observa el comportamiento que tuvo cada cepa

en los diferentes medios (Figuras 6y 7).

En general en los medios MRS-glucosa, los microorganismos Lb. casei y Lb.
acidophilus presentaron un comportamiento similar, ambos microorganismos
exhibieron una fase lag aproximada de 6 horas tiempo que coincidié con el inicio
de la fase exponencial; el desarrollé6 maximo de las cepas se observé alrededor de
las 24 horas; la fase estacionaria se observé entre las 24 y 48 horas. Un
comportamiento similar se presenté en un estudio de bacterias probidticas
utilizadas en la fermentacion de productos lacteos, donde la fase lag de las cepas
Lb. acidophilus A3 y Lb. casei Al14 fue aproximada de 4 horas y 4 horas y media
respectivamente, dando asi al inicio de la fase exponencial, ambas cepas
mostraron su desarrollo maximo a las 24 horas de incubacién a una temperatura
de 37°C (Vinderola y Reinheimer, 2003).

Se observé que ambas cepas probidticas se desarrollaron de una forma similar en
los medios MRS-Inulina y MRS-FOS, presentando una fase lag de 6 horas con el
consecuente comienzo de la fase exponencial y mostrando un desarrollo maximo
a las 24 horas, por lo cual sefialamos que estos microorganismos fermentaron la
Inulina y los FOS. Esta capacidad de fermentar diferentes fuentes prebidticas le

confiere a los microorganismos la posibilidad de ser utilizados en la obtencion de
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un producto simbidtico (Garcia y col., 2007). EI comportamiento anterior ya se ha
reportado en anteriores investigaciones, que indican que diferentes especies de
Lactobacillus, Streptococus y Bifidobacterium son capaces de metabolizar
fructooligosacéaridos e inulina (Kaplan y Hutkins, 2003). En otro estudio Kaplan y
Hutkins (2000), compararon la capacidad de fermentar oligofructanos entre
diferentes bacterias acido lacticas y encontraron que la mayoria de las especies

del genero Lactobacillus y Bifidobacterium crecian en presencia del prebiotico.

Es importante mencionar que las cepas tuvieron un mejor desarrollo en el medio
MRS, seguido por el medio MRS-FOS y por ultimo MRS-Inulina, este
comportamiento pudo deberse a que el medio MRS es especifico para el
desarrollo de lactobacilos, asi que contiene todos los nutrientes necesarios para
estos microorganismos, por otro lado el desarrollo de los microorganismos fue
mejor en el medio modificado con FOS que en el medio modificado con inulina,
este comportamiento pudo deberse a que los FOS se encontraban en mayor
cantidad (3%) que la inulina (2%); esta conducta ya se ha reportado anteriormente
por Mifiana (2007), quien realizd6 un estudio donde evalué diferentes
concentraciones de FOS y encontr0 que el crecimiento de lactobacilos y
bifidobacterias es directamente proporcional a la concentracion de prebidticos en
el medio. Por otro lado este comportamiento ya ha sido reportado, pero basandose
en la complejidad del sustrato, donde se menciona que la inulina de agave
presenta un grado de polimerizacion de 6-50 unidades de fructosa con enlaces
B(1-2) en cadenas ramificadas, en investigaciones realizadas, se ha observada
gue los fructoologosacaridos generados en la hidrdlisis de inulina de achicoria, son
aprovechados y metabolizados rapidamente por bacterias lacticas y que las tasas
de metabolizacién para la inulina son similares, sin embargo la fermentacion es

lenta cuando el grado de polimerizacién es mayor a 10 (Roberfroid y col., 1998).
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Figura 6: Curvas de crecimiento para la cepa Lactobacillus casei subespecie paracasei

LMGP-21380 en los medios MRS, MRS-Inulina y MRS-FOS.
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Figura 7: Curvas de crecimiento para la cepa Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 en

los medios MRS, MRS-Inulina y MRS-FOS.
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Tabla 7: Valores de pH para las cepas de Lactobacillus casei subespecie
paracasei LMGP-21380 y Lactobacillus acidophilus LMGP-21381.

Medio/ MRS MRS- MRS- Medio/ MRS MRS- MRS-
Microorganismo inulina  FOS Microorganismo Inulina FOS
Lb. casei Lb. acidophilus

Tiempo (horas) pH pH pH Tiempo (horas) pH pH pH
0 6.69 6.61 6.71 0 6.69 6.62 6.72

3 6.69 6.61 6.71 3 6.67 6.90 6.71

6 6.61 6.86 6.66 6 6.59 6.83 6.65

9 6.32 6.90 6.49 9 6.19 6.80 6.45

12 5.88 6.61 6.22 12 5.67 6.42 6.15

24 4.20 5.89 5.44 24 4.20 5.91 5.55

6.2.1. Comportamiento del pH en la reactivacion de las cepas probidticas.

En esta fase experimental se observd que el valor final del pH fue menor en el
medio MRS para ambas cepas, seguido por el medio MRS- modificado con FOS y
por ultimo el medio MRS-modificado con Inulina (Tabla 7). El indicador de pH fue
de gran importancia en este estudio durante la fermentacién en los medios MRS
modificados donde la fuente original de carbono fue la inulina y los FOS, ya que la
disminucién del pH reveld la produccién de acido lactico, lo que evidencio que las
bacterias probidticas fueron capaces de utilizar los prebidticos como fuente
energética.

6.2.2. Reactivacion de cepas en el medio MRS, MRS-inulina y MRS-FOS.

Con base en los resultados anteriores, se procedid a reactivar las cepas
probioticas en caldo MRS modificado con inulina y MRS modificado con FOS para
asi observar si el desarrollo de las cepas se optimizaba cuando éstas procedian
del mismo medio al que serian inoculadas, es decir, observar el comportamiento

de éstas cuando crecian dos veces en el mismo sustrato. Los cultivos se
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incubaron a una temperatura de 30°C y se siguié una cinética de crecimiento para
cada microorganismo en los tres diferentes medios, esta cinética fue medida cada
3 horas hasta las 12 horas asi como los puntos 24 y 48 horas. Se determiné la
Densidad Optica (600nm) y el pH en cada punto. A continuacion se observa el
comportamiento que tuvo cada cepa en los 3 diferentes medios de cultivo (figuras
8y9).
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Figura 8: Curvas de crecimiento para la cepa Lactobacillus casei subespecie

paracasei LMGP-21380 reactivada en los medios MRS, MRS+lnulina vy
MRS+FOS.
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Figura 9: Curvas de crecimiento para la cepa Lactobacillus acidophilus LMGP-
21381 reactivada en los medios MRS, MRS+Inulina y MRS+FOS.
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El reactivar las cepa de Lb casei en el medio MRS modificado con inulina (Figura
8), no optimizé el desarrollo de la cepa, por el caso contrario prolongé la fase lag
hasta aproximadamente 9 horas, no se observaron claramente la fase exponencial
ni la fase estacionaria, a las 48 horas se observé un ligero aumento en la D.O. En
el caso del caldo MRS modificado con FOS (Figura 8) se observo ligeramente un
mejor desarrollo de la cepa probidtica, con una fase lag cercana a las 3 horas, el
inicio de la fase exponencial asi como el inicio de su fase estacionaria no se
observaron con claridad, al finalizar el tiempo de fermentacion (48 horas) la cepa

mostré una D.O. mayor que en el medio modificado con inulina.

Igual que en el caso de Lb. casei, reactivar la cepa de Lb acidophilus (Figura 9) en
el medio MRS modificado con inulina no optimiz6 el desarrollo de la cepa, también
prolongo su fase lag hasta aproximadamente 9 horas, no se observo la fase
exponencial ni la fase estacionaria, a las 48 horas se observé un ligero aumento
en la D.O; con el caldo caldo MRS modificado con FOS (Figura 9) se observo
ligeramente un mejor desarrollo de la cepa probiédtica, con una fase lag cercana a
las 3 horas, no se observé el inicio de la fase exponencial ni el inicio de su fase
estacionaria, al finalizar el tiempo de fermentacion (48 horas), al igual que Lb.

casei la cepa mostré una D.O. mayor que en el medio modificado con inulina.

El comportamiento anterior pone de manifiesto que los FOS son un mejor sustrato
gue la inulina para el desarrollo de las cepas probidticas con las cuéles se trabajo,

como ya se menciond anteriormente.

6.3. Desarrollo de las bacterias probidticas Lb. casei y Lb. acidophilus en
diferentes medios de cultivo liquidos (suero de leche, suero de leche con
inulina, suero de leche con FOS y suero de leche con Inulinay FOS).

Una vez evaluado el efecto de la reactivacion de las cepas probidticas, se evaluo
el desarrollo de las mismas en las diferentes formulaciones que se mencionan a
continuacion: suero de leche, suero de leche con inulina, suero de leche con FOS

y suero de leche con inulina 'y FOS (Figuras 10 y 11).
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Figura 10: Crecimiento de Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380
en los medios SL, SL + 1, SL+ FOSy SL + | + FOS.
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Figura 11: Crecimiento de Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 en los medios

SL,SL+1,SL+FOSySL+1+FOS.

52




Solo se observd con claridad la fase lag de Lb. casei en el medio SL + FOS, con
una duracion de aproximadamente 10 horas, por el contrario, en las otras
formulaciones (SL + SL+l y SL+I+FOS) a las 10 horas ya se observaba su
crecimiento exponencial y la ausencia de la fase lag; se observé el desarrollo
maximo de los microorganismos a las 24 horas (Figura 10) en las formulaciones
SL+ FOS y SL+ | + FOS y posteriormente el comienzo de la fase estacionaria. Por
otro lado, el desarrollo maximo de Lb. casei se presentdé a las 48 horas de
incubacion en los medios SL y SL + [, lo cual indico que el desarrollo en los
medios con inulina fue mas lento que en los medios que contienen FOS. Arellano
y Soriano (2007), observaron el desarrollo de Lb. casei en un medio hecho con
suero de leche, donde a una temperatura de 32°C el microorganismo tuvo una

fase lag de 10 horas y presentd su desarrollo maximo hasta las 15 horas.

En el caso de Lb. acidophilus (Figura 11) se observé un desarrollo variable en las
4 diferentes formulaciones, la bacteria creci6 mas rapido en los medios SL,
SL+FOS y SL+I+FQOS, con la consecuente ausencia de la fase lag. En el medio
SL+l, si se observo la fase lag de Lb. acidophilus, con un tiempo de duracién de
aproximadamente 10 horas. A las 48 horas de incubacion se equilibro el desarrollo
de la cepa en todas las formulaciones con un valor aproximado de 10*2UFC/mL,
asi como la formulacion SL+I que a pesar que fue la que presentdé una mayor
variabilidad entre las 4 al término de la fermentacién su desarrollo fue el mismo
que en las otras formulaciones. Una vez mas se evidencié que el desarrollo de
este microorganismo fue mas lento en la formulacién que contenia inulina, ya que
la fase lag tuvo una duracion de 10 horas con el consecuente inicio de la fase

exponencial.

La determinacion de la cinética de crecimiento de estos microorganismos en las
diferentes formulaciones fue de gran importancia para determinar asi cuales
serian los medios mas apropiados para un mejor desarrollo de las cepas
evaluadas y obtener asi altas concentraciones de microorganismos que
garantizaran concentraciones mayores a 10°UFC/ml, que es un requisito

indispensable para que estas bebidas puedan ser consideradas como simbioticas.
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6.4. Comportamiento del pH en las diferentes formulaciones:

Tiempo (horas)

0 5 10 15 20 25 30 35

|+5L+5L+| —=5L+ FOS 5L+I+FDS|

Figura 12: Perfil del pH de Lb. casei en las formulaciones SL, SL + I, SL + FOS y

SL+1+FOS

Tiempo (horas)

|-¢-5|_-|-5|_+| =4S + FOS SL+I+FCG|

Figura 13: Perfil del pH de Lb. acidophilus en las formulaciones SL, SL + I, SL +

FOSy SL + | + FOS.
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6.4.1. Descripcion del pH:

Es importante destacar en esta seccion que el pH inicial de las formulaciones
antes de agregar las cepas probiodticas se encontraba en un rango de 6.6 a 6.8,
pero al momento de inocular las cepas probioticas el pH cambio rapidamente en
todas las formulaciones, y fue ese el valor de pH que se tomé como punto 1 para
la construccion de estas graficas. La formulacion de SL, fue donde se presento el
valor mas alto de pH inicial (5.7 para Lb. casei y 5.5 para Lb. acidophilus), seguido
por el medio SL+I (5.5 para Lb. casei y 5.3 para Lb. acidophilus) y los medios que
presentaron valores mas bajos de pH fueron SL+FOS y SL+I+FOS, con un valor

de 4.5 para ambos microorganismos y formulaciones.

Los valores de pH de las fermentaciones en las formulaciones SL, SL+|, SL + FOS
Y SL+I+FOS se muestran en las figuras 12 y 13 a continuacion se describen los

resultados obtenidos.

En el caso de la fermentacion de las formulaciones con Lb. casei (Figura 12),
ocurrié lo siguiente; en la formulacion con suero de leche se observé una
diferencia significativa con respecto al pH inicial (5.7) hasta las 24 horas de
fermentacién con un valor de 3.61; ya que a las 12 horas de fermentacion solo
mostré un ligero descenso en el valor de pH(5.5 aproximadamente); en las
formulaciones restantes a las 12 horas de fermentacion se observd una
disminucién significativa con respecto al pH inicial de cada formulacién con un
valor que oscilé entre 3.7 y 3.85; a las 48 horas la formulacion que alcanzé una
mayor acidificacion fue la de suero de leche (pH 3.11) y la que presenté una
menor acidificacion fue la formulacién con suero de leche + FOS (3.37) (Figura
12).

Para Lb. acidophilus (Figura 13) observamos el mismo comportamiento en todas
las formulaciones al que tuvo Lb. casei, exceptuando el medio SL, ya que en la
fermentacion de Lb. acidophilus en SL, el pH disminuy6 de la misma manera que
en las otras formulaciones alas 12 horas. Asi que a las 12 horas de fermentacion

el pH disminuyo con respecto al pH inicial de cada formulacion con valores que
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oscilaron entre 3.55 y 3.38; a las 48 horas de fermentacion las formulaciones
presentaron valores de pH por debajo de 3, siendo la mas &cida la formulacion con
suero de leche (pH 2.78) y la que presenté un pH mayor fue la formulacién con
suero de leche + FOS (pH 3.01) (Figura 13).

Los resultados anteriores ponen en evidencia que Lb. acidophilus acidific6 méas
rapido en todas las formulaciones. Para que una bacteria lactica pueda crecer y
reducir el pH del medio por debajo de 5, necesita disponer de las proteinas de la
leche (Shahbal y cols., 1991); en este estudio se confirma que el suero de leche
aporto proteinas, azucares y minerales para el crecimiento y propagacion de estos
cultivos (Jay, 2003).

Con base en estos resultados, se eligieron los medios SL+FOS y SL+I+FOS para
elaborar la bebida fermentada, ya que tanto Lb. casei como Lb. acidophilus se
desarrollaron bien en estos medios y después de 24 horas de fermentacion se
obtuvieron concentraciones altas de los microorganismos (10** UFC/mL y 10%
UFC/mL) respectivamente, lo que es de gran importancia para realizar una bebida
probidtica, ya que ésta debe disponer de una concentracién minima de 10°
UFC/mL o gramo del producto (Shah; 2001).

6.5. Andlisis de la metodologia para la elaboracion de bebidas simbidticas:

Existieron varios aspectos importantes que se cuidaron durante la elaboracion de
la bebida fermentada para obtener asi un producto de buena calidad. Primero los
procesos térmicos a los que fueron sometidos los ingredientes para garantizar su
inocuidad, la esterilizacion por separado de los ingredientes, es decir del suero de
leche al 3%, de la inulina al 2%, de los FOS al 3% vy el tratamiento térmico que
recibio el suero de leche concentrado al 30% (80-85°C por 60 minutos) fueron de
gran importancia. Uno de los objetivos del tratamiento térmico fue la "esterilizacion
parcial" del suero concentrado alterando lo menos posible la estructura fisica de
los componentes y las propiedades organolépticas de este medio. Cuidar la

temperatura a la cual se pasteurizd el suero de leche concentrado fue de gran
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importancia, ya que si se rebasaba una temperatura de 85°C se observaba
inmediatamente la desnaturalizacion de las proteinas, lo cual provocaria una
textura desfavorable para el ingrediente y no podria ser utlizado para la

elaboracion del producto final.

De la misma forma se cuido la temperatura a la cual se agregaban cada uno de
los ingredientes (30°C) para hacer los medios con base en suero de leche, ya que
si la inulina y los FOS se agregaban a una alta temperatura al suero de leche, lo
precipitaban inmediatamente, por lo tanto los ingredientes se enfriaron

inmediatamente después de sus respectivos tratamientos térmicos.

Todo el material que se requiri6 para realizar los medios fué previamente

esterilizado a una temperatura de 121°C por 15 minutos.

La temperatura de 30°C de los medios fue fundamental a la hora de agregar el
cultivo ya que al ser microorganismos mesoéfilos se desarrollan mejor a una
temperatura de 30 °C (Viloche y Tito, 2006) lo cual fue de gran importancia, ya
que no se vario la temperatura de la cudl procedian las cepas reactivadas, lo que
ayudd a que no se estresaran las cepas en los nuevos medios con un posible

aumento de tiempo en su fase lag.

Posteriormente los diferentes medios de cultivo inoculados para elaborar la bebida
fermentada se incubaron a una temperatura de 30°C, fue necesario también
mantener esta temperatura constante, ya que la accion de los microorganismos
sobre los azucares para producir acido lactico disminuye si esta temperatura es

variable.

La fermentacién se detuvo a las 24 horas; la bebida fermentada presenté un pH
en un rango de 3.5 — 3.8, posteriormente se procedi6é a reconstituir la bebida con
suero de leche al 30% tratado térmicamente con anterioridad, hasta alcanzar un
pH cercano a 4.5; hacer esta reconstitucion brindd mejores caracteristicas

sensoriales al producto tales como, viscosidad y color.
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Una vez que estos procesos ocurrieron, el producto se sometié a refrigeracion
(4°C), debido a que se requiere disminuir la actividad de los microorganismos
para no alterar las caracteristicas del producto y obtener asi una mayor vida til.

6.5.1. Estandarizacion del in6éculo mediante el conteo de células viables.

Las distintas bebidas fermentadas fueron elaboradas con los cultivos iniciadores
Lactobacillus casei subespecie paracasei LMGP-21380 y Lactobacillus acidophilus
LMGP-2138. El indculo inicial de estas bacterias probiéticas se encontré alrededor

de 10’UFC/mL para cada cepa en las distintas formulaciones.

Para realizar la bebida fermentada, fue necesario conocer la concentracion inicial
del in6culo y que fuera la misma concentracion inicial en todas las fermentaciones

realizadas; por lo tanto se elabor6 un protocolo para estandarizar el indculo.

Se prepararon viales con 4.5mL de suero de leche estéril (121°C por 15 minutos) y
se inocularon con 0.1mL de la cepa conservada en glicerol (-64°C); los viales se
incubaron a una temperatura de 30°C por 24 horas y posteriormente por cada
100mL de medio se inocularon 2mL de la cepa reactivada en suero de leche, esta
técnica permitié obtener una concentracién inicial de 10" UFC/mL para ambas

cepas.

6.5.2. Analisis del pH.

El pH inicial de las diferentes formulaciones fluctuaba entre 4y 4.5; esto se debio
a que la inulina y los FOS diluidos en agua tenian un pH inicial acido 3.22 y 3.80
respectivamente, por lo cual se tuvo que ajustar el pH inicial con una solucién de
bicarbonato de sodio agregando la cantidad necesaria hasta alcanzar un pH
alrededor de 6.5 que permitiera un mejor desarrollo de las bacterias acido lacticas

en las formulaciones.
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El pH es un factor importante que puede afectar considerablemente la calidad de
un producto fermentado durante el proceso de fermentacion (Athanasiadis y cols.
2004). Al final de la fermentacion (24 horas) el pH de las bebidas fermentadas
fluctuaba alrededor de 3.5 y 3.8 (Tabla 8), esto sugirié que si ocurrio la produccion
de &cido lactico, asi como de acido acético por parte de las cepas probiodticas, ya
que se redujo el pH de las diferentes formulaciones. Corrieu y col. (2002) indica
que en la preparacion de leches fermentadas el tiempo de fermentacién requerido
para alcanzar un pH de 4.5 es de veinte horas, este tiempo de fermentacion fue
similar al tiempo que se incubaron las formulaciones inoculadas con las bacterias
lacticas bajo las condiciones de este estudio para alcanzar valores de pH
alrededor de 3.70 y 3.50 (Tabla 8).

Tabla 8: Valores de pH de las bebidas fermentadas

Formulacién pH pH A pH
(Ohoras) (24 horas) pH final

Suero de leche +inulina + 6 3.50 25 4.23

FOS + Lb. casei
Suero de leche + FOS + Lb. 6 3.68 2.32 4.36
casei
Suero de leche +inulina + 6 3.86 2.14 4.24
FOS+ Lb. acidophilus
Suero de leche + FOS + Lb. 6 3.70 2.3 4,12
acidophilus
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6.6. Analisis sensorial

Las formulaciones finales que se sometieron a un analisis sensorial cuyos

resultados se presentan en la tabla 9.

Tabla 9: Formulaciones finales sometidas a evaluacion sensorial (SL+FOS +
Glucosa y SL+ I+ FOS+ Sacarosa).

Formulacién/ Suero Inulina FOS  Sacarosa Lb. Lb. Suero
Ingredientes de (2 %) (3%) (3%) casei acidophillus de
leche leche
(3%) [30%]
1 + + + W + - +
3 + - + + + - +
5 + + + + - + +
7 + - + + - + +

*Todas las bebidas fueron fermentadas durante 24 horas a una temperatura de 28°C.
*A todas las bebidas fermentadas se les agreg6 sacarosa en una proporcion del 3% (p/v) para
realizar la evaluacion sensorial.

Para realizar el andlisis sensorial las muestras se sirvieron a baja temperatura
(4°C), la cual pudo aumentar con el transcurso del tiempo (aproximadamente 20
minutos) antes de ser consumidas por los panelistas. Se sirvieron 4mL de cada
una de las bebidas fermentadas. La cantidad de panelistas disponibles fue limitada
resultando en un total de 17 sin entrenamiento previo. Los datos recopilados

arrojaron los siguientes resultados:

6.6.1. El analisis de preferencia:

El objetivo de esta prueba fue definir el grado de aceptaciony preferencia de

un producto determinado por parte del consumidor.

Se analizé estadisticamente con la prueba de Friedman y Newell & Mc Farlen,
teniendo como parametro la hipétesis nula (Hp = NO existe diferencia significativa
entre las muestras) y la hipodtesis alternativa (H; = Existe diferencia significativa

entre las muestras).
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Con la prueba de Friedman se obtuvo un valor negativo de la CHI? calculada de
-242.151. En ocasiones, cuando en la muestra hay pocos individuos (menos de 50
0 60) el resultado de la prueba, es decir el valor de la CHI?, puede arrojar un
namero negativo, lo cual es posible, pero para los efectos de la prueba se debe
interpretar como una fuerte evidencia de que no puede rechazarse la hipotesis
nula (Ho= No existe diferencia significativa entre las bebidas), (Stata Reference
manual; 2005).

Con las tablas de Newell y Mc Farlen con 17 panelistas y 4 muestras, el valor
critico tabulado con una probabilidad 0.05 es de 20, por lo tanto concluimos que
no existe diferencia significativa entre las muestras ya que la diferencia total de los

pares entre las muestras fluctla entre los valores de 1 a 5.

6.6.2. Prueba de aceptacion:

Esta prueba permito medir el grado de preferencia y la actitud del panelista o
catador hacia las bebidas fermentadas, se le preguntd al consumidor si estaria
dispuesto a adquirirlo y por ende su gusto o disgusto frente al producto catado.

Este estudio se realizé para saber si el producto seria aceptado o no por una
poblacion (Anexo 2). Esta prueba se realiz6 de la siguiente manera, se
compararon cuatro muestras de bebidas fermentadas que estaban codificadas
aleatoriamente, dos de las bebidas fueron fermentadas con Lb. casei y las dos
restantes con Lb. acidophilus. Este estudio se realiz6 para saber si el producto

seria aceptado o no por una poblacion.

Con una poblaciéon de 17 panelistas y un nivel de probabilidad de 5%, no se
obtuvo el nimero minimo de jicios coincidentes necesarios (13) para establecer si
existia una diferencia significativa entre las formulaciones SL + | + FOS y SL +

FOS ambas fermentadas con Lb. casei.

En el caso de las formulaciones SL + | + FOS y SL + FOS ambas fermentadas con

Lb. acidophilus con una poblacion de 17 panelistas y un nivel de probabilidad de
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5%, tampoco se obtuvo el nimero minimo de juicios coincidentes necesarios (13)

para establecer si existia una diferencia significativa entre éstas.

Estos resultados ponen de manifiesto nuevamente que con una poblacién de 17
panelistas no existe diferencia significativa entre estas muestras. Para probar si
existe 0 no diferencia significativa entre estas muestras, se ha propuesto realizar
una evaluacion sensorial que incluya tanto la prueba de aceptacion como la de
preferencia, pero con un nimero de panelistas no entrenados igual o mayor a 100,
ya que los resultados que se obtienen con poblaciones més grandes tienden a ser

mas acertadas.

Los panelistas que realizaron estas pruebas sensoriales sugirieron algunos
aspectos a cuidar en una elaboracion posterior de las bebidas fermentadas, a

continuacion se presentan los mas relevantes:

» Las bebidas fermentadas requieren de mayor acidez.
» Aumentar el dulzor de todas las bebidas.

» Aumentar la cantidad de soélidos totales de las 4 bebidas fermentadas.

7. SOBREVIVENCIA.

7.1. Estudio de la sobrevivencia de Lactobacillus casei subespecie paracasei
LMGP-21380 y Lactobacillus acidophilus LMGP-21381en medios elaborados
con suero de leche, Inulina y FOS.

Es importante mencionar que esta prueba se realiz6 cuando las bebidas
simbidticas ya habian sido adicionadas con sacarosa y maximo con un dia de

almacenamiento a 4°C.

En las figuras 14 y 15 se aprecia el comportamiento de Lactobacillus casei
subespecie paracasei LMGP-21380 y Lactobacillus acidophilus LMGP-21381 en

las formulaciones elaboradas con suero de leche, inulina y FOS, una vez
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concluida la fermentacion durante un periodo de almacenamiento de cuatro

semanas en refrigeracion.

Tal como se aprecia en la figura 14, la cuenta inicial de Lb. casei en las bebidas
fermentadas se encuentra alrededor de 10’UFC/mL, en la primer semana
aumenta hasta 10°UFC/mL en ambas formulaciones, en la segunda semana se
observa una disminucidon en ambas bebidas, pero esta disminucién fue mas
marcada en el medio que solo contenia FOS (10°UFC/mL), a pesar de la
disminucién en la semana 4 concentracién de microorganismos vuelve a aumentar

hasta 10*° UFC/mL para ambas formulaciones.

En la grafica 15 se observa el comportamiento de la sobrevivencia de Lb.
acidophilus. Esta fermentacion presenté un comportamiento similar que en Lb.
casei, la cantidad inoculada al inicio de la fermentacién era de 10’ UFC/mL, en la
semana 1 de almacenamiento se observé un aumento en la concentracion que se
encontré en un rango de 10° UFC/mL y 10'® UFC/mL, en la semana 2 se observa
nuevamente una disminucién en la densidad celular y se encuentra alrededor de
10°UFC/mL, en este caso en las semanas 3 y 4 la concentracion de
microorganismos probiodticos en las bebidas fermentadas se mantuvo constante
con un valor de 10'° UFC/mL.

En la semana dos para ambas cepas y en las diferentes formulaciones como se
menciond anteriormente se aprecia una disminucidbn en la concentracion de
aproximadamente un ciclo logaritmico en las poblaciones, esto se le atribuye al
cambio de temperatura al cual fueron sometidas las bebidas fermentadas, ya que
al finalizar la fermentacion las bebidas simbidticas fueron almacenadas a
temperatura de refrigeracién (4°C), lo cual afecté la velocidad de crecimiento de
los microorganismos, a pesar de esta disminucion el promedio de ambas
poblaciones de microorganismos de Lb. casei y Lb. acidophilus en la semana dos
fue superior a 10° UFC/mL que es el nivel minimo requerido para considerar una
bebida como probidtica. Un comportamiento similar fue reportado por Ankur
(2008), donde realiz6 un estudio a 7 diferentes cepas de lactobacilos, en el cual

menciona que durante 4 semanas de almacenamiento de estas cepas a 4°C
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cultivadas en caldo MRS, suplementado con prebioticos (inulina), observd que en
general todas las cepas disminuyen su viabilidad en el periodo de
almacenamiento, sin embargo la viabilidad de las cepas hasta el final del
almacenamiento en todos los casos se mantuvo mayor a 10° UFC/mL, al igual que

en este estudio.

En la semana tres se observa nuevamente el aumento aproximado de un ciclo
logaritmico en las poblaciones de los microorganismos para cada una de las
cepas, este comportamiento se atribuyd principalmente a que antes de almacenar
las bebidas fermentadas a una temperatura de 4°C se agreg0 sacarosa a cada
una de las bebidas, esta adicion probablemente favorecié al desarrollo de los

microorganismos durante el periodo de almacenamiento.

Aunque puede parecer un parametro de menor importancia, mantener el pH
adecuado es el primer paso para garantizar la seguridad y la conservacion de los

alimentos.

El pH del producto disminuy6 conforme avanzaba el tiempo de almacenamiento lo
gue nos indicé que a mayor tiempo de almacenamiento serd menor el pH de las
bebidas fermentadas. Este es un punto muy importante que se debe tomar en
cuenta en la elaboracion de bebidas fermentadas ya que al inicio si se requiere la
disminucién del pH, pero no se requiere que baje mas de un pH 4, ya que un
producto demasiado acido resultaria desagradable para los consumidores, es
decir, mantener un pH constante sera de gran importancia para este tipo de
bebidas, para evitar que el pH de las bebidas fermentadas disminuya con el
periodo de almacenamiento, serd necesario agregar un corrector de acidez. Los
correctores de la acidez se usan para alterar o controlar la acidez o la alcalinidad
de un alimento y mantenerla a un nivel adecuado, lo que es importante en
términos de procesado, sabor y seguridad alimentaria. Para corregir este problema
podriamos agregar acido fumarico a las bebidas fermentadas, ya que éste se
afiade a los alimentos para controlar la acidez, se usa también como agente
aromatizador. Algunas ventajas de usar acido fumarico es que posee uno de los

mayores poderes como acidulante. Incrementa el poder de gelificantes y se puede
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mezclar con otros acidulantes. No presenta un sabor picante y extremo. Este
ingrediente ya se utiliza en alimentos como en gelatinas, refrescos, mermeladas,
conservas, recubrimientos de confites, etc. Disminuye hasta el 40% el consumo de
citrico y el 20% de tartarico en refrescos y gelatinas. En bebidas dietéticas

enmascara los remanentes metalicos que presentan algunos edulcorantes.

Tal y como lo sefala Corriols (2004), la preocupacion primordial, a la hora del
desarrollo de productos con microorganismos probioticos, radica en mantener su
viabilidad durante un periodo de almacenamiento definido, su distribucion y la
supervivencia a la hora de consumirse, de esa forma, se producen los beneficios
en la salud del consumidor. Las bebidas fermentadas cumplieron con este criterio
de viabilidad; ya que al finalizar su periodo de almacenamiento (4 semanas)
contaban con una cantidad mayor a la requerida de UFC/mL para ser
consideradas como bebidas probidticas, con valores que oscilaban de 10

UFC/mL hasta 10* UFC/mL para ambos microorganismos (Figuras 14 y 15).
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Figura 14: Comportamiento de la sobrevivencia de Lb. casei en los medios SL + |
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Figura 15: Comportamiento de la sobrevivencia de Lb. acidophilus en los medios

SL+1+ FOSySL + FOS.
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8. DESCRIPCION GENERAL DE LAS BEBIDAS FERMENTADAS.

En general las bebidas fermentadas presentaron un color blanco brillante con un
ligero tono amarillo, el pH de las bebidas antes de su almacenamiento a 4°C se
encontraba en un valor aproximado de 4.5, en las dos primeras semanas de
almacenamiento no se observo ningun cambio primordial en las caracteristicas
fisicas de las mismas, solo una disminucion del pH, de 45 a 4.2
aproximadamente, en la semana uno se observé un aumento de 10’ UFC/mL a un
valor de 10%° UFC/mL para las formulaciones que tenian SL + | + FOS para ambas
cepas probiédticas y 10° UFC/mL para las formulaciones que solo contenian SL +
FOS para ambos microorganismos, en la semana dos se observo la disminucion
de aproximadamente un ciclo logaritmico en el numero de UFC/mL en las 4
formulaciones. En las semanas tres y cuatro fue clara la precipitacion de las
bebidas fermentadas, este comportamiento es una consecuencia de de la
produccion de acido lactico por las bacterias probioticas (Heller; 2001), siendo ésta
mas evidente en la cuarta semana de almacenamiento, al igual que una
disminucién mas radical en el valor de pH, con un valor que oscilaba entre 3.6 y
3.8 para cada una de las bebidas, en cuanto al aspecto microbiologico, se observé
que todas las bebidas se encontraban en un valor de 10'° UFC/mL de bacteria

probiodtica.
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9. CONCLUSIONES.

> Se elaboraron 4 bebidas simbioéticas con base en suero de leche adicionado

con prebioticos y probidticos.

» Se observdé que las cepas probidticas consumieron los ingredientes
prebioticos procedentes del agave que se utilizaron para realizar este

estudio.

» No se encontro diferencia significativa entre las 4 distintas formulaciones a

las cuales se les realizd una evaluacion sensorial.

» Las cepas probidticas se desarrollaron mejor en los medios que contenian
FOS como ingrediente prebiético que en los que contenian inulina.

» La composicion fisica de las bebidas fermentadas y almacenadas a 4°C
durante un periodo de un mes variaron a partir de la semana dos, donde se

observo la precipitaciéon de los ingredientes.
» Después de un mes de almacenamiento de las bebidas simbidticas, los
microorganismos permanecieron viables obteniendo valores superiores a

10° UFC/mL.

» La bebida desarrollada es una buena alternativa para el uso del suero de

leche en la alimentacion humana, debido a su gran valor nutricional.
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10. Perspectivas del trabajo

» Ultilizar estabilizadores para mejorar la textura de las bebidas simbidticas.

» Valerse de saborizantes para mejorar la aceptaciéon del consumidor.

» Comparar las bebidas simbiéticas realizadas en este estudio con bebidas

comerciales.

» Llevar a cabo un andlisis quimico de las bebidas fermentadas verificando

sus componentes para poder realizar un etiquetado nutricional.

» Realizar un andlisis de sinergismo entre los microorganismos probiéticos.
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ANEXO 1:

Ficha técnica del suero de leche.

_/‘MW\

Suero de Leche Dulce Alimatec

Descripcion

El Suero de Leche en Polvo resulta de someter el suero de leche en un proceso de
secado, procurando mantener todas las propiedades nutritivas funcionales vy
sensoriales del suero natural, apto para el consumo humano y cuyos pardmetros
nutrimentales es totalmente soluble al agua, esta libre de aditivos y tiene excelerite

calidad nutricional.

Caracteristicas

Descripcion
Color
Sabor
Olor
Apariencia
Humedad
Proteina
Grasa
pH
Particulas quemadas
Solubilidad
Cuenta Total
Material extrafo
Coliformes totales
Estafilococos
Aureus
Hongos y Levaduras
Salmonella
E.Coli

Aplicaciones.

Especificacion
Amarillo cremoso
Lacteo caracteristico
Lacteo caracteristico
Polvo granular
5% max.
11.5% min.
2.0% max.

6.6 max.
Disco A
Completa
30,000 ufc/g max.
Exento
<=10 ufc/g max.
Ausente
Ausente
100 ufc/g max.
Ausente
<=10 ufc/g max

Saco de papel kraft de 25kg, con bolsa interior de polietileno.

El suero de leche puede ser empleado en la elaboracion de productos lacteos
diversos, como bebidas nutricionales.

Almacenamiento y Vida de Anaquel
El producto debe almacenarse en un lugar fresco y seco. La vida de anaquel es de 12
meses a las condiciones antes mencionadas.

Empagque.

3 — LB LA

cimaiec
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ANEXO 2: Significancia para pruebas de dos muestras.

EVALUACION SENSORIAL

Tabla 2. Significaicia para pruebas de dos muestras

Numero de Pruebas bilaterales* Pruebas unilaterales**
juicios Nivel de probabilidad Nivel de probabilidad
- 5% 1% 0.1% 5% 1% | 01%
- 5 s : s 5 = -
6 - - - 6 - -
T 7 - - 7 7 -
| 8 8 8" - 7 8 -
L 9 8 9 - 8 9 ] -
10 9 10 - 9 10
\ 1 10 11 1 9 10
L 12 10 11 12 10 11
13 11 12 13 10 12
14 el 13 T AT 12
15 12 13 14 12 137
16 13 14 15 12 14
17 13 15 16 13 14
18 14 15 17 13 15
19 15 16 17 14 15
20 15 17 18 15 16
21 B S N 7 s s | e 15 WA, ¢
22 17 18 19 16 17
23 17 19 20 16 18
24 18 19 21 17 19
25 18 20 21 18 19
26 19 20 22 18 [ 20
27 20 21 23 19 20
28 20 22 23 19 21
29 21 22 24 20 22
30 21 23 25 20 22
31 22 24 25 21 23
32 23 24 %6 22 24
83 23 25 27 22 24
34 24 25 17 23 25
_ 35 et . 2B e 288 23 25
36 25 27 0 24 26
37 25 27 29 24 27
38 26 28 30 25 AT
39 2o v i 28 i 26 28
40 27 29 K 26 28
M 28 30 42 27 29
42 28 30 42 27 29
43 29 31 53 28 30 B
44 : 29 31 4 28 31
a5 30 32 4 29 31
46 31 33 35 30 32
a7 31 33 6 30 32
48 32 34 36 31 33 i
49 32 34 7 31 34
1 50 33 35 a7 32 34
60 39 41 44 37 40
l 70 44 47 50 43 46
80 50 52 56 48 51

* Numero minimo de juicios coincidentes necesario para establecer diferencia significativa |
“* Numero minimo de respuestas correctas necesario para establecer diferencia significativa
“uente: Roessler y col. 1956

J
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