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Resumen

Resumen

Patlan (2012), realiz6 un proyecto experimental donde se desarrollaron
formulaciones de quesos frescos funcionales; los cuales son bajos en grasa y
estan adicionados con fibra soluble; el proyecto abarcé el desarrollo de estos
nuevos productos desde su formulacion, la determinacion de su vida de anaquel y
el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la textura de las formulaciones
desarrolladas: queso blanco, con chile jalapefio, con chile chipotle y con epazote.
En este trabajo, a dichas formulaciones se les adicionaron dos especies de
bacterias acido lacticas probiéticas: Lactobacillus casei (L.casei) y Lactobacillus
acidophilus (L.acidophilus) y a través de cuenta en placa, se evalio la
concentracion de dichas cepas a lo largo de la vida de anaquel de las
formulaciones de queso.

Asi mismo, se determind la etapa adecuada para la adicién de los probiéticos
durante el proceso de elaboracion de queso y se ajusté el tamafio del indculo con
la finalidad de obtener una concentracién inicial de 1 x 10® UFC /Qqueso- La
cuantificacion de los probibticos se realiz6 a lo largo de 3 semanas, en
condiciones de refrigeracion (4°C). Al mismo tiempo se evaluaron parametros
microbiol6gicos (mesofilicos aerobios, coliformes, hongos y levaduras) y
fisicoquimicos (pH y acidez).

En las formulaciones L.casei se adicioné en forma liofilizada, mientras que

L.acidophilus se adicion6 en forma liofilizada y microencapsulada, por lo que en

IX



Resumen

este trabajo también se evallo el efecto de dicha forma de administracién sobre su
concentracion.

Al final de la vida de anaquel, la formulacién de queso blanco con L.casei y
L.acidophilus liofilizados asi como microencapsulado se mantuvo en
concentraciones de 7.0 log UFC/ gqueso- La formulacion con chile jalapefio: L.casei
y L.acidophilus liofilizados y microencapsulado, la cuenta fue de 2.0 UFC/ gqueso Y
aproximadamente 6.5 UFC/ gqueso. La formulacion con chile chipotle: L.casei y
L.acidophilus liofilizados se mantuvo en concentraciones de 2.0 log UFC/ gqueso Y
6.6 UFC/ gqueso respectivamente, mientras que en la formulacion con L.casei
liofilizado la concentracion fue de 6.9 log UFC/ Qqueso Y 6.0 UFC/ Qqueso para
L.acidophilus microencapsulado. Finalmente, la formulacién de queso con epazote
con liofilizados: L.casei 4.0 log UFC/ Qqueso Y L.acidophilus 6.4 UFC/ gqueso Y la
formulacion con L.casei liofilizado 7.0 UFC/ (gqeso Y L.acidophilus
microencapsulado 6.4 UFC/ gqueso-

A pesar de los efectos adversos que se presentaron sobre la concentraciéon de las
cepas liofilizadas o microencapsuladas debidas el efecto del chile jalapefio y
chipotle, para las ocho formulaciones de queso simbidtico, se observé al final de
vida de anaquel de las cuatro formulaciones de queso, que los probioticos
mantienen su concentracion en los niveles sugeridos para causar el efecto

benéfico al hospedero.



I. Introduccion y Marco tedrico

|. Introduccion y Marco teérico

1.1. Introduccion

En el proyecto que se presenta a ¢ ontinuacién, se evalua |l a viabilidad de dos
bacterias ac ido | acticas pr obidticas: L.casei y L.acidophilus adicionadasa 4
diferentes formulaciones de queso fresco funcional bajo en grasa desarrolladas
anteriormente, las cuales son: queso blanco, con chile jalapefio, con chile chipotle
y con epazote. La adicion de bacterias probidticas a las diferentes formulaciones
de queso f resco f uncional bajo e n g rasa, c ambia | a de nominacion d e e stos
productos a la de quesos frescos simbidticos.

La el aboraciéon de este tipo de pr oductos, no s 6lo c onsiste en el des afio d el
desarrollo del producto, sino que deben de considerarse los siguientes aspectos:
a) Ajustar la cantidad inicial de bacterias probidticas en el producto final para
que durante suvida de anaquel, s e conserven en el nivel recomendado para
causar el efecto benéfico sobre la salud del consumidor.

b) Mantener | a v iabilidad d e | os pr obidticos a través d e b arreras quimicas
(microencapsulacion) durante la vida de anaquel del producto para que causen el
beneficio esperado al ser consumidos.

c) Observar el efecto sobre la viabilidad de las bacterias probidticas cuando
son expuestas a ambientes hostiles como chile y epazote.

Por | ot anto, es te p royecto s e enfoca e n c ontrolary ev aluar| os as pectos

anteriormente descritos.
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I. Introduccion y Marco tedrico

1.2. Marco teérico
1.2.1. Queso
La N OM-243-SSA1-2010 define el g ueso como el producto elaborado de la
cuajada d e | eche es tandarizada y pas teurizada de v aca o d e otras es pecies
animales, con o sin adicion de crema, obtenida de la coagulacion de la caseina
con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y
con o sin tratamiento ulterior, por calentamiento, drenada, prensada o no, con o
sin adi cion d e fermentos de maduracion, mohos es peciales, s ales fundentes e
ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a | as diferentes variedades de
quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado.
Los productos objeto de esta norma se clasifican de la siguiente manera:
Quesos

1. Frescos

2. Madurados

3. Procesados

4. Otros quesos no considerados en los numerales 1,2,3.
1.2.1.1. Queso fresco
La NOM-243-SSA1-2010 define al queso fresco como aquellos que ademas de
cumplir con la descripcidon general de queso se caracterizan por su alto contenido
de humedad, y por notener corteza ot ener corteza muy fina, pudiendoo no

adicionarles aditivos e ingredientes opcionales.
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I. Introduccion y Marco tedrico

La misma norma clasifica, por su proceso de elaboracion, a los quesos frescos
como:

1. Frescos

1.1 F rescales: Panela, C anasto, S ierra, R anchero, F resco, B lanco, Enchilado,
Adobado.

1.2 De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del Morral, Adobera.

1.3 Acidificados: Cottage, Crema, Doble crema, Petit Suisse, Nuefchatel.

1.4 Quesos de suero: Broccio, Broccotle, Cerrase, Geitmysost, Gyetost, Mejetle,
Mysost, Recuit, Requeson, Ricotta, Picotdn, Schottenezinger, Zinder.

Una definicion mas especifica de para el queso fresco, se encuentra en la NMX-
713-COFOCALEC-2005 g ue d enomina al q ueso fresco c omo pr oducto q ue
ademas d e cumplir con la des cripcion g eneral de g ueso, no es sometidoau n
proceso de maduracion, presenta un alto contenido de humedad (hasta 80%m/m),
textura blanda, sabor suave, no presenta corteza, requiere refrigeraciéon para su
conservacion y se consume preferentemente en los primeros 20 dias a partir de su
fecha de elaboracion.

1.2.1.2. Queso bajo en grasa

La NMX-713-COFOCALEC-2005 indica que un g ueso bajo en grasa se refiere a
que el contenido de la misma es superior o igual al 10% e inferior al 25%.

1.2.1.3. Quesos botaneros

Son quesos que se producen para consumirse troceados en forma de botana. Son
quesos frescos, c uya c uajada s e prepara como g ueso pa nela; sin e mbargo, al

obtenerse ésta, ademas de s al, s e agregan c hiles, ep azote y o tros pr oductos
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como jamon, salchicha, ajonjoli o duraznos en almibar. Pero lo mas comun es que
contenga chiles, como chipotle o jalapefio, los cuales se agregan en forma natural
0 en escabeche (Cervantes et al., 2008).
1.2.1.4. Especificaciones sanitarias del queso fresco
a) Organolépticas
Los quesos frescos son de consistencia desde untable hasta rebanable, de aroma
y sabor caracteristico sin olores y sabores ajenos (NOM-121-SSA1-1994).
b) Fisicoquimicas
Para q uesos frescos ¢ oagulados a t ravés de c uajo enz imaticoel p H
permanece en el rango de 6.5 a 6.7 (Hill, 2007).
c) Microbiologicas

Tabla 1.1. Limite maximo de microorganismos permitidos en queso
(NOM-243-SSA1-2010)

Microorganismo Limite
Coliformes totales (UFC/ g) 100
Staphylococcus aureus (UFC/ g) 1000
Hongos y levaduras (UFC/ g) 500
Escherichia coli (UFC/ g) 100
Salmonella spp. en 25 g Ausente
Vibrio cholerae en 25 g Ausente
Listeria monocytogenes en 25 g Ausente
Toxina botulinica Negativa
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1.2.2. Queso probidtico

Los alimentos pr obidticos son: “Aquellos g ue ¢ ontienen microorganismos
probioticos v iables dentro de u nam atriz ad ecuaday en u na c oncentracion
suficiente, los cuales después de su ingestion, se obtienen los efectos deseados, y
estan mas alla de proporcionar los nutrientes que usualmente proveen” (De Vrese
y Schrezenmeir, 2008).

Comercialmente, | as | eches fermentadas ¢ on pr obidticos, s on aq uellas q ue
abarcan la mayor parte del mercado mundial. Los quesos se estan convirtiendo
rapidamente e n un v ehiculo de éx ito paral as bac terias probidticas, debido a
ciertas pr opiedades de la m atriz del queso q ue o frece v entajas es pecificas
respecto a las leches fermentadas. La matriz alimenticia tiene un papel decisivo en
la viabilidad de las células durante el proceso de manufactura del producto y sobre
la pr oteccion de | os probidticos h asta s u consumo. Hay muchos factores q ue
afectan | a v iabilidad de | os probidticos en el yogur como las practicasd e
inoculacion, ac idificacion, pos t-acidificacion, f ermentacion y condiciones de
almacenamiento u oxigeno disuelto, entre otros. En este contexto, el queso tiene
un gran n umero d e ventajas s obre | as | eches fermentadas c omo un s istema
portador d e probidticos, enr elacidn c on las c aracteristicas de | pr oducto, | os
quesos tienen un pH mayor (rango de 4.7 a 5.6), una matriz mas sélida lo que
permite la exclusion de oxigeno, disponibilidad de un alto contenido de nutrientes y
una pr oteccidn dur ante el t ransito g astrointestinal. L os q uesos, son un m ejor
vehiculo para los probidticos, p articularmente en aq uellos que no son cocidos a

altas temperaturas durante su proceso de elaboracion.
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Los habitos alimenticios de los consumidores han situado a los quesos como una
nueva diana para la inclusién de cultivos probiéticos, esta cuestion, ha impulsado
el uso de queso como una matriz de suministro para las bacterias probidticas, ya
que el g ueso es c asi uni versalmente i ncorporado en| as dietas d e muchas
personas, | o ¢c ual hace r azonable de es coger c omo v ehiculo de pr obidticos
aquellos alimentos que son consumidos regularmente.

Se debe tomar en cuenta que la adicion de probidticos a un queso no es suficiente
para que el producto sea considerado como un al imento probidtico, estudios en
animales y hum anos son obl igatorios con el fin de d emostrar q ue | os g uesos
sirven como portadores de probioticos (Shah et al., 2011). Si multiples cepas son
clinicamente probadas, debe haber una comprensién completa de las propiedades
de las cepas individuales, asi como pruebas de ant agonismo y sinergismo entre
estas cepas, a fin de determinar si un producto cepa multiple es eficaz (Gomes et
al., 2009).

El desarrollo de quesos probidticos implica un conocimiento obligatorio de todos
los pasos de su proceso, asi como de su nivel de influencia (positiva o neg ativa)
en la supervivencia de estos microorganismos a |l o largo de su vida de anaq uel
(Gomes et al., 2009).

1.2.2.1. Consideraciones tecnoldgicas para el queso probidtico

El mayor reto asociado con la aplicacidon de cultivos probidticos en el desarrollo de
alimentos funcionales es el mantenimiento de su viabilidad d urante s u proceso.
Los microorganismos probioticos deben ser tecnolégicamente adecuados para la

incorporacion en |los alimentos de manera que mantengan su viabilidad y eficacia
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dentro del pr oducto ( en es cala i ndustrial) hasta s u ¢ onsumo. L os pr obidticos
también deben ser capaces de sobrevivir aplicaciones industriales estandarizadas
en los protocolos de procesos de manufactura alimenticia o farmaceutica y deben
sobrevivir o m antenerse en altos niveles e n 1 os productos durante suvida de
anaquel. Estas cepas, deben ser tecnolégicamente compatibles con el proceso de
manufactura del alimento de interés.
Ademas, las cepas probidticas para la incorporacion en alimentos para consumo
humano deben ser GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros) y no deben
permitir cambios i ndeseables des de el punto d e vista s ensorial como el sabor,
aroma, texturay ot ros a tributos i mportantes es pecificos d e ¢ ada producto
alimenticio. Un queso probiotico debe de tener el mismo rendimiento que un queso
convencional: | a incorporacién de microorganismos probiéticos no de be i mplicar
una pérdida en la calidad del producto.
Existen cinco aspectos que tienen una influencia directa en el mantenimiento de la
actividad f uncional d e | as bac terias probidticas en q ueso: adi cion del i néculo
probidtico, s alado, envase, m adurado y c ondiciones de almacenamiento (Tabla
1.2.).

e Adicion del indculo probidtico
Existen d os opciones para | a adicion d e | os probidticos durante el procesode
manufactura d el q ueso: | os pr obiéticos pueden ser adi cionados antesdel a
fermentacién junto con los iniciadores o después de esta etapa. La primera opcion
implica que deben hacerse pruebas preliminares para saber la cantidad de células

probidticas q ue s e pierden d urante el desuerado. S il as egunda opcion es
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escogida, d ebe de | levarse ac abo un a refrigeracion i nmediata par aq ue | a
actividad metabdlica de | os i niciadoresy de los pr obioticos s ea dr asticamente
reducida a esa temperatura. La cantidad ideal que debe de adicionarse del inéculo
probidtico debe ser controlada de acuerdo al proceso. Con el fin de elegir y tomar
la mejor opcidn para la adicion de los probidticos, es importante analizar todos los
pasos involucrados en el proceso tradicional de elaboracion del queso (Gomes et
al., 2009).

e Salado
La sal ejerce un efecto sobre el mejoramiento de los atributos sensoriales de los
quesos. Esta bien c onocido q ue | a s obrevivencia de | os microorganismos esta
restringida por la cantidad de sal presente en el queso. Se ha r eportado que la
viabilidad de | as bacterias pr obibticas s e r educe dr asticamente c uando | a
concentracion de sal en el producto esta por encima del 4% (p/p). Porlo tanto,
quesos que presenten de forma natural un alto contenido de sal deben tener su
procesamiento opt imizado para mantener en es tado funcional | as bac terias
probiodticas.
Otra opcion es buscar formas de proteger a los probiéticos de ambientes hostiles.
Una alternativa es su microencapsulacion (Gomes et al., 2009).

e Envase
El sistema en envase debe ser considerado como una parte importante dentro del
proceso de alimentos lacteos con probidticos y debe de tomarse en consideracién
para mejorar | a estabilidad d e | os probidticos en el al imento. En g eneral, | os

alimentos | acteos con probidticos, se e nvasan en peliculas plasticas que tienen
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diferentes permeabilidades al oxigeno. E sto resulta ser un problema, p orque la
mayoria de los miembros de este grupo microbiano son sensibles al oxigeno. Por

lo tanto, se deben elegir peliculas plasticas que presenten una baja permeabilidad

al oxigeno como alternativa para este tipo de alimentos (Gomes et al., 2009).

Tabla 1.2. Obstaculos tecnoldgicos en el proceso de queso probidtico
(Gomes et al., 2009).

Paso Problema Solucién posible
. v" Pruebas preliminares para
v Interacciones de .
s escoger la mejor mezcla de
probidticos e e o
I probioticos e iniciadores.
iniciadores pueden .
v" Uso de cepas del mismo
_ causar un efecto
Adicién del ) proveedor.
. - negativo. . .
indculo probidtico A v" Revisar diferentes momentos en
v' Pérdida de la > o
o la adicion del in6culo
viabilidad de :
s (observando el impacto en el
probidticos durante : .
costo final de la produccion y la
el desuerado. : ) e
sobrevivencia del probiético).
v Probidticos sensibles | v' Microencapsulacion.

Salado a altas v" Adecuada seleccion de la cepa
concentraciones de (informacion aportada por el
sal. proveedor).

v' Escoger el sistema de envase
adecuado: peliculas plasticas
con baja permeabilidad al

Envase v Probidticos sensibles oxigeno, envase al vacio o
al oxigeno. envases activos.

v" Adecuada seleccion de la cepa
(informacion aportada por el
proveedor).

v' Sobrevivencia de los | v Microencapsulacion.
probidticos a través v" Optimizacién del proceso de
Madurado . .
del periodo de madurado a través de pruebas
maduracion. de maduracion.
v Inadecuadas
condiciones de .
- : v’ Estricto control de la
Condiciones de almacenamiento
. temperatura de
almacenamiento afectan la .
. . almacenamiento.
supervivencia de los
probidticos.
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1.2.2.2. Queso simbidtico: Vehiculo de microorganismos probiéticos y
fructo-oligosacaridos

El gueso con probiodticos ha demostrado s er una matriz f avorable para su uso
como alimento funcional, s in e mbargo, s e hav isto g ue |l a viabilidad de | os
probiéticos en una matriz alimenticia debe mantenerse e incluso aumentar con la
combinacién de ingredientes prebidticos, lo cual puede contribuir a s u proteccion
dentro de la matriz alimenticia y a la nutriciéon de un individuo una vez que entra al
tracto gastrointestinal. Sin embargo, el uso de prebidticos sdélo ha sido reportado
en otros productos lacteos diferentes al queso, como en diversos tipos de leche
fermentada (Rodrigues et al., 2011).

1.2.3. Alimentos funcionales

Actualmente existe una estrecha relacion entre la dieta y la salud. A pesar de que
el rol primario de | a dieta es proveer |os nutrientes que requiere el metabolismo
humano, el uso de alimentos que mejoren el estado de salud de las personas, es
una idea que ha ido incrementandose en las ultimas 3 décadas en todo el mundo
(Figueroa-Gonzales et al., 2011).

Elt érmino “ Alimento funcional” fue d efinido i nicialmente e n J apén dur ante | a
década de 1980 para alimentos con un uso es pecifico para la salud (FOSHU).
Este término se usa para describir aquellos alimentos o nutrimentos cuya ingestiéon
permite cambios f isiolégicos be néficos i mportantes en el ¢ uerpo h umano, | os
cuales estan separados y son distintos de aquellos que cumplen su funcién como

proveedores de nutrimentos.
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Los alimentos funcionales, mas alla de aportar las necesidades nutrimentales del

cuerpo humano, proveen beneficios adicionales a la salud como reducir el riesgo

de enfermedades o promover una salud éptima (Granato et al., 2010).

La funcionalidad d e e stos alimentos se basa en ¢ omponentes bioactivos, que a

menudo estan de forma natural en el producto, pero por lo general requieren la

adicion de un i ngrediente es pecifico c on el fin d e o ptimizar | as pr opiedades

benéficas. E stos i ngredientes i ncluyen: pr obidticos, pr ebidticos, antioxidantes,

vitaminas y minerales que son utilizados en productos lacteos fermentados como

yogurt, bebi das energéticas, a derezos p ara ens aladas, c omida p ara bebés,

dulces, chocolates y gomas de mascar (Figueroa-Gonzalez et al., 2011).

Los al imentos f uncionales incluyen: pr obidticos, pr ebidticosy s imbidticos.

(Champagne y Gardner, 2005).

1.2.3.1. Prebidticos

Son ingredientes alimenticios que estimulan selectivamente el crecimiento, y/o la

actividad de | as bac terias q ue tienen pr opiedades promotoras d e | a s alud de |

hospedero. En | a ac tualidad, | a g ran mayoria de és tos s on ol igosacaridos no

digeribles, de los cuales los galacto-oligosacaridos (GOS), la lactulosa, las inulinas

y su s f ructo-oligosacaridos ( FOS) han's ido | os m as a mpliamente estudiados

(Steed et al., 2008).

Los tres aspectos fundamentales para considerarse como prebioticos son:

i) No di geribles: R esistencia a | os ac idos g astricos, di gestion enzimatica y
absorcion intestinal (de Vrese y Schrezenmeir, 2008).

i) Fermentacion por la microbiota del intestino.
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iii) Efecto s electivo s obre | a microbiota q ue es ta as ociada c on efectos
promotores de la salud (Figueroa-Gonzalez et al., 2011).

Los carbohidratos prebioticos son fibra dietética, ya que no son digeridos por las

enzimas hu manas p ero pueden s er fermentados por |a microbiota del intestino

grueso. Lo cual incrementa la biomasa, la consistencia de | as heces fecales y la

frecuencia de evacuacion; generando asi, un efecto positivo sobre la constipacion

y la salud de la mucosa del intestino grueso (De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

La fermentacion de prebioticos en el colon da lugar a un gran numero de efectos

fisiologicos incluyendo:

v" Aumento del niumero de bifidobacterias en el colon.

v" Aumento de la absorcion de calcio.

v" Aumento del peso fecal.

v Acortamiento de la duracién del transito gastrointestinal.

v" Una posible reduccién de los niveles de lipidos en sangre (Guias practicas de
la OMGE, 2008).

Otros e fectos i ndirectos q ue c ausan | as fibras di etéticas por mediacibnd el a

microbiota i ntestinal, son | a pr evencion de ¢ ancer d e c olon, ¢ ausan e fectos

positivos sobre el metabolismo de | ipidos, estimulan la absorcién de minerales y

tienen propiedades inmunomodulatorias (De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

Se han d ocumentado di versos experimentos ¢ on pr ebidticos en h umanos y

animales que han demostrado el efecto positivo que causan cuando se encuentran

en cantidades relativamente bajas (5-20 g/ dia) de lactulosa, inulina, FOS y GOS
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sobre la composicion de la microbiota existente en |os hospederos (Steed et al.,
2008).

Los e fectos funcionales de | os pr ebidticos s obre | a microbiota del i ntestino
incluyen: m odificacion de | a microbiota del mismo, mantenimiento de | a mucosa
con | ac apacidad de pr evenirl a activacion de pa togenos, modificacion de
proteinas de la dieta por la microbiota intestinal, reducir el riesgo de la induccion
det umores debido al a mejorad el aac tividad e nzimatica bac terianay
mejoramiento de |la permeabilidad de la mucosa del intestino (Miremadiy Shah,
2012).

La i ngestion d e al tas ¢ antidades d e pr ebibticos pu ede ¢ ausar f latulencias,
desordenes a bdominales y diarrea, en general, 10 a 20 g de oligofructuosa o
inulina independientemente si se adquiere en forma sodlida o liquida se considera
que no causa efectos secundarios (De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

Es i mportante e nfatizar q ue estos ¢ ompuestos p ueden s er adicionados a los
alimentos con el fin de incrementar la ingestion de fibra, para lo cual los niveles se
encuentran entre 3y 6 g por porcidn o para causar un efecto bifidogénico en cuyo
caso 3 a 8 g por porcion son la cantidad considerada apropiada. También pueden
ser adicionados por sus capacidades tecnoldgicas intrinsecas como endulzantes
de bajo aporte caldrico o sustitutos de grasa (Rodrigues et al., 2011).

1.2.3.2 Simbiéticos

Los probidticos presentan competencia con la microbiota propia del intestinoya
que ocupan parte de los nichos ecoldgicos. Esto ha | levado al desarrollo de | os

alimentos simbioticos que contienen combinaciones de probidticos y prebidticos,
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los ¢ uales ¢ uando s e ad ministran en ¢ antidades a decuadas asistenal os
probiodticos para establecerse en el intestino (Steed et al., 2008). Estos productos
pueden elevar la promocidn de la salud en una forma sinérgica mas alla de la que
proveen los probiéticos o prebidticos por separado (Rodrigues et al., 2011).

Un a limento formado por pr obidticosy pr ebidticos, ¢ uya concentracion d e
prebiotico esté debajo del 10% con respecto al alimento, se conoce como un
simbidtico (Figueroa-Gonzalez et al., 2011).

1.2.3.3. Probioticos

Los c ultivos probidticos han s ido fuertemente ex plotados p or | a i ndustria | actea
como aditivo parael d esarrollo denu evosal imentos funcionales.
Tradicionalmente, | os probidticos han sido incorporados al yogurt, sin em bargo,
productos c omo mayonesas, pas tas, carnicos, q ueso, | eche, j ugos de f rutas,
helados, productos hechos a base de cereales; son productos comerciales que se
estan i ncrementando en el mercado de alimentos a dicionados de pr obidticos
(Vasiljevic y Shah, 2008).

1.2.3.3.1. Definicion

La palabra probiético significa apoyo a la vida (Shah et al., 2011).

Aunque el concepto de probidticos fue i ntroducido a principios del siglo XX, el
término no fue acufado hasta la década de 1960. Parker en 1974, fue el primer
autor en usar la palabra probidtico con un contexto de suplementacion animal y
fue de finido c omo organismos y s ustancias q ue c ontribuyen al balanced el a
microbiota i ntestinal. Fuller en 198 9 defini6é a | os probidticos como s uplementos

alimenticios q ue contienen microorganismos vivos que afectan al hospedero de
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una m anera p ositiva, c ontribuyendo al b alance de | a microbiota i ntestinal. S in
embargo, la d efinicion m &s ac eptaba es: Los probidticos son microorganismos
Vivos, que administrados en ciertas cantidades confieren beneficios a la salud del
hospedero (Granato et al., 2010).

La Organizacion de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas (FAO, por sus
siglas en i nglés: Food and A griculture O rganization of the U nited N ations) y | a
Organizacion Mundial de I a Salud (OMS) definieron a | os organismos probidticos

en 2001 como: Aquellos microorganismos vivos, que cuando se administran en

cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del hospedero.

La palabra probiético significa apoyo a la vida (Shah et al., 2011).

1.2.3.3.2. Beneficios a la salud

Un g ran n umero d e beneficiosa | as alud s e c onfieren a | os productos q ue
contienen microrganismos probioticos. Algunos de los beneficios para la salud del
consumidor estan bien establecidos, mientras que otros beneficios han mostrado
resultados pr ometedores en modelos a nimales. Sin e mbargo, s e r equieren
estudios adi cionales en h umanos p ara c orroborar es tas a firmaciones. L os
beneficios paral as alud i mpartidos p or las bacterias pr obidticas s on ¢ epa
especificos, y no es pecie o g énero es pecifico. Los efectos benéficos a | a salud
que éstos imparten son dependientes de la cepa presente en la formulacion del
producto. Es i mportante s efialar g ue ni nguna c epa pr oporcionarat odos | os
beneficios pr opuestos, i ncluso no todas | as c epas de |a misma es pecie s eran

eficaces contra los beneficios que las bacterias probidticas confieren (Shah, 2007).
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En general, para los cultivos probiéticos mas investigados, se han encontrado los
siguientes efectos benéficos a la salud:

1. Actividad antimicrobiana e infecciones gastrointestinales.
Las b acterias probidticas pr oducen ac idos organicos, peroxido d e hi drogeno vy
bacteriocinas como sustancias antimicrobianas que suprimen la multiplicacion de
patdogenos y bac terias de putrefaccion. Mas del 90% de los a cidos or ganicos
producidos por estas bacterias, son el acido lactico y acético, los cuales provocan
la r educciéon del pH en el i ntestino proporcionando u n efecto bactericida o
bacteriostatico (Shah, 2007).

2. Eficacia contra la diarrea.
La di arrea puede pr esentarse debido a v arias c ausas, s in embargo, es tudios
realizados en s eres humanos y ani males, han demostrado q ue los pr obioticos
disminuyen y/o previenen la presencia de diarrea. Los mecanismos por los cuales
las b acterias pr obidticas r educen | a d uracion o a paricion de la di arrea s on
desconocidos, pero se atribuyen a di versas causas: | os probidticos restauran el
balance de la microbiota intestinal, pueden inhibir el crecimiento y la adhesién de
un gran numero de enteropatdogenos y los probioticos aumentan la respuesta del
sistema inmune (Vasiljevic y Shah, 2008).

3. Mejora del metabolismo de lactosa.
La enzima B-D-galactosidasa es |a e ncargada de la hidrdlisis de | a |l actosa, la
deficiencia de esta enzima es |a que causa una mala absorcion de la misma.

Algunas cepas de probidticos producen cantidades altas de p-D-galactosidasa, lo
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cual permite la reduccién de los niveles de la lactosa en los productos fermentados
(Shah, 2007).

4. Propiedades antimutagénicas.
Se ha reportado que los organismos probidticos ligan agentes mutagénicos a la
superficie ¢ elular. También s e ha r eportado q uer educen | a actividad fecal
enzimatica incluyendo B-glucuronidasa, azeoreductasa y nitroreductasa que estan
relacionados en la activacion de mutagenos (Shah, 2007).

5. Propiedades anticarcinogénicas.
Se determind que el efecto anticancerigeno de las bacterias probioticas es debido
a la eliminacién de las fuentes de procarcinégenos (o las enzimas que permiten su
formacion), la mejora en el equilibrio de |a microbiota intestinal, la permeabilidad
intestinal normalizada (que conduce a la prevencion o retraso de la absorcion de
toxinas), el fortalecimiento de mecanismos de barrera intestinal y la activacion de
factores no especificos c elulares ( tales c omo m acrofagos y ¢ élulas as esinas
naturales) (Shah, 2007).

6. Reduccion del colesterol en suero.
Se ha r eportado q ue | as bac terias pr obibticas dec onjugan s ales bi liares; di cha
deconjugacion de los acidos biliares permite que no s e absorban tan faciimente
como la contraparte conjugada de los lipidos, dando lugar a u na reduccion en el
nivel de colesterol (Shah, 2007).

7. Infeccion por Helicobacter pylori.
H. pylori es una bacteria patégena que causa ulceras pépticas y gastritis cronica,

es un habitante n ormal del es tdbmago per o r esulta s er una b acteria pat 6gena
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oportunista sin causar ningun s intoma. L os probiéticos no p arecen erradicar H.
pylori pero son capaces de reducir |a carga ba cteriana e n p acientes i nfectados
(Shah, 2007).
8. Enfermedad inflamatoria intestinal.
La enfermedad inflamatoria intestinal esta relacionada con la microbiota intestinal,
esta enfermedad incluye | a al teracion d el funcionamiento d e | os i ntestinos yla
inflamacién de la mucosa. Los probidticos no curan esta enfermedad pero una vez
que los pacientes estan en remision bajo tratamiento de los corticoesteroides, los
probidticos r educen | ai ncidenciade u nar ecaiday di sminuyen el usod e
corticoesteroides, lo cual mejora la calidad de vida de los pacientes (Shah, 2007).
9. Estimulacion del sistema inmune.
El intestino es el 6rgano mas grande del sistema inmune y la microbiota intestinal
junto con la actividad m etabdlica d el intestino son equivalentes a la del higado.
Los probidticos influyen sobre la funcion del sistema inmune ya que inducen |a
produccion d e ceélulas pertenecientes a este s istema. Lai ngestion d e y ogurt
probiético ha reportado estimular| a pr oducciond e c itoquinas e nc élulas

sanguineas que elevan la actividad de los macrofagos (Shah, 2007).
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Tabla 1.3. Efectos benéficos de los probiéticos (Shah et al., 2011).

Efecto benéfico

Ejemplo

Regulacion de la homeostasis
microbiana intestinal

Prevencion de la diarrea causada por
Clostridium difficile

Supresion de patdégenos

Disminucion de colonias de enteropatégenos por
la generacion de acido lactico

Mantenimiento de la funcion de
barrera intestinal

Estimulacién de la producciéon de mucosa

Mejora de la digestién

Mejoran el metabolismo de la lactosa en
individuos intolerantes

Inhibicion de la produccion de
carcinégenos

Prevencion de cancer de coldn y vejiga

Metabolismo de lipidos

Control del colesterol sérico

Control de la obesidad

Coadyuvan en el tratamiento de higado graso

1.2.3.3.3. Criterios de seleccidn para las cepas probidticas

La base para la eleccion de microorganismos pr obioticos i ncluye | os s iguientes

aspectos:

1. Inocuidad.

Los aspectos dentro de este criterio incluyen las siguientes especificaciones:

i. Las cepas deben de ser preferentemente de origen humano. Esto se debe

a que una bacteria puede funcionar mejor si se encuentra en un a mbiente

similar del que proviene.

i. Porlotanto, deben ser aisladas del tracto gastro intestinal (Gl) de humanos

Sanos.

iii. Deben tener una historia documentada que demuestre su inocuidad.

iv.  No debe nt ener hi storia de al guna as ociacion ¢ on e nfermedades ¢ omo

endocarditis infecciosa o desérdenes del tracto gastrointestinal.

v. No deben llevar genes trasmisibles de resistencia a antibiéticos.
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2. Funcionalidad.
Los requisitos funcionales de | os probioticos deben establecerse mediante el uso
de m étodos “in vitro” y | os r esultados d e es tos es tudios deben r eflejarse e n
estudios controlados en humanos. D urante | a s eleccion de una cepa probidtica
deben tomarse en cuenta los siguientes aspectos de funcionalidad:
i.  Ser resistentes al paso por el Gl, incluyendo el pH acido del estomago y
sales biliares.
ii. Capacidad d e adhesion al a s uperficie e pitelial del intestinoy presentar
persistencia en el Gl.
iii. Presentari nmunoestimulacion d eli ntestino, pero not enere fectos
proinflamatorios.
iv.  Tener ac tividad antagonista c ontra pa tégenos ¢ omo Helicobater pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Clostridium difficile.
v. Poseer propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas (Saarela, 2000).
3. Aspectos tecnoldgicos.
Estas propiedades ademas de estar relacionadas con la viabilidad y estabilidad
durante la produccion y almacenamiento de un alimento y durante su liberacion en
el s itio de actividad ( intestino g rueso), también d eben r eferirse a aq uellas
propiedades que estimularan su supervivencia y persistencia en el Gl.
Los aspectos tecnologicos en la seleccion de un microorganismo probidtico son:
i.  No deben de aportar sabores o texturas a los productos.

ii. Capacidad verificada de mantener su viabilidad.
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iii.  Mantenimiento de | as propiedades d e c olonizacidén d urante el procesoy
almacenamiento del producto.
iv. Mantener la v iabilidad de maneraquenosedarfelacélula durante el
proceso de elaboracion del alimento.
v. Presentar estabilidad de las caracteristicas deseadas en la cepa durante el
procesamiento, almacenamiento y consumo del producto que los contiene.
vi.  Obtener c aracteristicas des eables or ganolépticas cuando s e i ncluyen en
procesos industriales (Shah et al., 2011).
1.2.3.3.4. Microorganismos considerados probioticos
Las b acterias ac ido| acticas ( BAL) sonl| as masr epresentativasdel os
microorganismos considerados como probidticos tanto para alimentos como para
su utilizacion como productos farmaceuticos. D ebido a q ue algunas especies de
BAL estan asociadas c on el c uerpo h umano c omo | a ¢ avidad or al, elt racto
gastrointestinal y l1a vagina, hace de estas BAL los candidatos i deales para su
aplicaciéon como probioticos. Los lactobacilos tipicos asociados con el Gl pueden
dividirse en 3 grupos:
a) Grupo del os Lactobacillus acidophilus, el ¢ ual c ontiene | as es pecies m as
cercanamente relacionadas.
b) Grupo L.salivarius
c) Grupo L.casei
Adicionadoa estos g rupos, L.reuteri y L.fermentum son| os| actobacilos

heterofermantativos asociados con el Gl.
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Otras es pecies microbianas q uet ienen apl icaciones ¢ omo pr obidticos e n
productos son los que pertenecen al género Bifidobacterium o Enterococcus (Shah
et al., 2011).

Tabla 1.4. Microorganismos considerados como probioticos (Shah et al., 2011)

Lactzl:)gtl:lllus Enterococci | Bifidobacterium _ Otros_
spp. microorganismos
L.acidophilus E.faecium _I?acnl_us Cereus var.
OYoi
. B.adolescentis Escherichia coli cepa
L.amylovorus E.faecalis B.animali )
.animalis Nissle

L.crispatus B.bifidum Saccharomyces
L.delbrueckii ssp. B.breve cerevisiae (boulardii)
bulgaricus B.‘'infantis’™* Bacillus subtilis
L.fermentum B.longum
L.gallinarum
L.gasseri
L.helveticus
L.johnsonii
L.paracasei
L.casei
L.platarum
L.reuteri
L. rhamnosus
L.salivarius

" Recientemente unificado bajo B.longum

1.2.3.3.5. Ingesta recomendada

Si bien muchos productos de v enta libre proporcionan entre 1 x 10 y 1 x 10°
UFC/go6 mL por ingesta, algunos productos ha n d emostrado s er e ficaces a
niveles mas bajos, mientras que otros requieren cantidades mucho mayores. Sin
embargo, la cantidad tiene que estar basada a partir de estudios en humanos que
demuestren un beneficio a la salud (Guias practicas de la OMGE, 2008).

A pesar de que no existe una definicion legal regulatoria que indique los valores

requeridos de probidticos e n alimentos, se sabe que las cantidades requeridas
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para que causen su eficacia dependen de la cepa y el tipo de matriz alimentaria.
Un consumo diario de 100 g 6 100 mL de alimento que contenga poblaciones de
culturas probidticas en un nivel de 10° a 10® UFC/ Jalimento PU€de proporcionar una
cantidad de 10% a 10"° UFC/ dia, cantidad que ha d emostrado ser suficiente para
causar un efecto terapéutico (Escobar et al., 2012).

Las c aracteristicas p articulares de ¢ ada alimento usado ¢ omo v ehiculo de
bacterias pr obidticas como: ¢ omposicion q uimica, pr oceso de manufactura y
condiciones de almacenamiento, deben de tomarse en cuenta antes de determinar
la cantidad minima de bacterias probidticas que debe llevar el alimento probidtico
para considerarse como tal (Vinderola et al., 2009).

1.2.4. Caracteristicas generales de los probidticos utilizados en el queso
funcional

Las BAL son una clase funcional de bacterias fermentadoras, no patoégenas, no
toxigénicas, Gram-positivas, catalasa-negativas; caracterizadas por producir acido
lactico a partir de carbohidratos lo que las hace utiles para la fermentacion de
alimentos. En este grupo se incluyen las especies de Lactobacillus, Lactococcus y
Streptococcus. M uchos pr obiéticos también s on B AL, per o al gunos probidticos
tales como ciertas cepas de E.coli y levaduras usadas como probioticos no 1o son
(Guias practicas de la OMGE, 2008).

1.2.4.1. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei es un bacilo Gram-positivo ordenado en cadenas. No forma
esporas y es inmovil. La célula mide alrededor de 0.7 — 1.1 x 2.0 — 4.0 ym. Es una

bacteria anaerobia facultativa lo que significa que es capaz de crecer en ausencia
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y presencia de ox igeno (Martinez, 2005). Es un microorganismo organaotrofo con
metabolismo homofermentativo y se clasifica dentro de las BAL. Su temperatura
optima de crecimiento es de 30°C y su pH éptimo es de 5.5, sin embargo se ha
observado que es un microorganismo que puede crecer en un rango amplio de
temperatura y pH (Isolauri, 1991).

Lactobacillus casei habita en |a boca e intestino de algunos animales ya qu e
resiste el acido gastrico y sales biliares presentes en el Gl.

Los estudios han de mostrado que es una bacteria que produce be neficios a la
salud y no pr esenta patogenicidad, es por es o0 que es considerada como una
bacteria probidtica.

L.casei produce D -acido | acticoy am ilasa, c ompuestos q ue complementan el
crecimiento de Lactobacillus acidophilus cuando L.casei se encuentra en mezcla
con este microorganismo (Martinez, 2005).

Lactobacillus casei es un probiotico frecuentemente utilizado dentro de alimentos,
ya s ea i ndividulamente o en m ezcla c on o tros pr obioticos, sin e mbargose ha
demostrado que este microorganismo es mas apto para mantener su viabilidad y
sus c aracteristicas b enéficas en a mbientes c omo g ueso fresco, debidoal as
caracteristicas fisicoquimicas que éste posee (Vinderola et al., 2000).

1.2.4.2. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus es un b acilo G ram-positivo, no es poruladoy con una
longitud entre 2-10 ym. Es una bacteria a naerobia facultativa y crece a un pH

menor a 5 (Martinez, 2005).
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El c recimiento de L.acidophilus ocurre a temperaturas altas como 4 5°C, si n
embargo, s u temperatura 6 ptima d e c recimiento es ta entre 35 — 40°C (Shah,
2007).

Es homofermentativo, | 0 q ue s ignifica g ue pr oduce U nicamente acido | actico a
partir de | a fermentacion de ¢ arbohidratos. Debido a q ue requiere carbohidratos
para su f ermentacion, habi ta en a mbientes como el i ntestino animal aunq ue
también se encuentra en la bocay en | a vagina. E sta bacteria crece de forma
natural en una gran variedad de alimentos como carne, pescado y cereales.

El acido producido por esta bacteria puede ayudar a controlar el crecimiento de
Candida albicans, que causa una candidiasis oral e infecciones vaginales.
L.acidophilus no es una bacteria patégena y al igual que L.casei tiene ef ectos
benéficos a | a s alud, por | o c ual s e c onsidera un m icroorganismo pr obiético
(Martinez, 2005).

L.acidophilus es el o rganismo mas ¢ omunmente s ugerido paras u uso como
probiético en alimentos. Tiende a crecer lentamente en leche. Contrariamente a lo
deseado, muchas c epasd e L.acidophilus nos obreviven bi enenl| eches
fermentadas d ebido alpH baj oy es d ificil m antener al tos num eros del
microorganismo en estos productos. E| bajo crecimiento esta relacionado con la
baja concentracion de péptidos cortos y aminoacidos libres en la leche, los cuales
son insuficientes para soportar el crecimiento bacteriano.

L.acidophilus tiene efectos antagonistas contra Escherichia coli enteropatogénica,

Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus y Clostridium perfringens.
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Produce b acteriocinas y s ustancias antibacterianas c omo | actocidina, ac idolina,
acidofilina, lactacium-B y proteinas inhibitorias (Shah, 2007).

1.2.4.3. Medios de cultivo utilizados para el cultivo de probiéticos

La presencia de varias especies cercanas en productos que contienen mezclas de
microorganismos probidticos, hac el a enumeracion diferencial de es tos
microorganismos dificil debido a la similitud de los requerimientos de crecimiento y
la superposiciéon de los perfiles bioquimicos de las especies (Tabasco et al., 2007).
En el p asado n o er a pos ible c uantificar de manera a decuada | as bac terias
probioticas debido al af alta de m edios de cultivo adec uados. Sin embargo,
actualmente s e h an desarrollado medios de c ultivo q ue c onsideran el tipo de
alimento, las caracteristicas de las especies o0 cepas, asi como la naturaleza de la
competencia entre géneros (Villaruel, 2011).

Tradicionalmente las BAL se cuentan en agar para lactobacilos de Man, Rogosa y
Sharpe (agar MRS), pero es te medio no es selectivo para la enumeracion de
microorganismos probioticos cuando se encuentran microorganismos iniciadores
no pr obiodticos. L a e fectividad del ai slamiento de pende d e | a formulacion de |
medio, las condiciones de incubacion: tiempo, temperatura y atmédsfera; asi como
del tipo de nutrimento en c uestion (Gianni, 20 09). S e ha n p ropuesto un gr an
numero de medios de cultivo para la enumeracion selectiva y diferencial de los
lactobacilos en poblaciones b acterianas mixtas, a ¢ ontinuacién se muestraun
resumen con los medios de cultivo que han demostrado tener un buen resultado

sobre la cuantificacion y recuperacién de microorganismos probidticos.
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Tabla 1.5. Resumen de medios utilizados para el cultivo-diferenciacién de probidticos

Poblacion mixta

Microorganismo

Aspectos a

Medio ) Componentes | Condiciones ) o Referencia
existente gue identifica | tomar en cuenta
CLBS LBS qulflcado Preparacion por (Coeuret et
: (Baltimore . )
(Agar S.thermophilus Biological 37°C ingredientes al., 2003)
celobiosa L.delb. bulgaricus 9l L.acidophilus individuales.
; . : Laboratories), la 48 h . : .
selectivo L.acidophilus lUCOSa Se Anaerobiosis L.casei La celobiosa (Nighswonger
para L.casei 9 debe esterilizarse | et al., 1996)
. reemplaza por ) .
Lactobacillus) : por filtracion.
_______________________________________________________ celobiosa |\ .\ .\ -
La salicina debe
esterilizarse por
filtracion.
Selectivo para
. cuantificar
Lol Buirions MRS 37°C L.acidophilus | L-acidophilus y
MRS-Salicina ' - UG adicionado con 48 h ' pn L.casei cuando | (Shah, 2000)
L.acidophilus L o . L.casei .
L casei salicina al 0.5% | Anaerobiosis estan en

presencia de
otras BAL. No
diferencia uno de
los dos por
separado.
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Tabla 1.5. (Continuacion). Resumen de medios utilizados para el cultivo-diferenciacién de probidticos

Medio Poblaglon mixta Componentes | Condiciones Mlcroprgarygmo Aspectos a Referencia
existente gue identifica | tomar en cuenta
El sorbitol debe
esterilizarse por
filtracion.
Selectivo para
S.thermophilus cuantificar (Coeuret et
. L.delb. bulgaricus | MRS + sorbitol 3r°C L.acidophilus L.amdqphllus y al., 2003)
MRS-Sorbitol . . 48 h . L.casei cuando
L.acidophilus al 10% L L.casei .
L casei Anaerobiosis estan en (Ravula'y
' presencia de Shah, 1998)
otras BAL. No
diferencia uno de
los dos por
e | separado. |
Enumeracion
selectiva y
diferencial de
MRS ambos
Bifidobacterium | 2dicionado con 37°C — probicticos por el /.40 ro1g y
) ; Cloruro de litio L. acidophilus tamafio y color o
Agar LP-MRS L. acidophilus al 0.2% 72 h L casei de las colonias: Reinheimer,
L.casei <70y Anaerobiosis ' ' 2000)

Propionato de
sodio al 0.3%

L.casei: Colonias
redondas blanco
Cremoso con
diametro entre
1.1a2.4 mm
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Tabla 1.5. (Continuacion). Resumen de medios utilizados para el cultivo-diferenciacion de probidticos

Medio Poblaqon mixta Componentes | Condiciones Mlcroprganlsmo Aspectos a Referencia
existente gue identifica | tomar en cuenta
10.0g
bactopeptona
1.0g extracto
levadura
4.0g Lab Lemco
2.0g KH,PO4
3.0g acetato de Medio por
sodio componentes.
S.thermophilus 1.0g citrato de 27°C Gran diversidad
LC L.delb. bulgaricus triamonio 48 h L casei de componentes. (Ravula'y
(Agar L.casei) L.acidophilus 0.2g MgSO, Anaerobiosis ' Esterilizacion por | Shah, 1998)
L.casei 0.05g MnSO4 filtracion. Sdlo
1.0g hidrolizado distingue a
acido de L.casei.
caseina

1.0g tween 80
6mL de verde
de bromocresol
12g agar
bacteriologico
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Tabla 1.5. (Continuacion). Resumen de medios utilizados para el cultivo-diferenciacion de probidticos

Medio

Poblacion mixta
existente

Componentes

Condiciones

Microorganismo
gue identifica

Aspectos a
tomar en cuenta

Referencia

Agar
Bilis-MRS

Bifidobacterium
L.acidophilus
L.casei

MRS
adicionado con
0.15 % de sales

biliares

37°C
72 h
Anaerobiosis

L.acidophilus

L.casei

Enumeracion
selectiva y
diferencial de
ambos
probidticos por el
tamano y color
de las colonias:
L.casei: Colonias
redondas blanco
Cremoso con
diametro entre
0.9a1.3mm.
L.acidophilus:
Colonias
irregulares café
translucido con
diametro de 0.9 a
1.5mm

(Vinderola y
Reinheimer,
2000)

(Rabia y
Shah, 2011).

MRS-V
(vancomicina)

Iniciadores de
queso*
L.acidophilus
L.casei
L.rhamnosus

MRS
adicionado de
vancomicina 1

ppm

37°C
72 h
Anaerobiosis

L.casei

Vancomicina
esterilizacion por
filtracion. Buena
recuperacion de

L.caseli

(Tharmaraj y
Shah, 2003).
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Tabla 1.5. (Continuacion). Resumen de medios utilizados para el cultivo-diferenciacion de probidticos

Medio Poblaqon mixta Componentes | Condiciones Mlcroprganlsmo Aspectos a Referencia
existente gue identifica | tomar en cuenta
El sorbitol se
esteriliza por
filtracion. Buena
recuperacion de
L.acidophilus
pero cuando son
.- adicionadas (Oberg et al.,
MRS-S In|C|adore§ de . .MRS 43°C diferentes cepas 2011)
- queso adicionado con 48 h L acidoohil .
! . : : philus de la misma
(sorbitol) L.acidophilus 10 g/ L de A o .
L casei sorbitol naerobiosis especie el (Dave y
recuento en Shah, 1996)
placa provoca
una resolucion
baja para
diferenciar las
colonias
presentes
S.thermophilus
L.delb. bulgaricus 37°C Medio de facil
L.acidophilus MRS 79 h preparacion. (Tharmaraj
MRS-NaCl L.casei adicionado con Anaerobiosis L.casei Buena Shah 200:133/
Bifidobacteria 4% de NaCl recuperacion de ’ '
L.rhamnosus L.casei

Propionibacteria
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Tabla 1.5. (Continuacion). Resumen de medios utilizados para el cultivo-diferenciacion de probidticos

. Poblacién mixta - Microorganismo Aspectos a .
Medio existente Componentes | Condiciones que identifica | tomar en cuenta Referencia
S.thermophilus
L.delb. bulgaricus 37°C Medio de facil
L.acidophilus MRS 79 h preparacion. (Tharmaraj y
MRS-LiCl L.casei adicionado con Anaerobiosis L.casei Buena Shah, 2003)
Bifidobacteria 0.5% de LiCl recuperacion de ’ '
L.rhamnosus L.casei
Propionibacteria
S.thermophilus
L.delb. bulgaricus Medio de facil
L.acidophilus 43°C preparacion. (Tharmaraj
MRS L.casei MRS Oxoid 72h L.acidophilus Buena Sh 1Y
e . . o ah, 2003).
Bifidobacteria Anaerobiosis recuperacion de
L.rhamnosus L.acidophilus

Propionibacteria

*De los mas comunmente presentes, solos 0 acompafnados y no precisamente todos deben de estar presentes son:
L. helveticus, L. delbrueckii ssp., L. lactis, L. delbrueckii ssp., L. bulgaricus (Coeuret et al., 2003).
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1.2.5. Probid6ticos microencapsulados

La v iabilidad de | as bacterias pr obidticas en un producto e n e | momento de
consumo es una c onsideracién i mportante, debido a que tienen que s obrevivir
durante el proceso del alimento y la vida de anaquel del mismo. La viabilidad de
los pr obidticos e n | os productos fermentados se ve af ectada poruna s eriede
factores como el pH, la post-acidificacion durante el almacenamiento, produccion
de perdxido de hidrégeno, susceptibilidad al oxigeno (permeabilidad del oxigeno a
través del env ase), temperaturas d e al macenamiento, estabilidad en al imentos
secos o congelados, pobr e crecimiento del microorganismo en leche,faltade
proteasas q ue r ompan | as pr oteinas de| al eche ens ustanciass implesd e
nitrégeno y compatibilidad con los cultivos iniciadores de la fermentacion. Debido a
todos estos factores, proveer a los probidticos de una barrera fisicoquimica contra
las condiciones externas a las que se enfrentan es un punto de especial interés y
sSu microencapsulacion es una alternativa.

La microencapsulacions e de finec omoun procesode recubrir ciertos
componentes d e | os alimentos con materiales s 6lidos, | iquidos y /0 g aseosos;
como resultado estos ¢ omponentes q uedan envueltos e n ¢ apsulas que los
protegen d e | as ¢ ondiciones ambientales liberandolos al ast asas des eadas
cuando se cumplen determinadas condiciones (Qurat y Tariqg, 2013).

La microencapsulacion ay uda a s eparar el m aterial de i nterés del am biente
adverso hasta que éste es liberado en el sitio especifico de accidn. La proteccion
del m aterial de interés au menta s u es tabilidad, ex tiende su vida de anaquel y

provee de una liberacion sostenida y controlada.
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La estructura formada p or el agente d e microencapsulacion a Irededor de | a
sustancia de i nterés se c onoce c omo par ed, | as pr opiedades de la paredse
disefian p ara proteger al m aterial de i nterésy par aliberarlo d e un a manera
controlada baj o condiciones es pecificas mientras que per mite q ue pequefias
moléculas entreny s algana t ravésd el a membrana de pr oteccion. La
microcapsula estda c ompuesta poru na membrana s emipermeable, es férica,
delgada y fuerte. Los nutrientes y los metabolitos pueden difundir a t ravés de | a
membrana s emipermeable. E sta m embrana s irve c omo una pared c elular q ue
permite el intercambio y la liberacién del material de interés mientras que reduce la
contaminacion.

El m aterial de i nterés enc apsulado s e | ibera por v arios m ecanismos t al c omo
ruptura mecanica, disolucién de la pared y difusién de metabolitos a través de la
misma (Kailasapathy, 2002).

1.2.5.1. Materiales utilizados para la microencapsulacion

Las microcapsulas estan formadas por m ateriales es pecificos g ue per miten | a
ruptura de la capsula so6lo en u na determinada parte del cuerpo humano, por lo
tanto, m ateriales especializados son u tilizados par a | a enc apsulacién de | os
probidticos, | o ¢ ual per mite q ue es tos m ateriales s 6lo | iberen el ¢ ontenido
protegido en el estbmago o el intestino segun sea el caso requerido (Qurat y Tariq,
2013).

El recubrimiento celular debe evaluarse a nivel sensorial para el consumidor ya
que debe de tomarse en cuenta la influencia del microencapsulado sobre el sabor

y la textura en el producto (Shah et al., 2011).
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Las microcapsulas es tan c ompuestas principalmente por materiales poliméricos
sintéticos o naturales (Shah et al., 2011). La goma mas comunmente utilizada para
la microencapsulacion de |las bacterias es el alginato. Otros agentes gelificantes
incluyen pectinas, k-carragenanos, g oma x antana, agar, al midon, g elatina,
quitosan y recubrimientoss a bas e de proteinas (Kailasapathy, 200 2) (Quraty
Tariq, 2013).

1.2.5.2. Caracteristicas de la microcapsula utilizada para L.acidophilus

Para el microorganismo microencapsulado utilizado en este pr oyecto de t esis:
Lactobacillus acidophilus cepa Probiocap™ Rosell-52 ME, 50 INSTITUT ROSELL
LALLEMAND; la capa protectora esta compuesta principalmente por una sustancia
formada de lipidos, p articularmente acidos grasos o c eras, que s e encuentran
puros o mezclados. La caracteristica principal de la microcapsula es que su punto
de fusidn esta entre 20 °C a 100 °C. Los acidos grasos principalmente utilizados
son el acido estearico. El acido palmitico también puede ser utilizado para darle
cualidades t ecnolégicas para suus o en la industria. P ara estet ipode
recubrimiento ut ilizado, es posible adi cionarle otras m oléculast ales c omo
antioxidantes, ¢ arbohidratos o pr oteinas, g ue f uncionan par a au mentar| a
estabilidad del microorganismo durante su procesamiento y su preservacion.

El método de revestimiento utilizado para la microcapsula de L.acidophilus esta
constituido por una sustancia hidrofoba f undida que tiene un p unto de f usion
superior a 60 °C. Durante el proceso de revestimiento, el recubrimiento se inyecta
a una temperatura de por lo menos 5 °C mayor que la temperatura de fusién de
dicha sustancia hidréfoba, siendo ésta entre 65 °Cy 120 °C, en una camara que

contiene dichos microorganismos liofilizados los cuales se agitan por rotacion a
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500 rpm en la base de dicha camaray son barridos por un f lujo de ai re auna
temperatura entre 10 °C y 50 °C, dicho flujo de aire tiene una temperatura en la
camara que no supera enmasde 5 °C latemperatura de viabilidad de dicho
microorganismo, obteniendo as i, particulas h echas de ung rupod e
microorganismos Vv ivos des hidratados y una ¢ apa de r ecubrimiento hi dréfoba
homogénea (Durand et al., 2007).
1.2.6. Microorganismos indicadores
Existen pr otocolos ex perimentales g ue h an c onducido al uso generalizado d e
grupos de microorganismos que son facilmente detectados y enumerados, y cuya
presencia en| os alimentos i ndica | a ex posicion a ¢ ondiciones que pudi eran
introducir organismos peligrosos y permitir la proliferaciéon de especies infecciosas
o téxicas (ICMSF, 1978). La deteccion en el laboratorio de estos microorganismos
es mas sencilla, rapida y/o econémica (Camacho et. al., 2011). Estos grupos se
denominan “microorganismos indicadores” y tienen valor en | a evaluacion de la
seguridad microbiolégica y la calidad de | os alimentos. El analisis microbioldgico
de los alimentos permite comprobar |la calidad de |as practicas de elaboracién del
alimento y la seguridad de liberar el producto al mercado (ICMSF, 1978).
Los principales microorganismos indicadores en alimentos son:

- Indicadores de condiciones de manejo o de eficiencia de proceso:
Mesofilos aerobios
Hongos y levaduras

Coliformes totales
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- Indicadores de contaminacion fecal:
E. coli
Enterococos
Clostridium perfringens (Camacho et al., 2011)
La s eleccidn d e indicadores e n un al imento depe nde fundamentalmente de | os
riesgos implicados y de lo que se requiera saber para liberar, controlar o mejorar el
alimento, m anteniendo el e nfoque preventivo ( Camacho et al.,, 2011). Sin
embargo, es i mperativor ealizar| os anal isis m icrobiologicos de r utina
correspondientes siempre que |la informacion epidemioldgica o de otro tipo de la
que se disponga, sugiera o hag a pensar en la presencia de un a gente patdégeno
especifico en un determinado alimento (ICMSF, 1978).
1.2.6.1. Indicadores de condiciones de manejo o de eficiencia de proceso
1.2.6.1.1. Mesofilicos aerobios
Son microorganismos que se desarrollan en presencia de aire a temperaturas de
25-40°C, siendo 37°C la éptima para su crecimiento (Madigan et al., 2008).
Las razones por las cuales s e identifican e ste tipo de microorganismos son |l as
siguientes:

a) Rastrearel uso de m aterias primas c ontaminadas, pr oceso s anitario
insatisfactorio o condiciones de temperatura, tiempo y envase inadecuadas
durante su almacenamiento.

b) La mayoriadel| asbac terias c onocidas q ue c ausan enfermedades
transmitidas p or | os al imentos s on m esofilas por | 0 q ue, en algunas

instancias la cuenta en placa contribuye a detectarlas. La presencia de altos
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numeros de mesofilos aerobios puede ir relacionada con |a presencia de
microorganismos patogenos.

c) ldentificar el det erioro de | os al imentos de bido a la pr esencia de al tos
numeros de microorganismos.

d) Se pue de h acer us o de es tos m icroorganismos comounapoyoenl a
prediccion de la vida de anaquel del alimento.

Son muchas las razones que sostienen el uso de las bacterias mesdfilas como
microorganismos indicadores, sin embargo, debe tomarse en cuenta que ayudan a
detectar la calidad microbiolégica del alimento pero no son un parametro unicoy
total que determinen dicha calidad (ICMSF, 1978).

1.2.6.1.2. Coliformes

Son enterobacterias oxidasa-negativo. B acilos cortos, G ram-negativo, anaerobio
facultativo, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccion de acido y
gas cuando se incuban a 35°C en menos de 48 h. Los géneros que integran este
grupo son: Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter y Escherichia coli (Camacho et
al., 2011).

La presencia de coliformes indica:

1. Procesamiento i nadecuado d ebido a m alas pr acticas d e manufactura.
Frecuentemente pr oveniente de materias pr imas ¢ ontaminadas, eq uipo
sucio o manipulacion no higiénica.

2. Contaminacion post-proceso y/o contaminacion cruzada.

3. Contaminacién microbiana que puede indicar la proliferacion de un amplio

rango de organismos toxicos o patdégenos (ICMSF, 1978).
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1.2.6.1.3. Hongos y levaduras

Los hongos son microorganismos eucarioticos no fotosintéticos, aerobios estrictos,
utilizan m ateria or ganica para alimentarse, inmoviles, p ueden ser unicelulares o
pluricelulares. La mayor par te de el los crecen como filamentos en el s ustrato
formando colonias grandes y céntricas (Madigan et al., 2008).

Las levaduras son microorganismos unicelulares, no filamentosos, con morfologia
esférica u ov alada, crecen en ambientes aerdbicos o an aerébicos (Tortora et al.,
2007).

Estos microorganismos crecen mas lentamente que las bacterias en los alimentos
que conservan humedad. Su presencia indica contaminacion de la materia prima,
contaminacién cruzada y/o contaminacion post-proceso, mala calidad del envase y
mal control de | a temperatura durante su transporte y almacenamiento (ICMSF,

1978).
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1. Justificacion

En | a ac tualidad, el consumidor no s 6lo busca ob tener d e | os al imentos un
beneficio nutrimental, sino que también exige un beneficio extra para su salud, sin
perder con esto la sensacion agradable a los sentidos que provoca consumir un
alimento, asi como conservar la riqueza gastrondmica de su lugar de origen. La
necesidad de proveer al imentos q ue ap orten es tos b eneficios ha impulsado el
desarrollo de los alimentos funcionales.

El queso con s us infinitas v ariedades, ha llegado a s er un al imento universal,
imprescindible para una alimentacion sanay exigente a lavez; es un alimento
atractivo par a m uchos pal adaresy adecuado par at odas| as eda des, s u
versatilidad ofrece oportunidades para muchas estrategias mercadotécnicas.

El queso fresco cuenta con ciertas ventajas para ser utilizado como portador de
probidticos, comparado con otros productos lacteos, se almacena en condiciones
de refrigeracion, tiene una vida de anaquel corta (3 semanas), su matriz s 6lida
permite la proteccion de los probidticos y cuenta con un pH entre 6.5 y 6.7 cercano
a la neutralidad, factores que en conjunto c rean un a mbiente que propiciasu
estabilidad durante el almacenamiento del producto.

Ademas, el queso fresco, es de los mas recomendados por los nutridlogos debido
a que representa un aporte alto de proteinas mientras que su contenido de grasa

es bajo.
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El queso fresco es uno de los alimentos mas consumidos en el territorio mexicano,
por lo que aprovechando sus ventajas de consumo, nutrimentales, tecnoldgicas y
mercadotécnicas, s € ha d esarrollado u n proyecto ex perimental de hominado:
“Queso fresco como vehiculo para m icroorganismos pr obioticos: E studio de su
viabilidad”, que pr etende aportaral m ercado un al imento g ue a demas de

adaptarse a | os requerimientos de la cultura mexicana a través del uso especias
autéctonas como chile jalapeno, c hile ¢ hipotle y epaz ote, sea un alimento que
aporte e fectos benéficos a | a s alud del c onsumidor através de |a adicion de
probioticos y fibra soluble. Como consecuencia, es necesario estudiar la viabilidad
de los microorganismos probioticos en las diferentes formulaciones de queso para
que éstos permanezcan dentro de los niveles recomendados para que al momento
de su consumo causen el efecto benéfico esperado en el consumidor. A su vez,
resulta particularmente interesante, estudiar el efecto de los ingredientes como el
chile y el epazote sobre la viabilidad de los probioticos, considerando que podrian

tener un efecto adverso sobre éstos.
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[11. Hipotesis y Obijetivos

3.1. Hipotesis
Siel g uesoes un a adecuada matriz a limenticia portadora de pr obidticos,
entonces, lac antidadd e éstos cony s inm icrocapsula adicionada a c uatro
formulaciones de q ueso fresco con fibra soluble y bajo en grasa (queso blanco,
con c hile j alapefio, c on c hile ¢ hipotle y ¢ on e pazote) debe mantenerse enla
concentracion i noculada inclusive al final de la vida de paracausar el efecto
benéfico al consumidor.
3.2. Objetivo general
Evaluar la concentracion de microorganismos probidticos presentes en diferentes
formulaciones de queso fresco funcional en condiciones de refrigeracion (4°C) por
3 semanas.
3.3. Objetivos particulares
e Adicionar a un queso fresco bajo en grasa con fibra soluble una mezcla de
dos c epas de bacterias acido | 4cticas probidticas: Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus.
e Seleccionar la etapa de adicién de los probiéticos, asi como la cantidad de
in6culo adecuado para cubrir la recomendacion de ingesta diaria.
e Evaluar la concentracion de los probioticos a lo largo de la vida de anaquel
del queso almacenado a 4°C, mediante cuenta en placa utilizando medios

selectivos para su diferenciacion.
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Apoyar el analisis delavidade anaquel mediante la det erminacion de
parametros microbioldgicos: cuantificacion de microorganismos indicadores;
y parametros fisicoquimicos: pH y acidez.

Evaluar el comportamiento del ospr obidticos liofilizados y
microencapsulado cuando se enc uentran en pr esencia de i ngredientes

antimicrobianos: chile jalapeno, chile chipotle y epazote.
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V. Metodologia

Preliminar:
Consideraciones para
los probioticos durante

la elaboracion de queso

Elaboracion de quesos

Vida de anaquel

~

+ Adicion de probidticos durante el proceso de elaboracion.

*Determinaciéon de la cantidad de indculo para obtener la
concentracion final deseada en queso.

J

\

*Elaboracion de queso blanco, queso con chile jalapefo y queso
con chile chipotle adicionando probidticos liofilizados: L.casei y
L.acidophilus.

J

\

*Parametros microbioldgicos: Cuantificacién de los probidticos y
microorganismos indicadores en queso.

*Parametros fisicoquimicos: pH y acidez del queso.

J

Figura 4.1. Metodologia general Parte I.
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~

*Seleccion de medios de cultivo y condiciones de incubacién
para la cuantificacion selectiva de L.casei y L.acidophilus.
*Seleccion de la metodologia de cuantificacion para
Preliminar: L.acidophilus microencapsulado.
Modificaciones debidas
al cambio de cepas )

*Elaboraciéon de queso blanco, queso con chile jalapefio,
queso con chile chipotle y queso con epazote adicionando
probioticos liofilizados L.casei y L.acidophilus.

*Elaboracién de queso blanco, queso con chile jalapefo,
queso con chile chipotle y queso con epazote adicionando
probidticos: L.casei liofilizado y L.acidophilus

Elaboracion de quesos microencapsulado. )

~

*Parametros microbiolégicos: Cuantificacion de los
probioticos y microorganismos indicadores en queso.

*Parametros fisicoquimicos: pH y acidez del queso.

Vida de anaquel

Figura 4.2. Metodologia general Parte Il
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La primera parte del proyecto (Figura 4.1.) se llevd a ¢ abo con los probidticos:
Lactobacillus casei liofilizado cepa FD-DVS 413® Probio-Tec® CHR HANSEN y
Lactobacillus acidophilus liofilizado cepa FD-DVS LA-5°-Probio-Tec’ CHR
HANSEN, por lo que estas cepas tenian sus medios y condiciones de incubacién
definidas en trabajos anteriores (Villaruel, 2011). Sin embargo, por razones ajenas
al grupo de trabajo, para la segunda parte del proyecto (Figura 4.2.) se utilizaron
los probidticos: Lactobacillus casei liofiizado cepa Rosell-215 ND-100B,
Lactobacillus acidophilus liofilizado ¢ epa R0052-150 vy f inalmente Lactobacillus
acidophilus microencapsulado cepa Probiocap™ Rosell-52 ME, 50. Debido a este
cambio, | os m ediosde c ultivo yl| asc ondiciones dei ncubacionde | os
microorganismos se modificaron.

4.1. DESARROLLO DE LAS METODOLOGIAS PARTE |

4.1.1. Preliminar

4.1.1.1. Adicién de probiéticos

En la Figura 4.3., se muestra el proceso general disefiado por Patlan (2012) para
la elaboracion de queso fresco, mientras que enlaFigura4.4., se muestrala

modificacion al protocolo la cual incluye la etapa de adicion de los probidticos.
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Calentamiento de la Calentamiento de la
leche leche
192 ~
Adicion de CaC|2 Adicion de CaC|2
T e
, Cuajado
Cuajado
T -
Corte de la cuajada
Corte de la cuajada —
_ h4
V2 Agitacion
Agitacion @
O Desuerado
Desuerado iyt
@ Amasado y salado
Amasado y salado @
@ Adicioén de especias*
Adicién de especias* '!'
_ Adicion de
O probidticos
Homogenizacion 0
@ Homogenizacion
192
Moldeado
_ Moldeado
A T
Prensado Prensado
a4 T
Desmoldado y afinado Desmoldado y
afinado
Figura 4.3. Procesog enerald e Figura 4.4. Proceso g eneral de
elaboraciéon de queso (Patlan, 2012). elaboracion de q ueso con adicién
*Chile jalapefio, o chipotle, o epazote. de probidticos. *Chile j alapefio, o

chipotle, o epazote.
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4.1.1.2. Determinacion de la cantidad del in6culo
Los quesos elaborados deben de tener una cuenta inicial de 1 x 10® UFC/ gqueso de
ambos probidticos, por lo que de cada probidtico debe de inocularse una cantidad

de 1x 10" UFC/ Jqueso- Para inocular esta cantidad se aplica la siguiente formula:

. 5x107 UFC
Féormula 1l =

“gqueso ) (Rendimiento del queso) (Concentracion de UFC del liofilizado)

Férmula 2 = ((Resultado de la Férmula 1)(Peso de la cuajada) )x2

Nota: Du rante el proceso de prensado, en promedio se pierde |la mitad de los
probiéticos inoculados en el suero liberado, por lo que, en la formula, esta pérdida

se ajusta multiplicando por dos.

Ejemplo de C alculo para Lactobacillus casei cepa FD-DVS L.casei 413® Probio-
Tec® CHR HANSEN concentracion = 5.8 x 10 '°UFC/ g jifiizado, CON UN peso de la

cuajada de 419.3 g

5x10” UFC>< 804 queso ) < g liofilizado )_ 6.90%103 jofiizado

Formula 1 = < = -
g queso g cuajada

1009 cuajada 5.8X1010UFC

6.90x104 o
Férmula 2 = (( 5 Cu;J.;‘:;‘?“) (419.3 g))x 2 = 0.58 g de L.casei liofilizado

Cadavezqueseelaboraqueso,sepesalacuajaday el pesoresultante se
sustituye en la Férmula 2, de esta manera se determina la cantidad del in6culo
que debe de llevar la cuajada por cada microorganismo probidtico adicionado.

La Férmula 1 para cada cepa utilizada se encuentra en el Anexo 4.
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4.1.2. Elaboracién de quesos

Las materias primas utilizadas en | a elaboracion del queso funcional son: leche
semidescremada (1% grasa), pasteurizada y homogenizada; fibra soluble, cloruro
de c alcio, ¢ uajo e nzimatico n atural, s al de mesa, pr obibticos, i ngredientes
variables: chile jalapefio en escabeche, chile chipotle adobado y hojas de epazote.
Todos los utensilios utilizados como chucharas, cuchillos, manta de cielo, viales,
frascos, p alas, pi petas, v asos de pr ecipitados f ueron esterilizados por calor
humedo a1 21°C/15min/ 15 Ib (Autoclave Yamato SM300). Lasollasy otros
utensilios de mayor tamafo se sanitizaron en una solucion de hipoclorito de sodio
comercial al 0.1% durante 10 min de contacto.

El proceso de elaboracién de queso se realizé siguiendo la metodologiade |la
Figura 4.4., variando el tipo de especia utilizada, obteniendo asi las variedades:
queso simbidtico blanco, queso simbiodtico con chile jalapefio y queso simbidtico
con chile chipotle.

La cantidad de probiéticos requerida para obtener una concentracion final de

1 x 10% UFC/ gqueso entre los dos probiéticos utilizados (1 x 107 UFC/ g queso POF
cada m icroorganismo probiético) se r ealizé u tilizando el pr ocedimiento de | a
seccion 4.1.1.2. Determinacion de la cantidad del in6culo. Las cepas utilizadas
fueron:

a) L.casei en forma liofilizada, cepa FD-DVS 413® Probio-Tec® CHR HANSEN.

b) L.acidophilus en forma | iofilizada, c epa FD-DVS LA-5°- Probio-Tec’ CHR

HANSEN.
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4.1.3. Vida de anaquel
Se elaboraron dos lotes de cada variedad de queso, cada lote era una pieza de
queso entre270g y 280 g, | os cuales s e e nvolvieron en pa pel e ncerado, se
empacaron en bol sa de plastico c on cierre h ermético ( Zipper Seal Member’s
Marckur) Y se mantuvieron en condiciones de refrigeracion (4 °C).
La vida de anaquel se sigui6 por 18 dias (3 semanas), realizando la evaluacion de
parametros m icrobiologicos: cuantificacion de pr obidticos y microorganismos
indicadores; y de parametrosf isicoquimicos: pHy ac idez. T odas| as
determinaciones mencionadas se realizaron por duplicado y para cada uno de los
dos lotes elaborados. La frecuencia de la evaluacion de los parametros se realizd
dos veces por semana, obteniendo asi, 6 evaluaciones de cada lote a lo largo del
tiempo de la vida de anaquel.
4.1.3.1. Evaluacién de pardmetros microbiolégicos
4.1.3.1.1. Cuantificacién de probioticos
Se determind | ac uentaen pl aca de los dos pr obidticos ut ilizados c on| as
condiciones ut ilizadas por Villaruel (2011); mostradose n la Tabla4 .1.,1 a
cuantificacion se realizo segun el Anexo 1 con las siguientes condiciones:

a) Digestion mecanica: Maxima por 2 min.

b) Diluciones de inoculacién: 10, 107,

c) Medio: Agar MRS BD Difco™ Lactobacilli MRS agar.

d) Rango de sensibilidad estadisticamente confiable: 30 a 300 colonias.

Pagina | 50



IV. Metodologia

Las c ondiciones d e a naerobiosis s e | levaron a ¢ abo e n jarra de anaer obiosis
Anaero Jar™ AGO0025A Oxoid, s istema d e ana erobiosis: Anaero GEN™ 2.5 L
Oxoid.

Tabla 4.1. Condiciones de incubacion para la cuantificacion de probidticos
(Villaruel, 2011)

Microorganismo & Condiciones deincubacion
Temperatura Atmosfera Tiempo
L.casei 30 °C Aerobiosis 48 h
Mezcla de probidticos
(L.acidophilus + 37 °C Anaerobiosis 72 h
L.casei)

L.acidophilus = Cuenta de L.casei — Cuenta de mezcla de probidticos

4.1.3.1.2. Cuantificacién de microorganismos indicadores

La determinacion de mesofilicos aerobios, hongos y levaduras se llevaron a cabo
mediante métodos estandar. La cuantificacion de coliformes se realiz6 a través de
métodos rapidos: 3M™ Petrifilm™. E stas metodologias se Ilevaron a cabo segin
elAnexo1y el Anexo 5 respectivamente. Los m ediosy |as c ondiciones de
incubacion para cada grupo de microorganismos indicadores se resumen enla
Tabla 4.2.

Para la cuantificacion de m esofilicos aerobios solo se contabilizaron las colonias
grandes p ara evitar cuantificar a |os probioticos en caso de que crecieran en el
agar c uenta estandar el c ual no tiene los nut rientes suficientes que las BAL
requieren sin embargo, pueden llegar a d esarrollarse, pero lo hacen en forma de
colonias puntiformes y en un tamafio tal que no se observan con facilidad en el

medio.
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Tabla 4.2. Condiciones y medios utilizados para la determinacion de
microorganismos indicadores

Grupo Medio Condiciones de incubacion Diluciones Rango de
indicador Temperatura | Atmosfera | Tiempo | inoculadas | cuantificacion
" Agar -1
Mesofilicos | Jia | 37+2°C | Aerobia | 48h 10, 25 a 250 UFC
aerobios . 10
estandar
Agar Hongos
Hongosy | nay | 27:2°c | Aerobia | 5dias 10" 10 2 150 UFC
levaduras dextrosa Levaduras
15a 150 UFC
3MT|\/|
Petrifilm™
Coliformes | recuento 37+2°C Aerobia 48 h 107" 15a 150 UFC
de
coliformes

4.1.3.2. Evaluacién de pardmetros fisicoquimicos

4.1.3.2.1. Determinacion de pH y acidez

La determinacién de | os parametros fisicoquimicos s e det erminé s iguiendo | a

metodologia de la Norma Mexicana NMX-F-099-1970 y la Norma Mexicana NMX-

F-206-1986. Ver Anexo 3.

4.2. DESARROLLO DE LAS METODOLOGIAS PARTE I

4.2.1. Preliminar: Modificaciones debidas al cambio de cepas

4.2.1.1. Seleccién de medios y condiciones para la cuantificacion selectiva

de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus

Se pr obaron tres condiciones obtenidas de | a bi bliografia ( Tabla 1 .5) parala

cuantificacion s electiva de | os probidticos L.casei cepa Rosell-215 N D-100B

INSTITUT ROSELL LALLEMAND vy L.acidophilus R0052-150 INSTITUT ROSELL

LALLEMAND. Las condiciones se muestran en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Medios y condiciones de incubacion seleccionados para la
cuantificacion selectiva de L.casei y L.acidophilus

Medio Condiciones Microprgar)i_smo Utilizados
gue identifica por
MRS-V 37°C
(Vancomicina 72 h L.casei
1 ppm) Anaerobiosis
MRS-NaCl 37°C
(Cloruro de 72 h L.casei
sodio al 4 %) | Anaerobiosis Tharmaraj y
MRS-LiCl 37°C Shah, 2003
(Cloruro de 72 h L.casei
litio al 0.5 %) | Anaerobiosis
43°C
MRS 72h L.acidophilus

Anaerobiosis

mismo diluyente.

El procedimiento de seleccién de medios se llevd a cabo de la siguiente manera:

Se inicié con una dilucién (1:10) del probidtico liofilizado correspondiente (L.casel
o L.acidophilus): se pesaron 10 g y se colocaron en bolsa para Stomacher®, se
agregaron 90 mL de solucién salina isotonica con peptona al 0.1% (SSI + peptona
0.1%). Se realizé digestion mecanica en Stomacher © 400 SEWARD por 2 min a
velocidad media. Se tomé 1 mL de la dilucién primaria y se agregd a 9 mL de SSI
+ peptona 0.1% (Anexo 2), se homogenizé manualmente en un arco de 30 cm con
25 movimientos de arriba abajo, efectuados en un tiempo de 7 segundos. De la

misma forma, se realizaron diluciones decimales seriadas hasta 10 utilizando el

Para realizar una mezcla de ambos probiéticos, se tomaron 5 mL de la dilucidon
primaria de c ada probidticoy se mezclaron en un tubo Falcon® de 15 mL. La

muestra se homogenizo y se hicieron diluciones decimales seriadas hasta 107,
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La inoculacién de ambos probioticos y de la mezcla de los mismos se llevo a cabo
tomando por duplicado 1 mL de | as diluciones: 107, 10® ,10®°. y 10% 10% 107
respectivamente. Se inoculé en caja Petri estéril, se adicionaron |os medios de
prueba (Tabla 4.3.) mantenidos a 45°C y se homogenizé mediante 6 movimientos
de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en s entido
contrario y 6 de atras a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr
la completa i ncorporacién deli néculoe nel medio.S ei ncubd segun las
condiciones indicadas en | a Tabla 4. 3. para cada medio utilizado. El rango de
sensibilidad para la cuantificacion de colonias estadisticamente fue de 30 a 3 00
UFC.

4.2.1.2. Confirmacion de medios para la cuantificacién selectiva de los
probidticos

Una v ez que s e obtuvieron | as c ondiciones parala cuantificacion s electivad e
ambos probidticos, se realizd el mismo procedimiento de la Seccién 4.2.1.1., pero
se cultivd L.acidophilus en las condiciones elegidas para L.casei y viceversa para
confirmar que L.acidophilus no crece en las condiciones elegidas para L.casei y a
su vez verificar que L.casei no crece en | as condiciones s eleccionadas para la
cuantificacion de L.acidophilus.

De cada medio utilizado donde se presentd crecimiento, se tomaron tres colonias
de la superficie, tres colonias de la parte media y tres colonias del fondo de la caja
Petri; se les realizé una tincion de Gram (Anexo 6) para v erificar |a m orfologia

caracteristica d e | os probioticos u tilizados y observar la pureza de | os c ultivos
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obtenidos. La observacion microscopica se realizé tomando en cuenta la siguiente
descripcion morfologica:

+ L.acidophilus: B acilos G ram-positivo ¢ on ex tremosr edondeados, no
formadores de espora. Con dimensiones: 0.6 — 0.9 ym por 1.5 — 6 ym. Se
encuentran aislados, en pares o e n c adenas c ortas. C atalasa-negativo
(Wood y Holzapfel, 1995).

+ L.casei: B acilos Gram-positivo,am enudo ex tremos c uadrados, no
formadores de espora. Con dimensiones 0.7 — 1.1 ym por 2.0 — 4.0 ym.
Con tendenciaa formar c adenas. C atalasa-negativo (Wood y H olzapfel,
1995).

Para v erificar el c aracter c atalasa-negativo tipico de es te g rupo microbiano, se
realizo prueba de la catalasa tomando el mismo numero de coloniasy del as
mismas s ecciones d onde s e t omaron paralatincion de Gram. Se utilizé una
solucion comercial d e agua oxigenada (peréxido de hidrégeno H20, al 3% ), la
aparicion de burbujas cuando la colonia entra en contacto con el agua oxigenada,
se t oma c omo reaccion p ositiva, ya q ue | a enz ima c atalasa producida p or el
microorganismo des compone el H 0, liberando ox igeno ( O»1) ( Ramirez et al.,
2008).

4.2.1.3. Seleccion de la metodologia de cuantificacion para L.acidophilus
microencapsulado

La cepa utilizada de L.acidophilus microencapsulado fue Probiocap™ Rosell-52

ME, 50 INSTITUT ROSELL LALLEMAND. L os detalles de la composicion de la
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microcapsula no fueron es pecificadas por el proveedor de bido a der echos d e
autor.

Ser ealizaron 3 m etodologias par av erc ualde éstas deshaciam ejorl a
microcapsula y, por lo tanto, ver cual es la que permite una mayor cuantificacion
del microorganismo en cuestion.

Metodologia 1

El fundamento d e es ta m etodologia fue romper la microcapsula a t ravés de la
digestion mecanica a maxima velocidad por 5 min utilizando como diluyente SSI +
peptona 0.1%. La ventaja de esta metodologia es la facilidad de la misma.

El procedimiento se realiz6é haciendo una dilucién de 10 g de microencapsulado en
90 mL de SSI + peptona 0.1%, se realiz6 |a digestion mecanica en Stomacher ©
400 SEWARD por5 mina velocidad m axima. Las diluciones s ecundarias s e
realizaron con el mismo diluyente.

Metodologia 2

El fundamento de es ta m etodologia fue el us o de c itrato de s odio y di gestidon
mecanica, ya que éste es un emulsificante de los componentes del queso el cual
permite la dispersién de las micelas de caseina (Villaruel, 2011) lo que facilita la
liberacion y c onsiguiente c uantificacion d e los pr obidticos. El procedimiento s e
realizé haciendo una dilucion de 10 g de microencapsulado en 90 mL de citrato de
sodio estéril al 2%, se realiz6 la digestion mecanica en Stomacher ® 400 SEWARD
por 5 min a velocidad maxima. Las diluciones secundarias se realizaron con SSI +

peptona 0.1%.
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Metodologia 3

Esta fue una metodologia proporcionada p or el proveedor, porlo que de e sta
metodologias e es perael mayorr endimientoe nl ac uantificacion del os
microorganismos. La desventaja es que la metodologia es mas laboriosa e incluye
el uso de amortiguadores es peciales para la disolucién d e |a microcapsula. E |
procedimiento se realizé haciendo una dilucién de 1 0 g de microencapsulado en
90 mL de buffer especial de fosfatos (Anexo 2) mantenido a 37 °C. Se licud por 1
min a m axima velocidad. Se incub6 a 37 °C por 15 min con agitacion moderada
(190 rpm). Y s e realizaron diluciones decimales s eriadas en b uffer r egular de
fosfatos (Anexo 2).

Después de la elaboracion de la dilucidn primaria con sus respectivos diluyentes y
modificaciones para las 3 m etodologias, el proceso de dilucidn e inoculacién se
realizaron siguiendo el Anexo 1, secciones: Diluciones secundarias e i noculacion
de diluciones.

Las diluciones de prueba fueron: 107, 10® y 10°. El medio utilizado fue Agar MRS
BD Difco™ Lactobacilli MRS agar, se incubé a 37 ° C por 48 h en anaerobiosis
(Jarra de a naerobiosis Anaero Jar™ AG0025A Oxoid, sistema d e an aerobiosis:
Anaero GEN™ 2.5 Oxoid). Elrango de sensibilidad p ara | a c uantificacion de
colonias estadisticamente confiable fue de 30 a 300 UFC.

Unav ez elegido el t ratamiento mas a decuado paral ac uantificacion d el
microencapsulado, se realizé el mismo procedimiento que la Seccion 4.2.1.2., para

la cepa de L.acidophilus microencapsulado con el fin de verificar que los medios y
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condiciones para su cuantificacion sean selectivos cuando se encuentra en mezcla
con L.casei liofilizado.

4.2.2. Elaboracién de quesos

La metodologia de elaboracién de quesos se realizo siguiendo el protocolo de |la
Seccion 4.1.2., sin hacer modificaciones al mismo, sin embargo, en esta parte del
proyecto s e incorporé otro ingrediente obteniendo una formulacién mas: Q ueso
simbidtico con epazote. Otra modificacion realizada, fue el uso de L.acidophilus en
forma liofilizada y microencapsulada, por lo que, por cada formulacién de queso
elaborada, se obtuvieron las siguientes combinaciones:

1. Queso simbidtico blanco:

- Con L.caseiy L.acidophilus liofilizados.

- Con L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

2. Queso simbiotico con chile jalapefio:

- Con L.caseiy L.acidophilus liofilizados.

- Con L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

3. Queso simbidtico con chile chipotle:

- Con L.caseiy L.acidophilus liofilizados.

- Con L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

4. Queso simbidtico con epazote:

- Con L.caseiy L.acidophilus liofilizados.

- Con L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.
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Las cepas utilizadas fueron:

a) Lactobacillus casei cepaR osell-215N D- 100B INSTITUT R OSELL
LALLEMAND. (Liofilizado).

b) Lactobacillus acidophilus R0052-150, INSTITUT R OSELL LALLEMAND.
(Liofilizado).

c) Lactobacillus acidophilus cepa Probiocap™ Rosell-52 M E, 5 0 INSTITUT
ROSELL LALLEMAND. (Microencapsulado).

4.2.3. Vida de anaquel

Se el aboraron dos | otes de ¢ ada formulacion de q ueso y c on s ur espectiva

variacion en la presentacién de probidticos: Liofilizados (L.casei + L.acidophilus);

y liofilizado (L.casei) y microencapsulado (L.acidophilus); cada lote era una pieza

de queso entre 270 g y 280 g, los cuales se envolvieron en p apel encerado, se

empacaron en bol sa de plastico c on cierre h ermético ( Zipper Seal Member’s

Marckur) Y se mantuvieron en condiciones de refrigeracion (4 °C).

La vida de anaquel se sigui6 por 18 dias (3 semanas), realizando la evaluacion de

parametros m icrobiologicos: ¢ uantificacion de pr obidticosy microorganismos

indicadores; y de par ametros fisicoquimicos:pH y ac idez. T odas| as

determinaciones mencionadas se realizaron por duplicado y para cada uno de los

dos lotes. La frecuencia de la evaluacién de los parametros se realizé dos veces

por semana, obteniendo asi, 6 evaluaciones de cada lote a lo largo de la vida de

anaquel.
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4.2.3.1. Evaluacién de pardmetros microbiolégicos
4.2.3.1.1. Cuantificacién de probidticos
Para la obtencién de la dilucion primaria, se |levaron a ¢ abo dos m etodologias

tomando en cuenta la presentacion de los probidticos utilizados en los quesos:

Quesos con probidticos liofilizados:

Se siguio la metodologia del Anexo 1, sin modificaciones en éste.

Quesos con L. casei liofilizado y L. acidophilus microencapsulado:

Para la obtencion de la dilucidn primaria, se realiz6é una dilucion de 10 g de queso
en 90 mL de SSI + peptona 0.1%, se realizo la digestion mecanica en Stomacher ©
400 SEWARD por5 mina v elocidad maxima. Las diluciones secundarias e
inoculacion de diluciones, se realizaron siguiendo la metodologia del Anexo 1.
Independientemente de lav ariedad de queso an alizado, | os m ediosy | as
condiciones de incubacion fueron las mismas para todos y cada uno de ellos. La
Tabla 4. 4., indica | as c ondiciones de incubacion utilizadas. Las condiciones de
anaerobiosis s e g eneraron mediante | a Jarra de anaerobiosis Anaero Jar™
AG0025A Oxoid, sistema de anaerobiosis: Anaero GEN™ 2.5 L Oxoid. El rango de
sensibilidad para | a c uantificacién d e c olonias es tadisticamente confiable par a

todos los casos fue de 30 a 300 UFC.

Tabla 4.4. Condiciones y medios utilizados para la cuantificacion selectiva de
probibticos en queso

Probidtico Medio Condiciones de incubacion
cuantificado Temperatura | Atmosfera | Tiempo
L.casei MRS-NaCl 37+2°C | Anaerobia | 72h

(Anexo 2)
L.acidophilus MRS 43+2°C Anaerobia 72 h
(Anexo 2)
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4.2.3.1.2. Cuantificacién de microorganismos indicadores

Sel levba c abos iguiendo| a metodologiadel a Seccion4. 1.3.1.2.,s in
modificaciones.

4.2.3.2. Evaluacién de pardmetros fisicoquimicos

4.2.3.2.1. Determinacion de pH y acidez

La de terminacién de los par ametros fisicoquimicos s e det erminé s iguiendo | a

metodologia de la Seccion 4.1.3.2.1. , sin ninguna modificacion en la misma.
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V. Analisis de resultados y discusion

5.1 RESULTADOS PARTE |

5.1.1. Adicion de probidticos

La presentacién de los probidticos proporcionada por el proveedor es en polvo y
se adicionaron de esta forma, no se realizé suspensién previa de los mismos y se
agregaron directamente sobre la cuajada obtenida. Los probiéticos se adicionaron
al mismo tiempo que las especias (chile jalapefio, chile chipotle o epazote), ya que
lo que se queria evitar era una mayor manipulacion de la cuajada debido a q ue
entre mas se manipula, el tamafio del granulo de |a cuajada disminuye, lo cual
provoca la liberacién de suero y por ende la pérdida de humedad en el queso, asi
como cambios en su textura. La razdn de esto es, que cuanto mayor es el granulo
de queso, mayor es su contenido en agua (Teubner et al., 2005).

La humedad de | os quesos el aborados e std e ntre 6 6% y 63% , esto s e logra
mediante una m anipulacién controlada de | a cuajada. Durante el procesod e
elaboracién del queso, los pasos donde hay manipulacion de la cuajada son: corte
de la cuajada, amasado y salado; y adicion de especias (Figura 4.3), durante estos
pasos es importante controlar tanto la fuerza, el tiempo y laf ormad e
manipulacion, evitando asi, una mayor pérdida de suero. Por ende, los probidticos
se afaden junto con las especias para no introducir otro paso de manipulacién de
la cuajada durante el proceso de elaboracién del queso (Figura 4.4) y asi evitar la

sobremanipulacion de la misma.
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5.1.2. Determinacion de la cantidad del inéculo
A pesar de que no existen especificaciones concretas que indiquen la dosis de
probioticos que debe tener un producto funcional, generalmente en la bibliografia
se reporta que un consumo diario de 100 g 6 100 mL de alimento que contenga
poblaciones de probidticos en unnivelde 10° a 108 UFC/ g O mLjimento puede
proporcionar una cantidad de 10% a 10" UFC/ dia, cantidad que ha demostrado
ser s uficiente p ara c ausar e fecto t erapéutico (Escobar et al., 201 2). E | nivel
seleccionado para el queso probidtico en sus diferentes variedades fue de
1x 10 ® UFC/ g queso dela sumade| os pr obiéticos seleccionados. E sto s e
estableci6 pensando en que siex istiera una pér didaen la viabilidad de los
probioticosal ol argode | avidad ea naquel de bidoal as condicionesd e
almacenamiento y al efecto del uso de aditivos como el chile y el epazote, aun asi,
se mantuviera la cantidad de probidticos en los valores minimos para causar su
efecto terapéutico en el momento del consumo del queso simbidtico.
Para determinar la cantidad de probidticos que se debia inocular a la cuajada para
obtener una concentracién inicial de 1 x 108 UFC/ gqueso SUma total entre L.casei +
L.acidophilus, se desarrollé una formula tomando en cuenta los siguientes puntos:
1. Cantidad de probidticos requerida en el queso: Por cada probiético se requiere
un total de 5 x 10" UFC/ gqueso-
2. El rendimiento del queso es del 80% con relacion a | a cuajada. Es decir, por
cada 100 g de cuajada se obtienen 80 g de queso (Patlan, 2012).
3. Se consideré la concentracion de U FC contenidas por gramo de liofilizado o
microencapsulado (UFC/Q jifilizado 6 microencapsulado) d€ cada probidtico utilizado.

4. Peso de la cuajada (determinada cada vez que se producia un queso).
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5. Durante el prensado se aplico una presion de 3 Kg por 12 h. Durante este paso, se
libera suero, por o que se realizdé una cuenta en placa (Anexo 4) para ajustar la
féormula considerando la pér dida de | os p robidticos. Los resultados obt enidos
fueron:

+ Concentracion de probiéticos en cuajada: 2.9 x 10® UFC/ Jqueso

+ Concentracion de probioticos en suero: 1.5 x 102 UFC/ mLsyero

+ Concentracion de probiéticos en queso: 1.3 x 10 UFC/ Jqueso
Estos resultados demostraron que hubo una pérdidadel am itaddeU FC
agregadas inicialmente a la cuajada, por lo que la cantidad de probioticos que se
agregan se duplico.
La férmula general resultante es:

5x107 UFC

Formula 1l = (
g queso

) (Rendimiento del queso)(Concentracion de UFC del liofilizado)

Férmula 2 = ((Resultado de la Formula 1) (Peso de la cuajada))XZ

En el Anexo 4 se muestran los calculos utilizados para determinar qué cantidad se
adiciona por cada probiético inoculado (L.casei y L.acidophilus).

5.1.3. Vida de anaquel

Patlan (2012), determiné mediante el estudio de analisis microbiolégicos de rutina
(mesofilicos aer obios, coliformes totales, hongos y levaduras; Escherichia coli y
Staphylococcus aureus); junto con a nalisis fisicoquimicos (pH y acidez), que la
vida de anaquel para quesos funcionales adicionados con fibra soluble era de 3
semanas. Ademas, la norma NMX-713-COFOCALEC-2005, sugiere que para este
tipo de productos su consumo debe s er preferentemente durante los 20 di as a

partir de su fecha de elaboracion. Debido a esto, la vida de anaquel de los quesos
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simbidticos en sus diferentes formulaciones se siguié a lo largo de 3 semanas, en
condiciones de refrigeracion (4 °C), realizando d os determinaciones por semana
en par ametros m icrobiolégicosy f isicoquimicos. S er ealizaron dos | otes
independientes de q ueso p or cada formulacibny ac ada unode ellos,seles
realizaron las determinaciones microbioldgicas y fisicoquimicas por duplicado.
5.1.3.1. Evaluacién de parametros microbioldgicos

5.1.3.1.1. Cuantificacion de probioticos

Tabla 5.1. Resultados de cuantificacion de probidticos (liofilizados) para las
variedades de queso simbi6tico al inicio y final de la vida de anaquel***

. ueso ueso ueso

Parametro t()glanco jz;I?apeﬁo c%ipotle
L.casei Inicio 7.2 8.6 8.0
(log UFC/ gqueso) Fin 6.6 8.6 9.2
L.acidophilus | _Inicio 8.5 9.7 9.7
(log UFC/ gqueso) Fin 6.9 9.1 94

***Nota: Los resultados completos de |la cuenta de | os probidticos desde el dia
cero al dia final de la vida de anaquel (Dia 21), se encuentran en la Tabla A.7.1.
del Anexo 7.
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Figura 5.1. Vida de anaquel de probiéticos, distintas formulaciones de queso
simbidtico
Para evaluar| av iabilidad y | a s upervivencia d e | as b acterias probioticas e s
importante t ener un método de trabajo para la e numeracion s electiva de es tos
microorganismos. Un parametro importante en el monitoreo de microorganismos
probiéticos viables en la evaluacion de la calidad de un producto, es la habilidad
de cuantificar por separado los microorganismos presentes en éste (Shah, 2000).
En esta parte | del proyecto se inocularon los quesos simbidticos con las cepas
Lactobacillus casei cepa FD-DVS L.casei 413® Probio-Tec® CHR HA NSEN'y

Lactobacillus acidophilus cepa FD-DVS LA-5°- Probio-Tec' CHR HANSEN.
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Para el queso blanco, se observa que, L.acidophilus en el dia cero inicia con una
cuenta mayor que la de L.casei y conforme pasan los dias se va reduciendo la
cantidad de L.acidophilus, mientras que L.casei que empieza con una cuenta mas
baja, permanece mas estable a lo largo de la vida de anaquel.

El mismo efecto se observa para los quesos con chile chipotle y jalapefio, ya que
L.acidophilus esta presente inicialmente en mayor c antidad y conforme p asa el
tiempo, su estabilidad es menor a la de L.casei ya que va disminuyendo el numero
de U FC/ g queso cuantificadas, sin embargo, s e mantiene en el mismo orden. A
pesar de q ue no hay referencias bibliograficas del e fecto antimicrobiano de | os
chiles sobre los probidticos, se sabe que el chile en g eneral presenta un efecto
antimicrobiano frente a diferentes microorganismos patogenos (Bourgues, 2011);
por lo que, puede suponerse que éste también puede tener efectos nocivos sobre
los probidticos; sin embargo, se observa que la cantidad de chiles empleados, no
tienen ningun efecto inhibitorio o negativo sobre los probidticos utilizados en este
estudio, de bido aq ues uv iabilidadn os ev er educidae nunac antidad
considerable con respecto al queso blanco que sirve como control.

Para | ast res formulaciones de q ueso, pese al ap érdida principalmente de
L.acidophilus, s e obs erva que la suma de |os probidticos al final de la vida de

anaquel esta dentro de los limites esperados (1 x 10® UFC/ gqueso)-
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5.1.3.1.2. Cuantificacién de microorganismos indicadores

Tabla 5.2. Resultados de cuantificacion de microorganismos indicadores para las

variedades de queso simbidtico al inicio y final de la vida de anaquel

Parametro Queso . QuesE) deso
blanco jalapefio chipotle
MA Inicio Negativo* Negativo* Negativo*
(UFC / ggueso) Fin Negativo* Negativo* Negativo*
Coliformes Inicio Negativo* Negativo* Negativo*
(UFC / gqueso) Fin Negativo* Negativo* Negativo*
HL Inicio Negativo* Negativo* Negativo*
(UFC / ggueso) Fin Negativo* Negativo* Negativo*

*Sensibilidad del método: 10 UFC/ gqueso

Los microorganismos i ndicadores: m esofilos aerobios, hongosy | evadurasy
coliformes, ent odas| as v ariedades de q ueso a nalizadas, no presentaron
desarrollo alo largo de las 3 semanas de estudio, |o cual indica que la materia
prima utilizada estaba en condiciones adecuadas y que durante la elaboracion del
producto y el almacenamiento al olargo del avida de an aquel se realizaron
buenas practicas de manufactura.

5.1.3.2. Evaluacidon de parametros fisicoquimicos

5.1.3.2.1. Determinacion de pH y acidez

Tabla 5.3. Resultados de parametros fisicoquimicos para las distintas variedades
de queso simbidtico al inicio y final de la vida de anaquel***

. ueso ueso ueso
Parametro l()glanco jglgapeﬁo c%ipotle
H Inicio 6.60 5.39 4.90
P Fin 6.88 5.00 4.46
Acidez Inicio 0.03 0.12 0.23
(% Acido lactico) Fin 0.03 0.34 0.31

***Nota: Los resultados completos de los parametros fisicoquimicos, desde el dia
cero al dia final de la vida de anaquel (dia 21), se encuentran en la Tabla A.7.1.
del Anexo 7.
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Figura 5.2. Vida de anaquel de parametros fisicoquimicos, distintas formulaciones

de queso simbidtico

Para quesos frescos el pH debe permanecer entre 6.5 a 6.7 (Hill, 2007). El queso
blanco simbidtico esta dentro de los parametros establecidos de pH para quesos
frescos y permanece estable a lo largo de las 3 semanas de estudio, lo que indica
qgue no hay descomposicién quimica principalmente por lipdlisis o protedlisis de los
componentes del queso. Por ende, tampoco se puede atribuir una descomposicion
microbiolégica. El queso blanco simbidtico ademas de ser una formulacion incluida
en el proyecto, t ambién es un q ueso q ue s irve de ¢ ontroly r eferencia par a
compararlo con las otras dos formulaciones de queso simbiético. Se observa que
el pH tanto del queso con chile jalapefio como el del queso con chile chipotle esta
por debajo de la referencia para quesos frescos (6.5 a 6.7), esto se debe a que las
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especias agregadas reducen el valor del pH, sin embargo como se puede ver en la
Figura 5. 1., e ste par ametro no afecta | a v iabilidad de los microorganismos
probioticos ya que ésta permanece relativamente estable.

RESULTADOS PARTE Il

5.2.1. Seleccién de medios y condiciones para la cuantificacion selectiva de
L.casei y L.acidophilus

Para la segunda parte del proyecto, por razones ajenas al grupo de investigacion,
se tuvo que cambiar de proveedor de probiéticos. El nuevo proveedor comercializa
a L.acidophilus microencapsulado por lo que se estudié si el comportamiento de la
cepa |l iofilizada era el mismo que el de |a presentacion microencapsulada. La
consideracion que se adopto, fue desarrollar una m etodologia que permitiera la
ruptura de la microcapsula para cuantificar al probidtico en cuestion. Sin embargo,
también hubo cambio de cepas en los probidticos liofilizados: Lactobacillus casei
cepa R osell-215 N D- 100B | NSTITUT ROSELL L ALLEMAND vy Lactobacillus
acidophilus R0052-150, INSTITUT ROSELL LALLEMAND. Por lo que también se
tuvo que analizar el comportamiento de las nuevas cepas cuando se encontraban
en las di ferentes f ormulacionesde queso tanto en formal iofilizaday
microencapsulada. E n un principio, s e realizé un q ueso blanco simbidtico c on
L.casei y L.acidophilus liofilizados y otro q ueso s imbidtico bl anco c on L.casei
liofilizado y L.acidophilus microencapsulado para observar el comportamiento de
las nu evas c epas; las c ondiciones de i ncubacion p ara | a c uantificaciéon de | os
probioticos f ueron las mismas utilizadas en | a primera par te de este pr oyecto
(Seccion 4.1.3.1.1.), sin embargo, los resultados de la cuenta en placa obtenidos

en los primeros dias de |a vida de anaquel dieron a conocer que las condiciones
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utilizadas no eran selectivas para la cuantificacion de las nuevas cepas. Debido a
esto, fue necesario b uscar medios de c ultivoy | as condiciones de incubacion
selectivas para la cuantificacion de las nuevas cepas utilizadas.

Se probaron cuatro medios en el experimento: Agar MRS con Vancomicina con
una concentracionde 1 ppm (MRS-V), Agar MRS con Cloruro de sodio al 4 %
(MRS-NaCl) y Agar MRS con Cloruro de litio al 0.5% (MRS-LIiCl), se incubaron en
anaerobiosis a 37° C y 72 h. Adicionalmente s e pr obé Agar MR S con una
incubacion por72h a43° C en anaerobiosis. Estos medios y c ondiciones se
eligieron de |a bibliografia consultada tomando como criterio |a disponibilidad de
los reactivos en el laboratorio y la facilidad de preparacion de los medios (Tabla
1.5.).

Los medios el egidos se prepararon s iguiendo |a metodologia del Anexo 2y el
experimento c onsistio e n probar estos 4 medios cultivando p or s eparado y en
mezcla cada uno de los 3 probidticos utilizados para ver cual de estos medios es
selectivo para | a c uantificacién por s eparado de | os probidticos. Ver S ecciones
4211.y4.21.2.

Enla Tabla 5 .4., se muestran | os r esultados ob tenidos p ara | as c ondiciones y
medios selectivos seleccionados para la cuantificacion de L.casei y L.acidophilus
liofilizados, ¢ epas: Rosell-215 N D- 100B | NSTITUT ROSELL L ALLEMAND vy

R0052-150, INSTITUT ROSELL LALLEMAND respectivamente.
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Tabla 5.4. Resultados de crecimiento de los probioticos en diferentes medios

selectivos
Probistico Medio selectivo
MRS-LiCl MRS-NaCl MRS-V MRS (43 °C)
L.casei 11 11 11 Sin
(UFC/ g) 1.1x10"" £ 3.5 26x10"'+2.8 1.7x10"" £ 3.5 crecimiento
L.acidophilus | 4 5 10104 4.0 | Sin crecimiento | 4.0x10°+ 3.5 | 5.4x10°+ 2.8
(UFC/ q)
Mezcla 12 11 13 10
(UFC/ mL) 3.0x10“+ 3.0 14x10"" £ 21 28x107+3.2 | 3.1x10" £ 2.5

En los resultados obtenidos se observa que los medios MRS-LiICly MRS-V no
sirven par ac uantificar por s eparado al os pr obidticosy aqg uea mbos
microorganismos crecen en estos medios. El medio MRS-NaCl condiciones d e
incubacién: 37 °C, 72 h, anaerobiosis; parece ser selectivo para la cepa de L.casei
ya que L.acidophilus no presenta desarrollo en este medio; mientras que el medio
MRS condiciones de i ncubacion: 43 °C, 72 h, anaerobiosis; parece ser selectivo
para la cepa de L.acidophilus liofilizado.

Para confirmar la selectividad de | os medios, es necesario que el resultado de |a
cuenta obtenida de un probidtico por separado sea igual al obtenido en la mezcla
de probidticos en el mismo medio.

En laTabla 5.4., el valor obtenido para la cuenta de L.casei en el medio MRS-
NaCl es de 2.6 x 10" UFC/ giofiizado, €Ste valor debe coincidir con el obtenido para
la mezcla de probidticos en el mismo medio. El resultado para la cuantificacion de
la mezcla en el medio MRS-NaCl es de 1.4 x 10" UFC/ mL, este valor no coincide
con el obtenido para la cuenta donde se encuentra solo L.casei (2.6 x 10"" UFC/

Jiiofilizado), Para poder comparar estos resultados deben de realizarse los siguientes

calculos que toman en cuenta la m etodologia de la S eccion 4.2.1.1., donde la
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mezcla de probidticos se realizé juntando 5 mL de la dilucién 1:10 de L.caseiy 5
mL de L.acidophilus:

2.6x10UFC 10 g liofilizado

X x 5mL = 1.4 x 10! UFC
Bliofilizado 90 mL

Con el célculo realizado, el valor obtenido de 1.4 x 10" UFC el cual coincide con
el obtenido en la cuantificacién de la mezcla: 1.4 x 1 0" UFC/ mL. Por ende, el
medio MRS-NaCl, c ondiciones d e i ncubacion a 3 7 ° C, a naerobiosis, 72 h; es
selectivo para la cuantificacién de L.casei liofilizado.

Los mismos calculos se realizan para L.acidophilus, en el medio MRS condiciones
de incubacion a 43 °C, anaerobiosis, 72 h, la cuenta es de 5.4 x 10" UFC/ Giiofilizado
y para la mezcla en el mismo medio y condiciones de incubacién el valor es de

3.1 x 10" UFC/ mL:

5.4 x 10'°UFC 10 gliofilizado

5mL = 3x 100 UFC
g liofilizado X 90 mL xom X

Una vez mas, con el calculo realizado tomando en cuenta la metodologia de | a
Seccion 4.2.1.1., el valor obtenido es de 3 x 10'° UFC, el cual coincide con el
obtenido en la cuantificacion de L.acidophilus dentro la mezcla: 3.1 x 10" UFC/
mL. Por ende, el medio MRS condiciones de i ncubacién a 43° C, anaer obiosis,
72h, es selectivo para la cuantificacion de L.acidophilus liofilizado.

Siguiendo con la metodologia de la Seccién 4.2.1.2., se realizé una confirmacién
de | os r esultados obtenidos, cultivando a am bos m icroorganismos tanto en su
medio selectivo como en el medio selectivo contrario. Y se realizé tincién de Gram

a las colonias obtenidas.
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Tabla 5.5. Resultados de probidticos liofilizados inoculados en su medio selectivo
y en su medio selectivo contrario

MRS-NaCl MRS (43 °C) | Observacion microscoépica
L.qcidpphilus Bacilo largo, delgado
liofilizado Negativo* 22 x 10" Gram - positivo
(UFC/ 9) Catalasa - negativo
L.casei Bacilo corto, redondo
liofilizado 24 x 10" Negativo* Gram - positivo
(UFC/g) Catalasa - negativo

* Sensibilidad del método: 10 UFC/ gqueso

L.casei

L.acidophilus

Figura 5.3. Observacion microscopica de los probidticos liofilizados

Los resultados muestran que los medios y condiciones utilizadas si son selectivas

paras las cepas de los probidticos utilizadas ya que cada probidtico crece en su

medio y no presenta desarrollo en el medio selectivo contrario. Asi mismo, en las

tinciones realizadas, se observa que |os campos presentan |la misma morfologia

para cada probidtico y no se observa una mezcla de morfologias diferentes. Por lo

tanto, sera pos ible c uantificar los probiéticos liofilizados por s eparado ¢ uando

estan presentes en queso a las diluciones que se requiera.
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5.2.2. Seleccion de la metodologia de cuantificacion para L.acidophilus
microencapsulado

La importancia de proteger al microorganismo a través de una microcapsula es de
relevanciay aq ue enl apr imera par te del pr oyecto s e observd q ue es te
microorganismo reduce su poblacién a lo largo de la vida de anaquel del producto.
Sin em bargo, los m ateriales de | os c uales es ta ¢ ompuesta | a microcapsula
dificultan su cuantificacion, es por esto que previo a s u cuantificacién, se buscé
una metodologia para romper la microcapsula.

Tabla 5.6. Resultados de las diferentes metodologias aplicadas para la
cuantificacion de L.acidophilus microencapsulado

Metodologia 1 Metodologia 2 Metodologia 3
(SSI + peptona 0.1%) | (Citrato de sodio 2%) | (Buffer de fosfatos)
Resultado 10 10 10
(UFC/ g) 5.0x 10 4.7x10 5.2x10

Los r esultados ob tenidos r eflejan g ue | a m etodologia recomendadap ore |
proveedor (metodologia 3) de cual se esperaba obtener una mayor recuperaciéon
del probidtico, no se obtiene una cantidad considerablemente mas elevada que los
otros tratamientos que se probaron. Debido a que no hay gran diferencia entre los
resultados ob tenidos del ost res tratamientos paral a cuantificacion de
L.acidophilus microencapsulado, se eligi6é la Metodologia 1 (SSI + peptona 0.1%
como solucion diluyente, digestion mecanica maxima por 5 min). La metodologia
2, utilizando citrato de sodio al 2% como solucion diluyente en la dilucion primaria,
no se utilizé debido a que durante la vida de anaquel de los quesos es necesario
cuantificar coliformes via método rapido P etrifilm™ y dentro de | as precauciones
del fabricante no se recomienda utilizar diluyentes con citratos para no interferir en

la cuantificacion entre los microorganismos y los componentes de la placa.

Pagina | 75



V. Analisis de resultados y discusion

Siguiendo la metodologia de la Seccidén 4.2.1.2., se realiz6 una confirmacion de la
selectividad del os m edios ¢ uando L.acidophilus microencapsulado (cepa
Probiocap™ Rosell-52 ME, 50 I NSTITUT ROSELL L ALLEMAND) se enc uentra
con L.casei liofilizado (cepaR osell-215N D-100B| NSTITUT R OSELL
LALLEMAND). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Resultados de L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado
inoculados en su medio selectivo y en el medio selectivo contrario

MRS-NaCl | MRS (43 °C) Observacion
microscopica
L.acidophilus Bacilo largo, delgado
microencapsulado | V.E. <10 UFC 52 x 10° Gram-positivo
(UFC/ g) Catalasa-negativo
L.casei liofilizado Bacilo corto, redondo
' 24 x 10"° V.E. <10 UFC Gram-positivo
(UFC/ g) ;
Catalasa-negativo
L.casei L.acidophilus

Figura 5.4. Observacion microscopica de L.casei liofilizado y
L.acidophilus microencapsulado

Para la cepa de L.acidophilus microencapsulado, se observa que las condiciones
utilizadas anteriormente (MRS a 43°C, 72h, anaerobiosis), también son selectivas

para cuantificarlo cuando se encuentra junto con la cepa de L.casei liofilizado.
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Enlatincion d e Gram s e observan m orfologias c onstantes y similares, |0 que
demuestra que el cultivo esta puro.

5.2.3. Vida de anaquel

Los factoresi nvolucrados e nl a es tabilidad de | os pr obidticos ¢ uando s e
encuentran en queso son:

1. Factores de f ormulacion: Cepas de pr obidticos utilizadas, interacciones
microbiolégicas, pH vy ac idez, adi tivos promotores e inhibidores de
crecimiento como sal, especias y microencapsulacion.

2. Factores de proceso: Temperaturas de incubacion, tratamiento térmico, tipo
de inoculacion y temperatura de almacenamiento.

3. Factores de materiales de empaque (Karimi et.al., 2012).

Los llamados “factores de formulacion” por Karimi et al. (2012); son los puntos que
se t omaron c omo los obj etivos para el es tudio de | avida de anaquel de |os
probiéticos contenidos en quesos simbidticos, debido a g ue se busca evaluar su
concentracion y ver e | comportamiento de la misma cuando los probidticos se
encuentran en forma libre y microencapsulada; asuvez se esta estudiando el
comportamiento de ot ros microorganismos presentes, siendo los indicadores |os
de mayor relevancia como criterio de calidad y los parametros fisicoquimicos como
elpH y acidez, | os cuales per miten v erl ainfluencia metabdlica t anto de | os
probioticos c omo de | os m icroorganismos i ndicadores s obre | os q uesos. Asi
mismo, el us o de a ditivos con sustancias antimicrobianas como chile ja lapefio,
chile chipotle y epazote, son de relevancia para observar el comportamiento de los

probiéticos cuando estan en contacto con éstos.
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La vida de anaquel de los quesos simbioticos en sus diferentes formulaciones se
siguid a lo largo de 3 semanas, en condiciones de refrigeracion (4 °C), realizando
dos determinaciones por s emanap aral os parametros m icrobiolégicos y
fisicoquimicos. S e r ealizaron dos | otes i ndependientes de q ueso p or ¢ ada
formulaciony ac adau node el los,s el esr ealizaron | as determinaciones
microbioldgicas y fisicoquimicas por duplicado.

A c ontinuacion s e m uestran | os r esultados de v iabilidad obtenidos para las
diferentes formulaciones propuestas del queso simbidtico a lo largo de la vida de
anaquel. A si mismo, se presentan los resultadosd el os microorganismos
indicadores y los parametros fisicoquimicos (pH y acidez) evaluados.

5.2.3.1. Formulacién de queso blanco

Tabla 5.8. Resultados de parametros microbiolégicos y parametros fisicoquimicos

para queso simbidtico blanco al inicio y final de la vida de anaquel***

Queso blanco con Queso blanco con
Parametro L.pasei y L.casei.liofili'zado y
L.acidophilus L.acidophilus
liofilizado microencapsulado
L.casei Inicio 7.1 7.0
(log UFC/ gqueso) | Fin 7.2 6.6
L.acidophilus Inicio 7.1 7.7
(log UFC/ gqueso) | Fin 7.0 7.3
MA Inicio Negativo 1.99
(log UFC/ gqueso) | Fin 3.26 2.40
Coliformes Inicio Negativo*® Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo* Negativo*
HL Inicio Negativo* Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo*® Negativo*®
oH Inicio 6.94 6.85
Fin 6.42 6.80
Acidez Inicio 0.02 0.02
(% Acido lactico) | Fin 0.03 0.02

* Sensibilidad del método 10 UFC/ gqueso
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***Nota: Los resultados completos de |la cuenta de | os probidticos desde el dia
cero al dia final de | a vida de anaq uel (dia 21), se encuentran en las tablas del
Anexo 7: Tabla A.7.2. (Queso blanco con L.casei y L.acidophilus liofilizados) y
Tabla A .7.3. (Quesobl ancoc on L.casei liofilizadoy L.acidophilus

microencapsulado).

8.0

7.5 A A A

7.0%5 —tk— el Bl S E-- -
i 1}

o o 0

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
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—@— L. casei liofilizado O— L. casei liofilizado (M)

= &~ L.acidophilus liofilizado A= L.acidophilus microencapsulado
—8— MA (L) O0— MA(M)

- J

Figura 5.5. Parametros microbioldgicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
blanco con probid6ticos liofilizados (L.casei y L.acidophilus); y con probidticos:
L.casei liofilizado ( L.casei (M))y L.acidophilus microencapsulado. Mesofilicos
aerobios e n el q ueso ¢ on probidticos | iofilizados ( MA ( L))y con probidticos
liofilizado y microencapsulado ((MA (M)).
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Figura 5.6. Parametros fisicoquimicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
blanco con probid6ticos liofilizados (L.casei y L.acidophilus); y con probidticos:
L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

Para el queso blanco con probidticos liofilizados se observa que ambos probidticos
mantienen una estabilidad similard urante lav idadea naquel, yaq ue la
concentracion de a mbos probiéticos permanece constante yno se observaun
crecimiento de los mismos en este queso, practicamente terminan en el mismo
nivel en el que empiezan (7.1 log UFC/ gqueso)-

Lo contrario se observa para el queso con L.acidophilus microencapsulado, ya que

L.acidophilus mantiene su concentracion, pero la de L.casei disminuye por media

unidad logaritmica.
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Con esto se observa, que la finalidad de proteger al microorganismo del ambiente
en elqu eseencuentra através de una microcapsula sise cumple,yaque
mantiene estable su viabilidad, mientras que el que se encuentra liofilizada es mas
propenso a ser afectado por el ambiente en el que se encuentra.

Miremadi y Shah (2012), afirman que la tendencia en |la adicién de probidticos en
los alimentos es incorporar L.casei en combinacion con L.acidophilus puesto que
se ha observado que cuando se encuentran juntos en alguna matriz alimenticia su
viabilidad s e mantiene es table e i nclusive au menta, m ientras que c uando s e
encuentran solos, su viabilidad generalmente se ve afectada. E ste fenomeno de
mantener o a umentar s u v iabilidad, | ad enominan sinergismo, sin em bargo
mencionan g ue a un no h ay una ex plicacion de di cho ¢ omportamiento, s u
justificacién la basan mencionando que L.casei y/o L.acidophilus producen ciertos
metabolitos que f avorecen el mantenimiento de estos pr obidticos ¢ uando s e
encuentran juntos.

Por ot ro | ado, M artinez (2005) menciona q ue L.casei produce D -acido | actico,
compuesto que complementa el crecimiento de L.acidophilus cuando L.casei se
encuentra en mezcla con este microorganismo.

EnlaFigura 5.5., se observa que para el queso blanco adicionado con |os dos
probidticos liofilizados éstos presentan una concentracion mas estable que cuando
se encuentran en forma separada por la microcapsula que recubre a L.acidophilus.
Esto s e ex plica c on lo ant eriormente mencionado, y a g ue c uando L.casei y
L.acidophilus estan libres se favorece su interaccion por 1o que su viabilidad se
mantiene. Loc ontrarios eobs ervaen elq uesoc on L.acidophilus

microencapsulado, d onde és te mantienes u concentracion graciasal a
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microcapsula que lo protege del ambiente exterior, sin embargo L.casei pierde su
viabilidad ya que no esta en contacto con dicho microorganismo.

En la Figura 5.5., se observa que L.acidophilus microencapsulado es el probiético
que inicia con una cantidad mas elevada (7.7 log UFC/ gqueso) respecto a los otros
probiéticos inoculados en a mbostiposd e queso.EnlasSeccion4. 1.1.2., se
realizaron los ajustes necesarios para que todos los probiéticos inoculados en las
diferentes formulaciones de queso inicien con la misma cantidad considerando la
pérdida de | os mismos dur ante el desueradoy pr ensado e n el pr oceso de
elaboracién de q ueso; s in e mbargo, la cantidad elevadac onl aq ue i nicia
L.acidophilus microencapsulado respecto a los otros probidticos, se debe a que los
componentes de | os c uales es ta hec ha la m icrocapsula (acidos g rasos)s e
adhieren m ejor dur ante | a formacion de | os enlaces proteinicos que s e forman
durante el prensado del queso.

Otro par ametro q ue se de be considerar, es el des arrollo q ue se presentd de
mesofilicos aerobios en ambas formulaciones para el queso blanco. Al adquirir el
cultivo iniciador (LALLEMAND) ya existia la presencia de estos microorganismos.
Esto s e demostro ex perimentalmente al d eterminar | a c uenta de mesofilicos
aerobios encadau nadel as presentaciones d e |l os probidticos s iguiendo | a
metodologiade| as eccion4. 1.3.1.2. C uantificacion de m icroorganismos
indicadores. Los resultados obtenidos para la cuenta de mesofilicos aerobios en

los probidticos utilizados fueron:
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+ Mesofilos aerobios | casei liofiizado: 380 £ 2.1 UFC/ Giiofilizado
(2.8 log UFC/ giiofilizado)

+ Mesdfilos aerobios L acidophilus liofilizado: 270 * 1.8 UFC/ Qiiofilizado
(2.4 log UFC/ Giiofilizado)

+ Mesofilicos aerobios | acidophilus microencapsulado: 260 £ 1.9 UFC/ Gmicroencapsulado
(2-4 Iog UFC/ gmicroencapsulado)
En la Figura 5.5., se observa que la cantidad de mesofilicos aerobios en el queso
blanco con probidticos liofilizados aumenta al transcurrir el tiempo de | a vida de
anaquel, m ientras g ue | os mesodfilos aerobios d el q ueso con L.acidophilus
microencapsulado permanece c onstante. Comoy a s e m enciond, ¢ uando | os
probiéticos estan en forma libre permanecen en una concentracion constante. Se
observo que los mesdfilos aerobios desarrollaron en 3 6rdenes de magnitud, es
probable q ue | os metabolitos g enerados d e | a i nteraccidn con los pr obidticos
cuando s e enc uentran e n forma |l ibre, c oadyuve al c recimiento del gr upo de
mesofilicos aerobios; mientras que cuando los probidticos estan separados, al no
existir esta interaccion, no favorece el crecimiento de los mesofilicos aerobios. La
presencia de mesofilicos aerobios en los cultivos probiéticos empleados en esta
parte del proyecto es una contaminacién para los quesos elaborados, ya que en
aquellos elaborados en la parte | no se existia este grupo (Seccién 5.1.3.1.2.); este
grupo no solo fue resiste sino ademas desarroll6 en presencia de los probidticos
(formulacion de queso blanco con probidticos liofilizados) lo cual podrian afectar la
calidad m icrobioldgica y s ensorial de | os quesos. Y también pone en duda el

posible efecto probidtico de las BAL empleadas.
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Es recomendable s ugerir al proveedor v erificar | a c alidad m icrobiologica de | os
cultivos inciadores.

La nor ma NOM-243-SSA1-2010 considera al m icroorganismo Staphylococcus
aureus como un par ametro de calidad, por o que, es necesario verificar si este
microorganismo n 0 s e enc uentra d entro de | os mesofilicos presentes en las
formulaciones. P atlan (2012), realizé |a cuantificacién de Staphylococcus aureus
como par ametro de c alidad par a determinar| av idade anaquelde cuatro
formulaciones de queso. El reporte para la cuantificacion de S.aureus para todas
las formulaciones de queso con las que trabajo fue ausencia/ 10 gqueso, pPOr 10 que,
la presencia de S.aureus dentro de las ocho formulaciones de queso simbidtico
elaboradas par a es te proyecto también s e c onsidera a usente yaque sonlas
mismas formulaciones que elabor6 Patlan (2012).

Por otra parte, la ausencia de coliformes totales, hongos y levaduras, muestra que
se | levaron ac abo buenas practicas d e m anufactura y las ¢ ondiciones de
almacenamiento de los quesos fueron adecuadas. Al igual que en la primera parte
del proyecto, estos microorganismos ¢ ontinuan a usentes, p or |l o q ue t ambién
indica que los probioticos empleados no vienen contaminados con estos grupos de
microorganismos.

Los parametros fisicoquimicos, se encuentran dentro de los limites normales para
queso blanco (6.5 a 6.7; Hill, 2007), sin embargo, se puede observar que el queso
con probidticos liofilizados presenta un mayor descenso en el pH que el queso con
L.acidophilus microencapsulado, esto c oncuerda con que dicho queso presenta
mayor desarrollo de mesofilicos aerobios respecto al microencapsulado, los cuales

provocan la disminuacion del parametro. Este descenso, también se puede deber
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a la actividad metabdlica debido aq uel os probidticos lio filizados estan
interactuando de una forma mas directa que cuando esta uno microencapsulado.
La ac idez au menta, lo c ualt ambién nos habl ad e q ue ex iste u n pr oceso
metabdlico debido al desarrollo de mesofilicos aerobios o de los probidticos.

A pesar de q ue no se realizé un queso blanco con probidticos sin fibra soluble
para ver el efecto que ésta causa sobre |os probidticos, no s e le puede atribuir
algun efecto inhibitorio o negativo sobre los probioticos, puesto que la viabilidad de
los mismos permanece practicamente estable para ambas presentaciones de | os
probidticos. Escobar et al. (2012), indican que la adicion de fibra de haba en queso
panela, n ot iene u n e fecto s ignificativo s obre | a v iabilidad de | as bac terias
probidticas durante 30 dias de almacenamiento a 4°C; por otro lado, Rodrigues et
al. (2011), mencionan que la adicion de inulina en una matriz cuajada contribuye
favorablemente au ni ncrementoc ontinuode | asc élulasv iablesd el
microorganismo L.acidophilus La-5 a lo largo de 30 dias de madurado.

A p esar de | os inconvenientes que s e presentan sobre |a viabilidad de L.casei
debido al uso de L.acidophilus microencapsulado, la suma de ambos probidticos al
término de la vida de anaquel en el queso blanco se e ncuentra de ntro de | os
limites es perados para que éste cause su efecto b enéfico s obre el consumidor
(1x10%UFC/ gqueso)- Asi mismo, al término de la vida de anaquel del queso blanco
con probidticos liofilizados, éste también tiene la cantidad de probioticos suficiente

para que cause su efecto benéfico sobre el consumidor.
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5.2.3.2. Formulacién de queso con chile jalapefio

Tabla 5.9. Resultados de parametros microbiol6gicos y parametros fisicoquimicos
para queso simbiotico con chile jalapefio al inicio y final de la vida de anaquel***

Queso jalapefio con Queso jalapefio con
Parametro L.pasei y L. casei. Iiofili'zado y
L.acidophilus L.acidophilus
liofilizado microencapsulado
L. casei Inicio 7.0 7.1
(log UFC/ gqueso) Fin 2.0 2.0
L.acidophilus Inicio 6.8 7.0
(log UFC/ gqueso) Fin 6.5 6.6
MA Inicio 1.47 1.81
(log UFC/ gqueso) | Fin 3.24 3.44
Coliformes Inicio Negativo* Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo* Negativo*
HL Inicio Negativo* Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo*® Negativo*®
oH Inicio 6.75 6.58
Fin 6.24 6.50
_Acidez Inicio 0.03 0.03
(% Acido lactico) | Fin 0.03 0.04

* Sensibilidad del método 10 UFC/ gqueso

***Nota: Los resultados completos de |la cuenta de | os probidticos desde el dia
cero al dia final de | a vida de anaq uel (dia 21), se encuentran en las tablas del
Anexo 7: Tabla A.7.4. ( Queso c on c hile j alapefio con L.casei y L.acidophilus

liofilizados) y Tabla A .7.5. ( Queso con c hile j alapefio con L.casei liofilizado y
L.acidophilus microencapsulado).
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Figura 5.7. Parametros microbioldgicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
con c hile j alapeio c on probidticos lio filizados ( L.casei y L.acidophilus); y c on
probidticos: L.casei liofilizado (L.casei (M)) y L.acidophilus microencapsulado
(L.acidophilus). M esofilicos aerobios en el queso con probidticos liofilizados (MA
(L)) y con probidgticos liofilizado y microencapsulado ((MA (M)).

Pagina | 87



V. Analisis de resultados y discusion

~

7.00 A - 0.05
I /+--—

6.80 - -~

- 7’ -

o

L

3]

i

3

I | —
- 6.60 O.Q%
S

N

(0]

°

o

<

6.40 -

620 —m—mmm——m——m————m—m——————m—————— 77— 1————+—+ (.01
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
—— pH liofilizado Tiempo (dias) —&— pH microencapsulado

\_ = &= Acidez liofilizado = ¢= Acidez microencapsulado )

Figura 5.8. Parametros fisicoquimicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
con c hile j alapefo c on pr obidticos | iofilizados ( L.casei y L.acidophilus);y c on
probidticos: L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

En la Figura 5.7., se observa que en ambos tipos de queso L.casei es sumamente
sensible al c hilej alapefio, yas eaqu e see ncuentrec on L.acidophilus
microencapsulado o liofilizado, por o que la inestabilidad del probidtico frente al
chile jalapefio se debe al tipo de cepa utilizada, ya que para ambas formulaciones
este m icroorganismo presenta unat endencia s imilar a di sminuir s u v iabilidad
conforme se desarrolla la vida de anaquel, este comportamiento no se observa en
el queso blanco que funcioné como queso control, asi mismo, enlaparte |, se
observa que L.casei en el queso con chile jalapefio mantiene estable su viabilidad

alolargodel avidadea naquel. S in e mbargo, L.casei muestra una mayor
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estabilidad en el queso jalapefio con L.acidophilus microencapsulado, ya que a
pesar de q ue en a mbas formulaciones L.casei disminuye s u concentracion,
cuando es ta c on L.acidophilus microencapsulado m antiene una concentracion
mas elevada que cuando esta con L.acidophilus liofilizado a lo largo de |la vida de
anaquel.

En cuanto a L.acidophilus, enla Figura 5.7., se observa que ya sea liofilizado o
microencapsulado, presenta estabilidad a o largo de |a vida de anaquel. A pesar
de que L.acidophilus en sus dos presentaciones tiene una mayor estabilidad que
L.casei, se observa que sie xiste reduccion ens uv iabilidad p ara a mbas
presentaciones, porlo que sile afectala presencia de chile jalapefio, peroes
minima comparandola con el efecto inhibitorio que éste causa sobre L.casei.

A pesar del efecto adverso que tiene el chile jalapefio sobre los probiéticos, al final
de la vida de anaquel se mantiene la concentracion recomendada en el queso con
chile jalapeno para generar su efecto benéfico al consumidor.

La presencia de m esofilicos aerobios en este queso, también se atribuye a u na
aportacion por parte de los probidticos inoculados. Se obs erva q ue par a este
grupo, el queso jalapefio no tiene un efecto inhibitorio, ya que éstos crecen de una
manera similar en ambos tipos de queso a lo largo de |la vida de anaquel; esto se
confirma con el descenso del pH y el aumento de acidez en los quesos (Figura
5.8.), estos cambios en los parametros fisicoquimicos, demuestran que existe una
actividad metabdlica por parte de estos microorganismos. Este descenso, no se
puede atribuira la accidon metabdlica d e | os pr obidticos puesto que éstosno

crecen a lo largo de la vida de anaquel. El pH en este tipo de quesos, es menor
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con r especto al q ueso bl anco, debido a q ue el c hile di sminuye el pH porla
naturaleza de los mismos.

A pesar de la presencia de mesofilicos aerobios no hubo desarrollo de coliformes,
hongos y levaduras en este queso, por lo que los parametros de calidad del queso
estan dentro de los limites esperados.

5.2.3.3. Formulacién de queso con chile chipotle

Tabla 5.10. Resultados de parametros microbiolégicos y parametros
fisicoquimicos para queso simbiotico con chile chipotle al inicio y final de la vida de

anaquel***
Queso chipotle con Queso chipotle con
Parametro L.f:asei y L.casei_liofili_zado y
L.acidophilus L.acidophilus
liofilizado microencapsulado
L.casei Inicio 7.1 6.6
(log UFC/ gqueso) | Fin 2.0 6.9
L.acidophilus Inicio 6.8 6.3
(log UFC/ gqueso) | Fin 6.6 6.0
MA Inicio 1.8 2.0
(log UFC/ gqueso) | Fin 2.5 3.3
Coliformes Inicio Negativo*® Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo* Negativo*
HL Inicio Negativo* Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo* Negativo*
oH Inicio 6.76 6.61
Fin 6.43 6.58
_Acidez Inicio 0.03 0.03
(% Acido lactico) | Fin 0.03 0.04

* Sensibilidad del método 10 UFC/ gqueso

***Nota: Los resultados completos de la cuenta de | os probidticos desde el dia
cero al dia final de | a vida de anaq uel (dia 21), se encuentran en las tablas del
Anexo 7 : Tabla A.7.6. ( Queso c on c hile chipotle con L.casei y L.acidophilus
liofilizados) y T abla A.7.7. ( Queso con c hile c hipotle con L.casei liofilizadoy
L.acidophilus microencapsulado).
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Figura 5.9. Parametros microbioldgicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
con c hile ¢ hipotle c on probidticos | iofilizados ( L.casei y L.acidophilus);y c on
probioticos: L.casei liofilizado ( L.casei (M))y L.acidophilus microencapsulado.
Mesofilicos aer obios en el q ueso ¢ on pr obiodticos | iofilizados ( MA (L)) y con
probidticos liofilizado y microencapsulado ((MA (M)).
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Figura 5.10. Parametros fisicoquimicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
con c hile ¢ hipotle ¢ on pr obidticos | iofilizados ( L.casei y L.acidophilus);y ¢ on
probidticos: L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

Enla Figura 5.9., se observa que la concentracién de L.casei se ve reducida
considerablemente cuando se encuentra con L.acidophilus liofilizado; mientras que
cuando L.casei se e ncuentra e n mezcla c on L.acidophilus microencapsulado
ademas de mantener su viabilidad, aumenta su poblacion a lo largo de la vida de
anaquel (inicia en 6.6 log UFC/ gqueso Y termina en 6.9 log UFC/ gqueso)- En la parte
| del proyecto, se observo que L.casei aumenta su poblacion unicamente cuando

se encuentra en el queso con chile chipotle debido al alto contenido en sacarosa

con la que se elabora el preparado de chile chipotle, este comportamiento también
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se observa para la formulacién con el queso con chile chipotle de la parte Il aun
con la nueva cepa de L.casei.

Respecto a L.acidophilus, se observa que la estabilidad durante la vida de anaquel
se debe a | as caracteristicas de | as cepas utilizadas y no a la proteccion que
aporta la microcapsula, ya que cuando éste se encuentra en forma liofilizada su
estabilidad es similar a cuando se encuentra en forma microencapsulada.

Pese ala pérdida de viabilidad en | os probiéticos en am bas formulaciones de
queso con chile chipotle, al final de la vida de anaquel, la suma de los probiéticos
cumple c on | a c antidad minima r equerida par a ej ercer s u e fecto benéfico al
hospedero.

En cuanto a la presencia de m esofilicos aerobios en las formulaciones con chile
chipotle, se atribuye unav ezm &s,a unaap ortacioni nicial de e stos
microorganismos por parte de los probidticos. En ambos tipos de queso con chile
chipotle, s e o bserva q ue este ingrediente tampoco ejerce u n e fecto i nhibitorio
sobre los mesofilicos aerobios, ya que éstos si aumentan su poblacion a lo largo
de la vida de anaquel; sin embargo, el aumento en la viabilidad de este grupo, es
menor q ue el au mento en | a viabilidad de los m esofilicos aer obios q ue es tan
presentes en el queso con c hile jalapefio. Aliniciode la vida de an aquel, el
promedio de m esofilicos aer obios en | as f ormulaciones de g ueso ¢ on ¢ hile
jalapefio y chile chipotle es de 2 log UFC/ gqueso, al final de la vida de anaquel, en
promedio los quesos con chile jalaperio tienen una cuenta de 3.34 log UFC/ gqueso
mientras que los mesofilicos aerobios de los quesos con chile chipotle es de 2.9
log UF C/ g queso- El he cho d e que | os m esofilicos aer obios crezcan mas enlos

quesos con chile jalapefio que en los quesos con chile chipotle, se atribuye a que
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el chile chipotle tiene un mayor efecto i nhibitorio s obre |0s m esofilicos aerobios
que el chile jalapefio. Esto concuerda con el pH de los quesos con chile chipotle,
ya q ue | areduccion de este parametro d urante | a vida d e a naquel es menor
comparandolos con el pH de los quesos con chile jalapefio, el poco descenso del
pH que se observa en los quesos con chile chipotle, explica que hay una ac cién
metabdlica m icrobiolégica m enor debido a q uel os m esofilicos aer obios s e
desarrollan en m enor cantidad en es tas f ormulaciones que en las de chile

jalapefio.
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5.2.3.4. Formulacién de queso con epazote

Tabla 5.11.Resultados de parametros microbioldgicos y parametros fisicoquimicos
para queso simbiotico con epazote al inicio y final de la vida de anaquel***

Queso epazote con Queso epazote con
Parametro L.pasei y L.casei.liofili'zado y
L.acidophilus L.acidophilus
liofilizado microencapsulado
L.casei Inicio 7.4 7.1
(log UFC/ gqueso) | Fin 4.0 7.0
L.acidophilus Inicio 7.4 6.8
(log UFC/ gqueso) | Fin 6.4 6.4
MA Inicio 1.5 2.1
(log UFC/ gqueso) Fin 2.9 3.5
Coliformes Inicio Negativo*® Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo*® Negativo*®
HL Inicio Negativo*® Negativo*
(UFC/ gqueso) Fin Negativo* Negativo*
oH Inicio 6.79 6.65
Fin 6.56 6.65
Acidez Inicio 0.03 0.03
(% Acido lactico) | Fin 0.03 0.03

***Nota: Los resultados completos de la cuenta de | os probidticos desde el dia
cero al dia final de | a vida de anaq uel (dia 21), se encuentran en las tablas del
Anexo 7: Tabla A.7.8. (Queso con epazote con L.casei y L.acidophilus liofilizados)
y Tabla A .7.9. (Quesoc on epazote con L.casei liofilizadoy L.acidophilus
microencapsulado).
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Figura 5.11. Parametros m icrobioldgicos de lav ida de anaquel del q ueso
simbidtico con epazote con probidticos liofilizados (L.casei y L acidophilus); y con
probioticos: L.casei liofilizado ( L.casei (M))y L.acidophilus microencapsulado.
Mesofilicos aer obios en el q ueso c on pr obiodticos | iofilizados ( MA (L)) y con
probidticos liofilizado y microencapsulado ((MA (M)).
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Figura 5.12. Parametros fisicoquimicos de la vida de anaquel del queso simbidtico
con epazote con probid6ticos liofilizados (L.casei y L.acidophilus); y con probidticos:
L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado.

Dentro de la bibliografia consultada, no se encontraron datos que muestren que el
epazote (Chenopodium ambrosioides) es un vegetal q ue t enga al gun e fecto
inhibitorio sobre los probidticos. Sin embargo, en la medicina popular de muchos
paises de A meérica L atinay el C aribe utilizan | as hoj as en i nfusion como un
remedio analgésico contra un gran numero de enfermedades. Ademas, también se
utiliza am pliamente como i ngrediente c ulinario. E | e pazote, c uenta con muchos
compuestos activos, uno de ellos: el ascaridol, del cual se ha d emostrado que

tiene actividad antiprotozooaria y fungitoxica. Sin embargo, las concentraciones en

que és te s eenc uentraen | as hojas, s on m inimas porl oq uel os e fectos
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mencionados s 6lo se han o bservado con el uso de s u aceite esencial (Goémez,
2008).

Las p artes aéreas d e | a p lanta c ontienen un ac eite esencial rico en as caridol,
peréxido monoterpénico que puede encontrarse en proporcion del 45% y hasta del
75% en el ac eite esencial. O tros t erpenoides como el para-cimeno, | imoneno,
mirceno, beta-pineno, al canfor, alfa-terpineno, terpineol y safrol, alcanos y acido
butirico en pequefas c antidades, t ambién es tan pr esentes en el ac eite. L os
flavonoides ambroside y ramndsido de k amferol se han detectado en | as hojas y
dos glicésidos de kamferol en el fruto. Ademas del aceite esencial, la flor contiene
componentes fenilicos, los acidos ferulico y vanilico; y en la semilla, saponinas y
esteroles. En la raiz se indica |la presencia de las saponinas, quenopodiosidos A y
B, y h eterésidos triterpénicos ( Epazote, Atlasd el as P lantas d e | a M edicina
Tradicional Mexicana, 2009).

Se podria pensar que los compuestos presentes en las hojas pudieran tener algun
efecto antimicrobiano y afectar la viabilidad de los probioticos. En la Figura 5.11.
se observa que para el queso con probidticos liofilizados, la presencia del epazote
les afecta a ambos, ya que L.casei reduce su viabilidad en 3 unidades logaritmicas
mientras que L.acidophilus reduce su viabilidad 1 unidad logaritmica al término de
la vida de an aquel; mientras que para el queso con epazote con L.acidophilus
microencapsulado, éste se mantiene en el mismo orden logaritmico al igual que
L.casei ya que para ambos probiéticos s 6lo s e reduce su cuenta en unidades
dentro del mismo orden logaritmico.

El ep azote, c omo s e m enciona en el A tlas de las P lantas d e la Medicina

Tradicional Mexicana (2009), esta formado por distintos compuestos quimicos, por
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lo tanto, es posible que alguno de estos compuestos interfiera con | a actividad
metabdlica de L.casei o L.acidophilus.

Aun cuando se presento la reduccion en la viabilidad de los probiéticos en ambas
formulaciones de q ueso ¢ on ep azote, pr incipalmentee nlaq uellevaal os
probidticos liofilizados, la cuenta total entre ambos probidticos al término de la vida
de anaquel, seria suficiente para causar los efectos benéficos esperados sobre la
salud de las personas que lo consuman.

Los mesofilicos aerobios en este queso se encuentran en mayor cantidad respecto
a las otras formulaciones de queso, ya que el epazote es una planta que se cultiva
en el suelo, por lo cual, a pesar del pretratamiento que se hace para agregarlo a la
cuajada, el epazote incorporo¢ parte de su microbiota al queso.

El pre-tratamiento es un proceso de sanitizacién que fue estandarizado por Patlan
(2012), el cual c onsiste en | avar el epaz ote c on agua c orriente y det ergente,
reducir la carga microbiana a través del uso de un desinfectante a b ase de una
mezcla de acidos organicos, finalizando con un tratamiento térmico para reducir en
mayor c antidad |a microbiota asi como para aumentar el sabor del epazote. La
cuenta de mesofilicos aerobios después de este tratamiento fue de:

37 x 10" UFC/ gepazote-

Los mesofilicos a erobios al ser parte de la microbiota d el e pazote, noseven
afectados por el efecto inhibitorio del mismo ya que estos microorganismos son
acompanfantes naturales del ep azote, porl oqu e probablemente generan
resistenciaal os c omponentesi nhibitorios del m ismo yes tol es permite
desarrollarsea lol argodel av ida dea naquel.S in embargo, es tos

microorganismos no ejercen accion metabdlica en el queso, ya que tanto el pH
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como la acidez de los quesos permanecen constantes durante la vida de anaquel.
El ¢ omportamiento de es tos par ametros fisicoquimicos se as emeja mas a |
comportamiento d e | os par ametros fisicoquimicos de | q ueso blancoque al os
quesos con chile chipotle o jalapefio, lo cual es de esperarse, ya que el epazote no
es un aditivo que modifique considerable el pH de los alimentos que lo contienen a
diferencia de los chiles que si modifican el pH del alimento que los contiene debido
a la naturaleza de los mismos.

A pesar de la cuenta microbiana que aporta el epazote al queso, la concentracion
de mesofilicos s e en cuentra considerablemente ba ja c omparada con | os o tros
quesos des arrollados, ya que no ex ceden por mas de un orden |ogaritmico | as
cuentas de | os m esofilicos aer obios d e las otras f ormulaciones. A si mismo, el
epazote no aporta coliformes totales, hongos y levaduras al queso, ya que éstos
permanecen ausentes a lo largo de la vida de anaquel, lo cual nos habla de que el
pretratamiento de | ep azote es e ficiente. La ausencia de es tos dos gruposde
indicadores en el queso, indican que durante el proceso de elaboracién las buenas
practicas de manufactura se llevaron a cabo de una manera eficiente al igual que
las condiciones de almacenamiento.

5.2.4. Comparacién de las formulaciones de quesos elaborados en la parte |
con los elaborados en la parte Il

En la parte | del proyecto se observd que L.casei es un probidtico que tiene una
viabilidad constante dentro de las concentraciones recomendadas para causar su
efecto benéfico cuando esta presente en las tres formulaciones de queso (blanco,

jalapefio y chipotle).
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Sin embargo, L.acidophilus sis e ve afectado enlas formulaciones de queso
blanco, ya que, ésta se reduce en mayor cantidad con respecto a lo que sucede
con L.casei. Este aspecto se considero6 al incluir en | a parte |1 del proyecto, una
barrera quimica que proteja a L.acidophilus: la microcapsula. Sin embargo en esta
segunda parte, las cepas con las cuales se trabajo fueron diferentes alas de |l a
primera parte y se observo que para la formulacion de queso blanco existe se
favorece | a i nteraccion entre L.casei y L.acidophilus cuando es tan e n c ontacto
directo, 1o cual m antiene s u viabilidad, mientras que cuando L.acidophilus esta
microencapsulado, lav iabilidadd e L.casei sev e af ectadam ientras q ue
L.acidophilus la conserva por accion de la microcapsula. Por otra parte, para las
formulaciones con chile jalapefio, chile chipotle y con epazote, se observa que la
viabilidad se ve afectada por el uso de estas especias cuando los probidticos se
encuentran liofilizados, mientras que cuando L.acidophilus esta microencapsulado,
la viabilidad de ambos probiéticos se mantiene.

Este comportamiento nos habla de que trabajar con los mismos microorganismos,
en este caso L.casei vy L.acidophilus, n o g arantiza q ue és tos pr esentaran el
mismo comportamiento frente a las diferentes formulaciones de queso. Ya que el
comportamiento de las cepas, aun cuando se trate del mismo género y especie,
sera diferente, pues la reaccion de éstas alas diferentes condiciones a | as que
son expuestas es U nica par a c adaun a de el las. Por lo q ue, esi mportante
caracterizar el c omportamiento de |as c epas d e diferentes pr oveedores en | as

formulaciones que se estén trabajando.
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V1. Conclusiones

La cantidad del indculo se establecié para que |os quesos tuvieran una cuenta
inicialde 1 x 10® UFC/ Jqueso €ntre ambos probioticos (L.casei + L.acidophilus),
cantidad q ue per mite m antenerlos al final de | a vida de anaq uel dentro de | os

limites para considerar al queso como alimento probiético.

El éxito en el mantenimiento de las bacterias probidticas en el queso depende de
las c epas ut ilizadas, de s u pr oteccion mediante el us o0 de m icroorganismos

microencapsulados y de la matriz en que se encuentran.

La s obrevivencia de | os probidticos expuestos a ambientes no favorables como
chile o epaz ote d ependera del tipod e c epa ut ilizada, y a que, au ns iendo
probidticos d el m ismo g éneroy es pecie, cada c epa s e comporta de m anera

diferente.

Para el estudio de la vida de anaquel de los probiéticos deben utilizarse medios y
condiciones de cultivo que permitan diferenciarlos entre ellos; los cuales también
dependeran del tipo de cepa utilizada, ya que c ada cepa probidtica se comporta

de manera diferente.

Pagina | 102



VI. Conclusiones

Lactobacillus casei cepa Rosell-215 ND- 100B (INSTITUT ROSELL
LALLEMAND), s e puede c uantificar s electivamente en el m edio M RS-NaCl, a
37°C, 72 h, a naerobiosis, c uando s e enc uentra en mezcla c on L.acidophilus

R0052-150 o con L.acidophilus Probiocap™ Rosell-52 ME, 50.

Lactobacillus acidophilus R0052-150, (INSTITUT ROSELL LALLEMAND) y
Lactobacillus acidophilus Probiocap™ Rosell-52 ME, 50 (INSTITUT ROSELL
LALLEMAND), se pueden cuantificar selectivamente en el medio MRS a 43 °C, 72
h, a naerobiosis; cuando se encuentran en mezcla con L.casei Rosell-215 N D-

100B.

El queso fresco con fibra soluble, en s us diferentes presentaciones: blanco, con
chile chipotle, chile jalapefio y epazote, es un buen vehiculo para la inclusién de

probidticos como L.casei y L.acidophilus.

El uso de un probidtico microencapsulado presenta ventajas y desventajas dentro
de una matriz alimentaria como lo es el queso, ya que protege la viabilidad del
microorganismo, p ero pue de i mpedir la i nteraccion c on o tros microorganismos
presentes, en este caso con L.casei. Sin embargo, esta interaccion dependiendo
del tipo de q ueso pu ede s er be néfica o desfavorable, p orl o que | as m ejores
combinaciones p aral ai nclusion de e stos probidticose n las diferentes

formulaciones de queso son:
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a) Queso fresco simbiotico blanco: L.casei y L.acidophilus en forma liofilizada.

b) Queso fresco simbidtico con chile jalapefio: L.casei liofilizado con L.acidophilus
microencapsulado.

c) Queso fresco simbidtico con chile chipotle: L.casei liofilizado con L.acidophilus
microencapsulado.

d) Queso f resco simbidtico con e pazote: L.casei liofilizado ¢ on L.acidophilus
microencapsulado.

Los microorganismos indicadores y los parametros fisicoquimicos realizados a | o

largo de la vida de anaquel, permanecen dentro de los limites establecidos, lo que,

refleja | as buen as p racticas hi giénicas que s el levaronac abo dur antel a

elaboracion de los productos.

El q ueso es un alimento v ersatil g ue per mite | a utilizacion de adi tivos para
modificar su sabor; sin embargo, el uso de ingredientes como chile jalapefio, chile
chipotle o epazote, si afecta la viabilidad de los probi6ticos. Sin embargo, el ajuste
del in6culo permite que la cantidad de probidticos al final de la vida de anaquel sea
tal gue cumpla con la recomendacion para considerar al queso fresco con fibra

soluble en sus diferentes presentaciones como un alimento funcional y simbiotico.
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V1. Perspectivas y recomendaciones

1. Analisis sensorial de los quesos simbioticos.

La adicion de altos numeros de células viables y activas metabdlicamente pueden
afectar | a c alidad d el pr oducto, especialmente | as c aracteristicas se nsoriales
(Gomes et al., 2009). Por lo que es necesario realizar analisis de perfil sensorial
para ver como se afectan las caracteristicas sensoriales de los quesos elaborados

con los probidticos utilizados.

2. Andlisis de la influencia del envase de los quesos simbidticos sobre los
probioticos.

El sistema de envase tiene que ser considerado como un paso importante dentro
del proceso de alimentos funcionales |acteos y deben t omarse en consideracion
para m ejorar la es tabilidad d el as bac terias pr obidticas en| os al imentos
(Vermeiren et. al., 1999), debido a esto se debera utilizar un envase de atmoésfera
modificada para | os q uesos y verlainfluencia q ue tiene el e nvase s obre la
concentracion de | os probidticos y sobre el tiempo de vida de anaqueldelos

quesos simbidticos.
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3. Adquisicion de probiéticos comerciales
La pureza de un in6culo debe considerarse antes de elegir un proveedor, ya que
de lo contrario, el indculo puede aportar una carga microbiana que modifique los

parametros microbiolégicos de calidad del producto donde se adicione.

4. Métodos especificos para la diferenciar la cuantificacién de probioticos

Los probidticos utilizados son bacterias que tienen una alta cercania en cuanto a
sus co ndiciones 0 ptimas de crecimiento y en sus r equerimientos nutrimentales
para d esarrollarse en un m edio, por|o que s e sugiere bus car un m étodo mas
especifico de cuantificacion para diferenciar a L.casei de L.acidophilus cuando se
encuentran mezclados, ya sea mediante el uso de medios con nutrimentos mas
especificos r equeridos por ¢ ada probidético o m ediante elus odet écnicas
moleculares que aseguren la cuantificacion especifica de cada probiotico presente

en el alimento.
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VI1I. Anexos

ANEXO 1: Preparacion de la muestray cuenta por vertido en placa
Las ac tividades s e r ealizan en ¢ ondiciones es tériles. Los m edios y s oluciones
diluyentes s e utilizan estériles, |a composicion y preparacion de los mismos se
encuentran e nel ANEXO 2. Todo el material utilizado s e es terilizd por ¢ alor
hamedo a 121 °C/ 15 min /15 Ib (Autoclave Yamato SM300).
Preparacion de la dilucion primaria
Pesar 10 g de queso y colocar en una bolsa para Stomacher ®. Adicionar 90 mL de
agua p eptonada. Colocar la bol sa en homegeneizador p eristaltico (Stomacher®
400 SEWARD) y realizar la digestion mecanica a la velocidad y tiempo que cada
meétodo requiera. Repartir el contenido en tubos Falcon de 50 mL dividido en 2
partes iguales. Centrifugara 1698.24 g por 5 min ( Centrifuga Heraeus Modelo
Biofuge Primo R). Juntar ambas partes del sobrenadante en matraz Erlenmeyer de
125 mL. Homogenizar el digerido con movimientos circulares hacia la derecha por
10 s y hacia la izquierda por 10 s mas.
Diluciones secundarias
Tomar1 mL de ladilucién primariay agregarloaunt ubocon 9mL de agua
peptonada (Dilucién 1:100). Agitar la muestra manualmente en un arco de 30 cm
con 25 m ovimientos de arriba abajo, e fectuados en unt iempo de 7 s egundos.
Realizar | as di luciones dec imales s eriadas s iguientes s egun| or equieral a

metodologia.
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Inoculacion de diluciones

Inocular por dupl icado, 1T m L del adi lucidon c orrespondiente en caja Petri
desechable. Agregar de 18 a 20 mL del medio fundido y mantenido a 45 °C. Para
homogenizar, mezclar mediante 6 m ovimientos de der echa a izquierda, 6 en el
sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante,
sobre una s uperficie lisa y horizontal hasta lograr la completa incorporacion del
in6culo en el medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar
solidificar. E |t iempo t ranscurrido des de el m omento enq uel am uestras e
incorpora al diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a | as
cajas, no debe exceder de 20 minutos. Incluir una caja sin indculo por cada lote de
medio y diluyente preparado c omo t estigo de es terilidad. Incubar | as c ajas en
posicion invertida durante el tiempo y a |l a temperatura que se requiera, segun la
metodologia de la cual se trate, como se indica para cada una de las metodologias

propuestas en IV. Metodologia.

Bibliografia

Adaptaciones realizadas a normas: NOM-092-SSA1-1994 y NOM-110-SSA1-1994.
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ANEXO 2: Preparacion, composicion de medios de cultivo y soluciones

Agar Cuenta Estandar
(BD Difco™)
Triptona 59
Extracto de levadura 25¢g
Dextrosa (Glucosa) 19
Agar 15¢g
Agua destilada 1L

Para preparar 1 L de medio, suspender 23.5 g del polvo en 1 L de agua destilada,
calentar a eb ullicibn por 1 minp aras uc ompleta disolucién. E sterilizar en
autoclave a 121 °C/ 15 min/ 15 Ib. pH final =7.0 £ 0.2

Agar MRS BD Difco' Lactobacilli MRS agar

Proteosa peptona No.3 10.0¢
Extracto de carne 10.0g¢
Extracto de levadura 50¢9
Dextrosa 200g
Polysorbato 80 109
Citrato de amonio 20g
Acetato de sodio 50¢9
Sulfato de magnesio 0149
Sulfato de manganeso 0.05¢
Fosfato dipotasico 2049
Agar 15.09

Suspender 70 g del medioen 1L de agua des tilada. A gitary c alentar c on
agitacion frecuente, hervir por 1 min para disolver por completo los componentes.
Esterilizar a 121 °C / 15 min/ 15 Ib. pH final 6.5 £ 0.2

Agar MRS-LICl

Agar MRS BD Difco™ Lactobacilli MRS agar 70 g
Cloruro de litio (J.T. Baker) 59
Agua destilada 1L

Para preparar un litro de medio, pesar5 g de LiCl y 70 g del medio comercial
MRS, s uspenderen 1L de aguad estilada. Agitary c alentar c on agitacién
frecuente, hervir por 1 min para disolver por completo los componentes. Esterilizar
a121°C /15 min/ 15 b, pH final 6.5 + 0.2
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Agar MRS-NaCl

Agar MRS BD Difco™ Lactobacilli MRS agar 70 g
Cloruro de sodio (J.T. Baker) 4049
Agua destilada 1L

Para preparar un litro de medio, pesar 40 g de NaCl y 70 g del medio comercial

MRS, s uspenderen 1L de aguad estilada. Agitary c alentar c on agitacién
frecuente, hervir por 1 min para disolver por completo los componentes. Esterilizar
a121°C /15 min/ 15 Ib, pH final 6.5 £ 0.2

Agar MRS-V

Agar MRS BD Difco™ Lactobacilli MRS agar 70 g
Vancomicina 0.05 % (USBiological®) 2mL
Agua destilada 1L

Para preparar un litro de medio, pesar 70 g del medio comercial MRS, suspender
en 1L de agua destilada. Agitar y calentar con agitacion frecuente, hervir por

1 min para disolver por completo los componentes. Esterilizara 121 °C/ 15 min/
15 Ib, pH final 6.5 £ 0.2

Para la solucion de vancomicina al 0.05%, pesar 50 mg de vancomicina y disolver
en 100 mL de ag ua destilada. Esterilizar por filtracién con un f iltro Millipore® de
0.22 ym. En condiciones de esterilidad, agregar 2 mL de la solucién estéril al

medio MRS, agitar suavemente para incorporar la soluciéon de vancomicina.

Agar Dextrosay Papa (BD Bioxon®)
Almidon de papa (infusidn de papa sélidos) 409

Dextrosa (Glucosa) 20.0g
Agar 15.0 g
Agua destilada 1L

Disolver 39 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, remojar de 10
a 15 min, calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 min.

pH final 5.6 £ 0.2 a 25 °C. Esterilizara 121 °C durante 15 miny 15 Ib de presion.
Una vez esterilizado el medio tiene que acidificarse para obtenerun pH = 3.5 +
0.2, esto se logra agregando 14 mL de una solucion de ac ido tartarico al 10 %

estéril por cada litro de medio.
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Alcohol-Acetona (GRAM)

Etanol (95%) 800 mL
Acetona 200 mL
Mezclar el alcohol y la acetona en un frasco ambar, homogenizar y almacenar.

Buffer especial de fosfatos

Bacto-peptona (Becton, Dicson and Company) 01g
Fosfato dibasico de potasio (J.T. Baker) 0.25¢
Fosfato monobasico de potasio (J.T. Baker) 0.25¢
Cloruro de sodio (J.T. Baker) 0.85¢
Tween 80 (drogueria Cosmopolita S.A. de C.V) 01g
Agua destilada 100 mL

Pesar todos los componentes y agregar 100 mL de agua destilada. Agitar hasta la
completa disolucion e integracién de los mismos. Esterilizar en autoclave a 121 °C/

15 min/ 15 Ib. Refrigerar hasta su uso.

Buffer regular de fosfatos

Peptona de soya (BD Bioxon®) 0.1g
Fosfato dibasico de potasio (J.T. Baker) 0121 g
Fosfato monobasico de potasio (J.T. Baker) 0.034 g
Agua destilada 100 mL

Pesar todos los componentes y agregar 100 mL de agua destilada. Agitar hasta la
completa disolucion e integracién de los mismos. Esterilizar en autoclave a 121 °C/

15 min/ 15 Ib. Refrigerar hasta su uso.

Cristal violeta de GRAM
Cristal violeta 19
Agua destilada 100 mL

Disolver el colorante en agua, homogenizar y guardar en frasco ambar.

Citrato de sodio al 2%

Citrato de sodio (Sigma-Aldrich) 29
Agua destilada 100 mL
Pesar el citrato de sodio y agregar 100 m L de agua destilada. Agitar hasta su

completa disolucién. Esterilizar en autoclave a 121 °C/ 15 min/ 15 |Ib. Conservar en

refrigeracion.
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Fenolftaleina al 1%
Fenoftaleina (Sigma-Aldrich) 19
Etanol 96% 100 mL

VIIIL. Anexos

Pesar 1 g def enolftaleinay disolveren 100mL de et anol. G uardar en f rasco

ambar. Caducidad 3 meses.

Solucidn salinaisotonica + peptona 0.1%

Cloruro de sodio (J.T.Baker) 85¢g
Bacto-peptona (Becton, Dickson and Company) 1.0 g
Agua destilada 1L

Para preparar un litro se pesan los reactivos, se homogeniza y se esteriliza a

121 °C/ 15 min/ 15 Ib.

Lugol (Solucion de iodo iodurado) de GRAM

lodo metalico (I2) 19
loduro de potasio (KI) 20g
Agua destilada 300 mL

En un m ortero mezclar el I; y el KI, molerlos finamente. A gregar una p equefia

cantidad de agua para lavar el material y transvasar a frasco ambar, aforar con el

volumen restante de agua y agitar vigorosamente.
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ANEXO 3: Determinacién de pHy acidez en queso
Preparacion del extracto
Se pes aron 9 g ramos de | a m uestra en balanza anal itica ( Voyager OHAUS
V10640), se suspendieron en 100 mL de agua destilada (pH=7, T=40°C) dentro de
un matraz E rlenmeyerde 250 mVL y seagitéodurante 15 min a175rpm. A
continuacion, se filtré la suspension con manta de cielo para separar los sélidos.
Medicion de pH
Se midio el potencial de hidrogeno del extracto con un p otenciometro calibrado
(Modelo Hanna HI 4211) empleando un electrodo de vidrio en c ombinacién con
un electrodo de referencia de calomel (Beckman Lote No. 53102 Modelo 511064).
Medicion de acidez
Se tomo una alicuota de 25 mL del extracto y se colocoé en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL. Se adicionaron 0.5 mL de solucion alcohdlica de fenolftaleina al 1% y
se procedi6 a titular con una solucion valorada de NaOH 0.01 N con agitacion
continua, hasta que se observé un vire de color rosa claro (retencion del color por
lo menos 30 s). El calculo para determinar la acidez, expresada como % acido

lactico, se muestra a continuacion:

; (mL de NaOH gastados)*(Normalidad de NaOH)*(0.09 meq de Acido léctico))
% Acido lactico= X 100

g muestra

Bibliografia
Adaptaciones r ealizadas al aN orma M exicana N MX-F-099-1970y N orma

Mexicana NMX-F-206-1986.

Pagina | 113



VIIIL. Anexos

ANEXO 4: Formula matematica (Férmula 1) para la determinacion de la
cantidad del in6culo

La cuenta en placa realizada en es te anexo, se realizé siguiendo |la metodologia
del Anexo 1, el medio utilizado fue agar MRS (BD Difco™ Lactobacilli MRS agar),
incubacion ana erobia ( Jarra de anaer obiosis Anaero Jar'™ AG0025A Oxoid,
sistema de anaerobiosis: Anaero GEN™ 2.5 L Oxoid), a 37°C por 48 h. Diluciones
inoculadas 107°,10, 10”. Rango de sensibilidad, estadisticamente confiable: 30 a
300 UFC.

Siguiendo la metodologia propuesta en la seccion 4.1.1.2. Determinacion de la
cantidad del indculo, las férmulas matematicas utilizadas para las cepas fueron las

siguientes:

e Lactobacillus casei cepa FD-DVS 413® Probio-Tec® CHR HA NSEN.
Concentracion del liofilizado: 5.8 x 10"°UFC/ giiofiiizado

6-9OX1O;%iofilizado

g cuajada

Férmula =

e Lactobacillus acidophilus cepa FD-DVS LA-5°- Probio-Tec' CHR HANSEN.
Concentracion del liofilizado: 3.3 x 10"°UFC/ Giiofilizado

1.2 1X10;%iofilizado

g cuajada

Férmula =

e Lactobacillus casei cepa Rosell-215N D- 100B INSTITUT R OSELL
LALLEMAND. Concentracion del liofilizado: 1.3 x 10" UFC/ g jisfilizado

3-08X1O;%iofilizado

g cuajada

Férmula =
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e Lactobacillus acidophilus R0052-150, INSTITUT ROSELL L ALLEMAND.
Concentracion del liofilizado: 2.3 x 10" UFC/ g jsiizado

1-74x10;%i0filizado

g cuajada

Férmula =

e Lactobacillus acidophilus cepa Probiocap™ Rosell-52 M E, 50 INSTITUT
ROSELL LALLEMAND.
Concentracién del microencapsulado: 2.1 x 10" UFC/ g microencapsutado

1-90x10;?i0filizado

g cuajada

Formula =
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ANEXO 5: Método 3M™ Petrifiim™ para el recuentro rapido de coliformes

Descripcion

La placa Petrifilm™ para el recuento de coliformes (Coliform Count, CC) contiene
nutrientes de Bilis Rojo-Violeta (BRV), un agente gelificante soluble en ag ua fria
(goma guar/carragenina) que se rehidrata al depositar la muestra en su superficie;
y un indicador tetrazolium (2,3,5-trifeniltetrazolio TTC) que facilita la enumeracion
de colonias (Guia 3M, 2011).

La pl aca es ta es tructurada c omo u n s istema d e dobl e pel icula c on m edio
deshidratado e i ndicadores i mpregnados e n | a p elicula i nferior y s uperior. S u

estructura se muestra en el diagrama siguiente:

Figura A.5.1. Estructura general de las placas Petrifim™ (Guia 3M, 2011)
Las colonias de coliformes que crecen en la Placa Petrifim™ CC, producen un
acido que causa el oscurecimiento del gel por el indicador de pH. El gas atrapado
alrededor de | as colonias r ojas de ¢ oliformes c onfirma s u presencia (Guia 3M,

2011).
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Metodologia de aplicacién
La preparacion de | a muestra y |as diluciones primarias s e realiza siguiendo el
ANEXO 1.

La inoculacién, se realiza siguiendo la Guia 3M para el recuento de coliformes:

1) Colocar la placa en 2) Con una pipeta 3) Bajar lentamente la

una superficie plana 'y perpendicular a la placa, | pelicula superior para

nivelada. Levantar la colocar 1 mL de la evitar que atrape

pelicula superior. muestra en el centro de la | burbujas de aire. NO
pelicula inferior. dejarla caer.

4) Colocar el dispersor 5) Presionar suavemente | 6) Levantar el dispersory
con el lado liso hacia para distribuir el in6culo esperar al menos 1 min
abajo sobre la pelicula sobre el area circular. NO | para que solidifique el
superior. girar ni deslizar el gel.

dispersor.

Figura A.5.2. Metodologia de inoculacién Placas Petrifilm'” 3M'™ para el recuento
de coliformes (Guia 3M, 2011).

La incubacion se realiza de la siguiente forma:

Incubar las placas cara arriba en grupos de no mas de 20 piezas.

Figura A.5.3. Incubacién de Placas Petrifim'" 3M'™ para el recuento de
coliformes (Guia 3M, 2011).
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Interpretacion de resultados
Se cuentan las colonias que son rojas y estan rodeadas por burbujas. El rango

para la poblacién total en | as Placas Petriflm™ CC es entre 15y 150 (Guia 3M,

2011).

Figura A.5.4. Ejemplo de crecimiento de coliformes en Placa Petrifilm™ para el
recuento de coliformes (Guia 3M, 2011).
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ANEXO 6: Tincion de Gram
Desarrollada empiricamente en 1884 por el danés Christian Gram; posteriormente
se det ermin6 q ue | a di ferenciad e | a r eaccion s e bas a en| a c omposicion y
estructura d e | a par ed c elular, q ue det ermina q ue unas b acterias r etengan e |
primer colorante, en tanto que otras lo pierdan, lo que les permite reaccionar con
el colorante de contraste (Ramirez et al., 2008).
Preparacion fija
En un portaobjetos limpio colocar una gota de agua destilada, esterilizar asa en la
flama del mechero al rojo vivo, dejar enfriary tomar ligeramente parte de una
colonia del agar correspondiente. Disolver la colonia en la gota de agua y esparcir.
Dejar secar al aire y fijarlo en la flama pasandolo 4 6 5 veces sobre ella (Ramirez
et al., 2008).
Tincion de Gram
Cubrir la preparacion fija con cristal violeta de Gram y dejarlo actuar durante 1 min,
escurrir el exceso de colorante y lavar con agua destilada. Cubrir la preparacion
con lugol de Gram y dejarlo 1 min, escurrir el exceso y lavar con agua destilada.
Decolorar agregando alcohol-acetona, mientras se sostiene ligeramente inclinada
para que el decolorante resbale lentamente. Tan pronto como las gotas de esta
solucion ya no arrastren color, lavar con agua para detener la accion del colorante.
Cubrir la preparacion con safranina y dejarla por 1 min. Escurrir el exceso, lavar
conaguay dejarsecaral aire (Ramirez et al.,, 20 08). La preparacionde | as

sustancias utilizadas se muestra en el Anexo 2.
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ANEXO 7: Resultados completos de la evaluacién de la vida de anaquel

RESULTADOS PARTE 1

Tabla A.7.1. Resultados de cuantificacion de probidticos y parametros
fisicoquimicos correspondientes a la parte |
Para queso simbidtico blanco:

L.casei L.acidophilus H Acidez
(10gUFC/gquess) | (10gUFC/gaues)) | P (% Acido lactico)

Lote 1 7.2 8.0 6.59 0.03

i Lote 2 7.2 9.0 6.61 0.03
Dia 0 Promedio lotes

(Resultado final) £ 8.5 6.60 0.03

Lote 1 7.1 7.6 6.87 0.03

i Lote 2 7.0 7.4 6.88 0.03
Dia 3 Promedio lotes

(Resultado final) 7.1 7.5 6.86 0.03

Lote 1 7.0 7.4 6.87 0.03

Lote 2 71 7.6 6.88 0.03
Dia 8 Promedio lotes

(Resultado final) 71 7.5 6.86 0.03

Lote 1 6.9 7.0 6.98 0.03

Lote 2 6.8 7.1 6.91 0.03
Dia 12 Promedio lotes

(Resultado final) 6.9 7.0 6.94 0.03

Lote 1 6.7 6.6 6.85 0.03

i Lote 2 6.8 6.7 6.84 0.03
Dia 18 Promedio lotes

(Resultado final) 7.0 6.7 6.85 0.03

Lote 1 6.6 6.9 6.89 0.03

. Lote 2 6.5 7.0 6.87 0.03
Dia 21 Promedio lotes

(Resultado final) 6.6 6.9 6.88 0.03
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Tabla A.7.1. (Continuacion) Resultados de cuantificacion de probidticos y
parametros fisicoquimicos correspondientes a la parte |
Para queso simbiotico con chile jalapefo:

L.casei L.acidophilus H Acidez
(10gUFC/Gquese) | (10gUFCIgquess) | P (% Acido lactico)

Lote 1 8.6 9.7 5.47 0.13

Lote 2 8.6 9.8 5.32 0.11
bia 0 Promedio lotes

(Resultado final) 8.6 9.7 5.39 0.12

Lote 1 8.7 9.1 5.41 0.11

i Lote 2 8.7 9.3 5.37 0.11
Dia 3 Promedio lotes

(Resultado final) 8.7 9.2 539 0.11

Lote 1 8.6 9.1 5.23 0.25

. Lote 2 8.6 8.4 5.19 0.26
Dia 8 Promedio lotes

(Resultado final) 8.6 9.1 5.21 0.26

Lote 1 8.8 9.5 5.29 0.28

i Lote 2 8.8 9.5 5.25 0.25
Dia 12 Promedio lotes

(Resultado final) 8.8 9.5 5.27 0.27

Lote 1 8.5 9.1 4.88 0.32

i Lote 2 8.5 9.0 4.86 0.33
Dia 18 Promedio lotes

(Resultado final) 8.5 9.0 4.87 0.33

Lote 1 8.7 9.1 5.02 0.35

. Lote 2 8.6 9.1 4.99 0.33
Dia 21 Promedio lotes

(Resultado final) 8.6 9.1 5.00 0.03
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Tabla A.7.1. (Continuacion) Resultados de cuantificacion de probidticos y
parametros fisicoquimicos correspondientes a la parte |
Para queso simbidtico con chile chipotle:

L.casei L.acidophilus H Acidez
(10gUFC/Gquese) | (10gUFCIgquess) | P (% Acido lactico)

Lote 1 8.0 9.7 4.57 0.24

. Lote 2 8.0 9.7 5.23 0.22
Dia 0 Promedio lotes

(Resultado final) 8.0 9.7 4.90 0.23

Lote 1 8.1 9.7 4.93 0.25

i Lote 2 8.2 9.8 4.92 0.23
Dia 3 Promedio lotes

(Resultado final) 8.1 9.8 4.93 0.24

Lote 1 9.0 9.3 4.76 0.29

) Lote 2 9.1 9.2 4.72 0.30
Dia 8 Promedio lotes

(Resultado final) 9.0 9.3 4.74 0.30

Lote 1 9.2 9.2 4.69 0.31

i Lote 2 9.2 9.4 4.67 0.32
Dia 12 Promedio lotes

(Resultado final) 9.2 9.3 4.68 0.31

Lote 1 94 10.1 4.79 0.34

i Lote 2 9.5 10.3 4.76 0.35
Dia 18 Promedio lotes

(Resultado final) 94 10.2 4.77 0.35

Lote 1 9.1 94 4.00 0.31

) Lote 2 9.2 9.4 4.92 0.31
Dia 21 Promedio lotes

(Resultado final) 9.2 9.4 4.46 0.31
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RESULTADOS PARTE 2
Tabla A.7.2. Resultados de cuantificacién de L.casei liofilizado y L.acidophilus liofilizado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbi6tico blanco

L.casei L.acidophilus MA H ,?)\cjd_ez
(10gUFC/gquesc) | (10gUFC/gqueso) | (109UFC/Gaueso) | PT | (200

; Lote 1 71 7.1 Negativo* 6.96 0.02
Déa Lote 2 71 71 Negativo* 6.93 | 0.02
Promedio lotes 7.1 7.1 Negativo* 6.94 0.02

, Lote 1 7.0 7.1 Negativo* 6.82 0.02
DS',a Lote 2 7.0 7.0 Negativo* 6.85 | 0.02
Promedio lotes 7.0 7.0 Negativo™ 6.84 0.02

B Lote 1 7.2 7.2 2.68 6.86 0.02
Déa Lote 2 7.2 7.0 0.70 6.82 | 0.02
Promedio lotes 7.2 7.1 1.69 6.84 0.02

3 Lote 1 7.1 71 2.70 6.90 0.03
o Lote 2 7.1 7.0 148 6.85 | 0.02
Promedio lotes 71 7.0 2.09 6.87 0.03

B Lote 1 71 7.0 3.13 6.74 0.03
[])_gi Lote 2 7.2 7.0 3.04 6.69 0.03
Promedio lotes 7.2 7.0 3.08 6.72 0.03

B Lote 1 7.2 7.0 3.48 6.45 0.03
o Lote 2 7.2 7.0 3.04 6.42 | 0.03
Promedio lotes 7.2 7.0 3.26 6.43 0.03

*Sensibilidad del método: 10 UFC/ g queso
Tabla A.7.3. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbiético blanco

L.casei L.acidophilus MA oH (Q(Kgiedzo

} Lote 1 7.1 7.7 2.08 6.83 0.02
D(;a Lote 2 6.9 7.7 1.90 687 | 0.02
Promedio lotes 7.0 7.7 1.99 6.85 0.02

3 Lote 1 6.8 7.4 1.98 6.88 0.02
D?',a Lote 2 6.4 73 211 679 | 0.03
Promedio lotes 6.6 7.4 2.05 6.84 0.02

; Lote 1 6.0 7.4 2.32 6.85 0.03
Déa Lote 2 6.9 7.4 236 672 | 002
Promedio lotes 6.5 7.4 2.34 6.79 0.02

} Lote 1 6.1 7.3 1.90 6.75 0.03
?Iza Lote 2 6.4 7.3 2.42 6.82 0.03
Promedio lotes 6.3 7.3 2.16 6.78 0.03

i Lote 1 6.2 7.3 2.30 6.66 0.03
Ei'g‘ Lote 2 6.9 7.2 2.80 6.79 | 0.03
Promedio lotes 6.5 7.2 2.55 6.72 0.03

B Lote 1 6.0 7.2 2.40 6.86 0.03
glla Lote 2 7.2 7.3 2.40 6.74 0.03
Promedio lotes 6.6 7.3 2.40 6.80 0.03
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Tabla A.7.4. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus liofilizado,
mesofilicos aerobios y pardmetros fisicoquimicos para queso simbiético con chile jalapefio

L.casei L.acidophilus MA Acidez

pH (%Acido

(logUFC/gqueso) | (I0gUFC/gqueso) | (I10gUFC/gqueso) lactico)
] Lote 1 7.0 6.7 1.40 6.72 0.02
P tote2 6.9 6.9 1.54 677 | 0.02
Promedio lotes 7.0 6.8 1.47 6.75 0.02
) Lote 1 6.1 6.1 1.98 6.67 0.02
Dg')a Lote 2 6.4 6.8 2.00 6.74 | 0.02
Promedio lotes 6.3 6.5 1.99 6.71 0.02
B Lote 1 6.0 6.5 2.00 6.66 0.02
e Lote 2 7.0 7.1 2.07 6.61 | 0.02
Promedio lotes 6.5 6.8 2.13 6.63 0.02
B Lote 1 2.78 6.7 3.23 6.69 0.03
?? Lote 2 4.76 6.6 1.65 6.67 0.02
Promedio lotes 3.8 6.7 2.44 6.68 0.03
B Lote 1 2.0 6.8 2.43 6.45 0.03
Lo [ rote2 2.0 6.7 3.26 6.38 | 0.03
Promedio lotes 2.0 6.7 2.85 6.42 0.03
B Lote 1 1.0 6.3 3.30 6.09 0.03
glfl Lote 2 3.0 6.8 3.17 6.40 0.03
Promedio lotes 2.0 6.5 3.24 6.24 0.03

Tabla A.7.5. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbiético con chile jalapefio

L.casei L.acidophilus MA oH ((';)%I\S%ZO

. Lote 1 6.9 7.0 1.85 6.55 0.03
D(;a Lote 2 7.2 7.0 1.78 661 | 0.03
Promedio lotes 71 7.0 1.81 6.58 0.03

. Lote 1 6.9 6.9 2.10 6.55 0.04
D?',a Lote 2 7.1 6.9 2.13 6.55 0.03
Promedio lotes 7.0 6.9 2.11 6.55 0.04

i Lote 1 6.7 6.7 2.61 6.49 0.03
e Lote 2 7.0 6.7 2.07 650 | 0.03
Promedio lotes 6.9 6.7 2.44 6.50 0.03

i Lote 1 4.0 6.7 2.90 6.56 0.04
?? Lote 2 4.0 6.8 2.22 6.51 0.03
Promedio lotes 4.0 6.8 2.56 6.53 0.04

B Lote 1 3.3 6.5 2.67 6.61 0.04
S Lote 2 3.0 6.5 2.45 6.56 | 0.04
Promedio lotes 3.2 6.4 2.56 6.08 0.04

i Lote 1 2.0 6.6 4.29 6.53 0.04
glla Lote 2 2.0 6.5 2.59 6.47 0.04
Promedio lotes 2.0 6.6 3.44 6.50 0.04

Pagina | 124



VIIIL. Anexos

Tabla A.7.6. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus liofilizado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbidtico con chile chipotle

L.casei L.acidophilus MA H ,?)\/c/id_(zz
(10gUFC/ggueso) | (109UFCIgqueso) | (109UFC/Gauesa) [ P | (RFE100

, Lote 1 72 6.7 1.7 675 | 003
D(;a Lote 2 71 6.8 1.9 677 | 003
Promedio lotes 71 6.8 1.8 6.76 0.03

] Lote 1 52 6.8 21 675 | 0.03
D?',a Lote 2 4.0 6.6 17 6.74 | 003
Promedio lotes 46 6.7 1.9 6.74 0.03

) Lote 1 46 6.9 1.8 6.64 | 003
Déa Lote 2 38 7.2 22 661 | 003
Promedio lotes 4.2 7.0 2.0 6.62 0.03

J Lote 1 38 6.6 2.0 667 | 003
?‘2‘?‘ Lote 2 20 65 20 667 | 003
Promedio lotes 29 6.5 2.0 6.67 0.03

) Lote 1 28 6.7 27 6.46 | 003
[i'é"‘ Lote 2 38 67 16 638 | 003
Promedio lotes 33 6.7 21 642 | 003

J Lote 1 2.0 6.6 32 645 | 003
2'16‘ Lote 2 20 6.6 1.9 640 | 003
Promedio lotes 2.0 6.6 2.5 6.43 0.03

Tabla A.7.7. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbidtico con chile chipotle

L.casei L.acidophilus MA oH (&22%20
(logUFC/gqueso) | (I10gUFC/gqueso) | (I0gUFC/gqueso) lactico)

] Lote 1 6.2 6.2 21 6.61 0.03
Déa Lote 2 6.9 6.3 1.9 660 | 003
Promedio lotes 6.6 6.3 2.0 6.61 0.03

J Lote 1 7.0 6.1 2.0 658 | 004
DS',a Lote 2 7.0 6.2 22 658 | 003
Promedio lotes 7.0 6.2 2.1 6.58 0.04

J Lote 1 7.0 6.2 24 6.61 0.03
Déa Lote 2 71 6.1 25 658 | 003
Promedio lotes 7.0 6.2 2.4 6.60 0.03

J Lote 1 68 6.1 23 6.61 0.04
?‘2"" Lote 2 6.8 6.2 24 658 | 003
Promedio lotes 6.8 6.2 24 660 | 004

) Lote 1 68 59 33 657 | 004
?‘g‘ Lote 2 6.8 6.0 29 656 | 0.04
Promedio lotes 6.8 6.0 3.1 6.56 0.04

J Lote 1 6.9 59 33 654 | 0.04
2'1"" Lote 2 6.0 6.0 33 650 | 004
Promedio lotes 6.9 6.0 3.3 6.58 0.04
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Tabla A.7.8. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus liofilizado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbidtico con epazote

L.casei L.acidophilus MA oH '(?)\/(?Aigigg
(10gUFC/gqueso) | (109UFC/gqueso) | (109UFE/Gaeso) ctieo)

, Lote 1 7.4 7.4 1.3 6.81 0.02
DC')a Lote 2 74 74 1.7 677 | 0.03
Promedio lotes 7.4 7.4 1.5 6.79 0.03

, Lote 1 7.1 7.4 1.3 6.80 0.02
Dg')a Lote 2 6.8 74 2.2 674 | 003
Promedio lotes 7.0 7.4 1.7 6.77 0.03

) Lote 1 6.8 7.2 1.9 6.81 0.03
Déa Lote 2 6.8 71 17 661 | 003
Promedio lotes 6.8 71 1.8 6.71 0.03

) Lote 1 6.7 6.8 2.9 6.72 0.03
[if Lote 2 7.2 72 25 667 | 003
Promedio lotes 7.0 7.0 2.7 6.69 0.03

) Lote 1 5.4 6.3 2.7 6.56 0.03
[i'g‘ Lote 2 43 65 28 638 | 003
Promedio lotes 4.9 6.4 2.8 6.47 0.03

oia Lote 1 4.0 6.5 2.9 6.73 0.03
o Lote 2 4.0 6.4 3.0 6.40 0.03
Promedio lotes 4.0 6.4 2.9 6.56 0.03

Tabla A.7.9. Resultados de cuantificacion de L.casei liofilizado y L.acidophilus microencapsulado,
mesofilicos aerobios y parametros fisicoquimicos para queso simbidtico con epazote

L.casei L.acidophilus MA oH (Q(Kgiedzo
(logUFC/gqueso) | (I0gUFC/gqueso) | (I0gUFC/gqueso) lactico)

] Lote 1 74 6.2 2.1 661 | 0.03
D(;a Lote 2 6.9 73 2.0 668 | 003
Promedio lotes 71 6.8 2.1 6.65 0.03

] Lote 1 6.9 6.1 2.0 658 | 003
Dg')a Lote 2 6.9 7.0 23 672 | 003
Promedio lotes 6.9 6.6 2.2 6.65 0.03

] Lote 1 7.0 6.2 2.2 661 | 0.03
Déa Lote 2 7.0 71 24 681 | 003
Promedio lotes 7.0 6.7 2.4 6.71 0.03

) Lote 1 6.8 6.1 23 661 | 003
?‘2"" Lote 2 6.9 6.0 25 673 | 0.03
Promedio lotes 6.9 6.5 2.4 6.67 0.03

, Lote 1 68 59 33 657 | 0.04
Ei'é’" Lote 2 71 7.0 35 669 | 003
Promedio lotes 7.0 6.4 34 6.63 0.04

) Lote 1 6.9 5.9 33 657 | 004
2'1"" Lote 2 71 6.0 38 672 | 0.03
Promedio lotes 7.0 6.4 35 6.65 0.04
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