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INTRODUCCION

La composicién de la dieta influye en el control y en la modulacién de diversas funciones
en el organismo, asi como en el tracto gastrointestinal y en el equilibrio de su microbiota.
Sin embargo, diferentes factores como el estrés, la aplicacion de medicamentos y el tipo
de alimentacion, entre otros, pueden crear un estado de desequilibrio que provocaria

diferentes enfermedades que influyen en el estado fisiolégico en el hombre.

Un desequilibrio en la microflora intestinal puede originar o favorecer el desarrollo de
algunas enfermedades, como por ejemplo el cancer. Se ha observado que los agentes
potencialmente carcindbgenos presentes en algunos alimentos (pigmentos, aflatoxinas,
pesticidas, nitritos) y otros agentes carcinégenos pueden ser bioactivados por sistemas
enzimaticos de las bacterias intestinales. Esta bioactivacion se ve favorecida cuando hay

un desequilibrio en la microflora intestinal (Creus, 2004).

En afos recientes se ha incrementado el interés en la importancia que tiene la microflora
intestinal en relacion a la salud y vitalidad. La importancia del crecimiento de los
microorganismos en el colon, donde predomina la flora benéfica, no patogénica y

saludable, reside en desarrollar resistencia contra las bacterias patogenas.

El mercado de los productos lacteos industriales a gran escala se caracteriza por una
innovacion y diversificacién continua para responder a diversas necesidades de los
clientes, donde las empresas buscan el desarrollo constante de nuevos productos
mediante una innovacion a lo largo de toda la cadena productiva: nuevas materias primas,
utilizacion de nuevos aditivos, empleo de presentaciones mas atractivas y adaptadas al
consumidor, nuevas formas de envasado, busqueda e identificacion de cultivos mas

eficientes o con caracteristicas nuevas que generen mayor valor afadido, entre otros.

La oferta de nuevos alimentos que reportan algun beneficio para la salud aparece por
primera vez en la década de los afios 60°s. Desde entonces surge en el mercado un
nuevo tipo de alimentos disefiados para ser incluidos en dietas muy estrictas exentas de

gluten, bajas en sodio, pobres en calorias, entre otros. Ademas, estos alimentos

et
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comienzan a recibir nombres tan variados que surge la necesidad de uniformar la

terminologia empleada. El término mas empleado es: Alimento Funcional(Alvidrez, 2002).

Actualmente la tendencia del mercado es hacia productos que incorporan todo tipo de
compuestos funcionales, asi como microorganismos que aporten beneficios para la salud

mas alla de los puramente nutricionales(Mayo, 2010).

Los productos lacteos fermentados forman parte de la gama de Alimentos Funcionales,
siendo de los mas recomendados para una alimentacion saludable, no solo porque
aportan macro y micronutrientes y una mayor biodisponibilidad de éstos, sino que
contienen bacterias que favorecen una microbiota adecuada para la salud a nivel
intestinal. A las bacterias clasicas empleadas en la elaboraciéon de productos lacteos
fermentados funcionales se ha incorporado bacterias probidticas, que actuan en la flora
intestinal, reduciendo la presencia de patdégenos en el intestino, produciendo sustancias
como bacteriocinas (moléculas proteicas) e interviniendo posiblemente sobre los

mecanismos de la inmunomodulacién (Sierra, 2006).

Dado que la adicién de bacterias vivas presentan algunos problemas tecnologicos vy
podrian aparecer efectos secundarios, como una sobre acidificacion ¢ la forma en que
estas se mantengan vivas; se ha recurrido a sustancias que estan de manera natural en
los alimentos o que pueden afiadirse a éstos y que favorecen la presencia y las acciones
de bacterias probidticas; estas sustancias son los prebidticos, componentes de un
alimento no digeribles por el tracto digestivo del humano, que al ingerirse promueven el
crecimiento y establecimiento de gérmenes beneficiosos de la flora intestinal (Lorente,
2001).

Uno de los prebidticos mas representativos y estudiados es la inulina, considerada dentro
de las fibras dietéticas, que son hidratos de carbonos resistentes a la digestiéon y
absorbidos en el intestino delgado. Se ha demostrado que este polisacarido es mejor
estimulante de crecimiento del probidtico que el almidon de maiz, pues bajas
concentraciones de la misma son suficientes para estimular el crecimiento y conservar la
viabilidad de los organismos probiéticos en diversos productos lacteos fermentados
(Creus, 2004; Ruiz y Ramirez, 2013).
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En 2011 el mercado mexicano de alimentos y bebidas nutritivos fue de 337 mil 94
millones de pesos, lo cual reflejé un crecimiento superior al 6 por ciento, similar al repunte
esperado para este afo. Dicho crecimiento es mayor al que tienen los mercados de
botanas y refrescos en 2011, que rondaron el 3.7 y 3 por ciento, respectivamente (Lopez,
2002)

Podria decirse que los cambios en el mercado iniciaron en septiembre de 2010, cuando la
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) informé que
México superaba en obesidad a Estados Unidos, convirtiéndose en el pais socio con el

mayor problema en esta area (Financiero, 2012).

Actualmente en el mercado mexicano se cuenta con una gran diversidad de marcas de
yogurts con probidticos y algunos adicionados con fibra, pero la variedad de postres
adicionados con probiédticos y prebidticos en el mercado no es muy amplia.

Actualmente los consumidores buscan nuevos productos que le aporten un plus, un

beneficio a la salud asi como productos con menor cantidad de aditivos y conservadores.

Dada la informacion anteriormente mencionada, el presente proyecto esta enfocado al
empleo de bacterias probidticas y prebidticos en la elaboracion de un postre tipo natilla, al
demostrar que existe un sinergismo entre ellas obteniendo una nueva opcién, tanto para

los consumidores en general y para aquellos que buscan el cuidado de su flora intestinal
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Capitulo 1. ANTECEDENTES

1.1 Leche

La leche es la secrecion natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas o de
cualquier otra especie animal, excluido el calostro (NOM-243-SSA1-2010).

El estudio completo de la leche ha sido elevado a la categoria de ciencia por algunos
autores (“lactologia” o “galactologia”). Abarca un campo cuya extension es impresionante,

ya que se relaciona con numerosas Yy variadas disciplinas, como por ejemplo:

Secrecion de la leche (fisiologia, patologia)
Constitucién de la leche (fisica, quimica, bioquimica)
Microbiologia de la leche

Higiene

o M 0w bdh =

Tecnologia de la leche, por mencionar algunas (Belitz, 2009).

La leche es un fluido biolégicamente complejo, cuya composicion y propiedades fisicas
varian de una especie a otra en funcién de las necesidades dietéticas de las crias” (Badui,
2006).

La leche es un fluido biolégicamente complejo, cuya composicion y propiedades fisicas
varian de una especie a otra en funcion de las necesidades dietéticas de las crias” (Badui,
2006).

La leche tiene normalmente un sabor suave, agradable y ligeramente dulce. Los métodos
modernos de obtencion y refrigeracion de la leche en la granja, han contribuido de forma
muy importante a la conservacion del gusto caracteristico de la leche. Sin embargo el uso
del frio no impide el desarrollo de gérmenes psicrétrofos que pueda producir la hidrolisis

de algunos componentes de la leche, alterando su sabor (Fennema, 2000).

La leche para consumo humano debe ser sometida a tratamientos térmicos u otros
procesos que garanticen la inocuidad del producto; ademas de ser sometida a
operaciones tales como clarificacién, homogenizacion, estandarizacion u otras siempre y
cuando no contaminen el producto y cumpla con las especificaciones de su
denominacion(NOM-155-SCFI-2003).
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En la cultura alimentaria de diversas partes del mundo, entre ellas Europa, América del
Norte y Central, asi como Australia y Nueva Zelanda; los nifios, jovenes y adultos
consumen normalmente leche liquida. La importancia de la leche en la dieta es
indiscutible, como lo es la de muchos otros alimentos, sin embargo la propiedades
multifuncionales de la leche la convierten en un ingrediente indispensable en la cocina
artesanal asi como en la elaboracién de productos a escala industrial (Secretaria de

Economia, 2011).

1.1.1 Composicion de la leche y sus propiedades fisico-quimicas
La leche es un sistema coloidal constituido por una solucién acuosa de lactosa, sales y

muchos otros elementos en estado de disolucion, en donde se encuentran las proteinas
en estado de suspension y la materia grasa en estado de emulsion. El extracto seco total
de leche es por término medio del 13.1% vy el extracto seco desengrasado es del 9.2%.
La composicion general de la leche se muestra en la Tabla1l, en la que los datos
cuantitativos son solo aproximados, ya que varian en funcién de multiples factores (Belitz,
2009).

Tabla 1. Composicion general de la leche

COMPONENTES
MAYORITARIOS FORCERTAIE
Agua 87%
Materias grasas 4%
Proteinas
Caseina 2.8% 3.3%
Albumina 0.5%
Carbohidratos (Lactosa) 5%
Cenizas (Minerales) 0.7%

FUENTE: Belitz, H. (2009).

Dentro de la propiedades fisico-quimicas de la leche se encuentran la acidez, el pH,
densidad, punto de congelacion, entre otros; cada una de estas propiedades
estandirectamente relacionadas con su composicion quimica general, de sus
constituyentes en suspension o emulsion de la leche. Estas propiedades se muestran en
la Tabla 2.
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de la leche

] o Limites o
Propiedad Caracteristicas
resultados
Indicativo de su riqueza grasa. La reflexion de la luz
sobre las particulas opacas en suspension (micelas
de caseina, glébulos grasos, fosfatos y citratos de Blanco a
Color calcio) da a la leche su color blanco. El grado de ligeramente
blancura varia con el nimero y tamano de particulas amarillo
en suspensién. La materia grasa contiene pigmentos
que le dan un ligero color amarillo a la leche.
Un aumento de acidez indica una anormalidad. El pH
de la leche esta comprendido entre 6.4 y 6.6. Todos
i , Acidez expresada
los componentes capaces de combinarse con iones .
- . : en Acido lactico
] basicos contribuyen a la acidez de la leche. El
Acidez . . . . (g/L)
equilibrio entre los constituyentes basicos (sodio,
. . . I . . 1.3-1.7 g/lL
potasio, magnesio, calcio e hidrogeno) y los acidos
. j (NOM-155-SCFI1-2003)
(fosfatos, citratos, cloruros y proteinas) presentes en
la leche determinan su acidez.
El descenso del punto de congelacion esta en
relacion directa con la concentracion de solutos en
Punto de una solucion. Medida del nimero de moléculas o

congelacion o

Punto crioscépico

iones que se encuentran en solucion en la fase
acuosa de la leche. Las variaciones superiores a -
0.52°C, acercandose al punto de congelaciéon del

agua (0°C) indican una adulteracion.

-0.51a-0.56°C
(NOM-155-SCFI-2003)

Punto de

ebullicién

E punto de ebullicion es funciéon del numero de
particulas en solucién y consecuentemente, aumenta
con la concentracion de solidos de la leche vy

disminuye con la presion.

100.5°C a presion
atmosférica

normal.

Densidad

En leche entera es conveniente medir la densidad a
30°C para que la materia grasa se encuentre en
estado liquido, en estado sdlido la grasa tiene una
densidad superior y bastante variable. La presencia
de aire en la leche hace disminuir su densidad. La
adulteracion de la leche por desnatado o por dilucion
de leche desnatada aumenta su densidad, mientras

que la dilucién con agua la disminuye.

1.019 g/ml
(NOM-155-SCFI-2003)
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En la leche, la resistencia a fluir (viscosidad) esta en 20°C
funcion del niumero y tamafno de sus particulas, asi
Leche entera:2.1
i ] como de la temperatura. Sobre este parametro
Viscosidad ] ] ] _ cp.
influyen las proteinas y la materia grasa. El tamafio y
o Leche desnatada:
el numero de glébulos grasos también influyen en 18

.8 cp.
este parametro.

Elaborada a partir de Belitz, 2009 y NOM-155-SCFI-2003 con loslimites minimos y maximos permitidos para leche entera.

1.1.2 Calidad de la leche

La calidad de la leche cruda destinada a la obtencion de leches y cremas para consumo
humano, ademas de otros productos lacteos, depende de nimeros factores relacionados
con la produccion de la granja donde se encuentra el ganado lechero. La calidad higiénica
de la leche cruda depende del estado sanitario y de la limpieza de las vacas, del sistema
de ordefio y de las condiciones higiénicas del equipo; todo esto reflejado en buenas

practicas tanto ganaderas como de manufactura.

La carga microbiana de la leche procedente de vacas sanas es despreciable, mientras
que una leche de una vaca con 'mastitis puede contener inicialmente millones de
microorganismos por cm®. La posible presencia de leche mamitica debe controlarse
durante el ordefio mediante la inspeccién de la leche para detectar coagulos; en caso de
detectarse, esta leche no bebe mezclarse con el resto de la leche proveniente de
animales sanos. La leche también puede contener distintos patégenos (Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, entre otros) que pueden eliminarse con distintos
tratamientos, entre ellos la pasteurizacion, que es un tratamiento térmico suficiente para
destruir la bacterias patégenas no esporulados mas resistentes que puedan encontrarse
en la leche (Miranda, 2007).

La leche es la principal materia prima utilizada en la industria lactea, por lo que es
fundamental que la leche bronca que llega a las centrales tenga la calidad adecuada para
los tratamientos que va a recibir. Los ganaderos deben producir leche que se ajuste a las
normas de composicion y calidad higiénica establecida por la legislacién (mexicana y/o

extranjera) y que reuna las caracteristicas que exige la industria.

"Mastitis: inflamacion de la glandula mamaria que se produce como respuesta a una lesién o infeccion del

tejido. La infeccion se debe a la accion de microorganismos que han invadido la glandula.
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Cuando la leche llega ala planta, se somete a una serie de pruebas para confirmar que su
calidad permite los tratamientos térmicos; entre estas pruebas se encuentran las pruebas
denominadas de andén. Generalmente los analisis que se realizan sobre la leche cruda

cuando llega a la industria son (Gonzalez y col., 2010):

¢+ Caracteres organolépticos

% Presencia de antibiéticos

% Adulteracion con agua

« Contenido graso

« Contenido en solidos lacteos no grasos(lactosa, proteinas, cenizas)
< Extracto seco total

% Recuento microbiolégico

«» Entre otras.

1.1.3 Sustancias potencialmente peligrosas en la leche

Las sustancias potencialmente peligrosas pueden pasar a la leche proveniente de la
alimentacion de las vacas, del ambiente y en el caso de algunos antibiéticos y sustancias
antimicrobianas, a través de la terapia intramamaria. Por razones obvias, la atencion se
ha centrado en las sustancias cuyos efectos son mas conocidos, sin embargo se cree que
las pequenas cantidades de contaminantes ambientales que siempre estan presentes
pueden representar un peligro a largo plazo. Las siguientes son las sustancias de las que

se tiene mas informacion (Villegas, 2010).

« Antibidticos y otras sustancias antimicrobianas
Se utilizan ampliamente en el tratamiento de la mastitis. Se administran por via
intramamaria, llegando al cuarterén afectando a través del canal de pezon. Entre
los mas usados en el tratamiento de la mastitis se encuentran penicilina G,
ampicilina, tetraciclinas y sulfamidas. Los residuos de estas sustancias persisten
en la leche hasta cuatro dias después de la administraciéon del tratamiento,
resultando de vital importancia ya que los efectos conocidos a corto plazo son la
posibilidad de fuertes reacciones alérgicas en personas sensibles, posible
carcinogenicidad si la exposicion es prolongada y el desarrollo por parte de los

microorganismos de resistencia a antibidticos.
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+ Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos producidos por numerosos mohos. Las
micotoxinas pueden llegar a la leche indirectamente a través del consumo de
alimentos infectados por hongos. Las que aparecen en la leche con mayor
frecuencia son las aflatoxinas producidas por algunas cepas de Aspergillus flavus
0, con menos frecuencia por A. parasiticus. Las vacas son mas resistentes a las
aflatoxinas que la mayoria de los animales y pueden ingerir alimentos
contaminados con niveles relativamente altos de aflatoxinas sin que desarrollen
sintomas de toxicidad aguda (Griffiths, 2010).

% Compuestos quimicos en el medio ambiente

Se ha comprobado que muchos compuestos quimicos se degradan lentamente y
se acumulan niveles importantes en el medio ambiente. Inevitablemente estos
pasan a los alimentos destinados al hombre, incluyendo la leche. Existe una
preocupacion especial respecto a dos tipos de contaminantes, los productos
agroquimicos Yy los bifenoles policlorados. Se debe controlar estrictamente el uso
de productos agroquimicos, como herbicidas y pesticidas, para evitar la
contaminacion del entorno de los rebafios lecheros. El descuido o el uso
irresponsable representan un riesgo y es una de las causas de contaminacion de
la leche (Griffiths, 2010).

X3

%

Plantas venenosas

Las sustancias toxicas pueden llegar a la leche como resultado de la ingestion de
las plantas venenosas por las vacas. En muchos casos, como en la ingestion de
tejo, las propias vacas se envenenan y se considera que el buen manejo de la
explotacion de a de incluir la eliminacion de plantas perjudiciales del pasto
(Villegas, 2010).

1.1.4 Produccién y consumo de leche a nivel global
El consumo y el comercio mundial de alimentos en general y de lacteos en particular esta
influenciado por un conjunto de factores referidos al contexto macroeconémico esperado

y a la evolucion de la poblacion mundial y su localizacion, asi como de las politicas de
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apoyo a la produccién y comercializacion en los distintos paises y de las negociaciones

internacionales. Todos ellos afectan la demanda, la oferta y el comercio mundial.

En la ultima década el crecimiento del consumo mundial de lacteos dependié en gran
medida del aumento de poblacion mundial. Aproximadamente el 70% de los aumentos en
la demanda se atribuyen a este factor, en tanto que el crecimiento del consumo por

habitante explico el restante 30%.

Actualmente la mayor parte del consumo de lacteos esta concentrado en los paises
industrializados, como consecuencia de su mayor poder adquisitivo y de su mayor
consumo per capita, el mayor ritmo de crecimiento de la poblacion en los paises en

desarrollo ha contribuido.

En los paises de América Latina existe una marcada tendencia al aumento de las
importaciones de productos lacteos. En América Latina México, Brasil y Venezuela
contabilizan mas del 90 por ciento del déficit comercial de lacteos, mientras Argentina y
Uruguay tienen el mayor superavit. Por su parte, los Estados Unidos resulta un
importador neto de productos lacteos, sus exportaciones (altamente subsidiadas) son
especialmente insumos lacteos como la leche en polvo, y sus importaciones son quesos

de alto valor agregado (Secretaria de Economia, 2011).

México ocupa el octavo lugar en el mundo en el consumo de leche y otros productos
lacteos, después de India, China, Estados Unidos, Pakistan, Brasil y Rusia, de acuerdo

con la empresa Tetra pack.

En 2011, el volumen de productos lacteos (incluyendo leche pasteurizada, evaporada,
leche con sabor y condensada, asi como yogurt liquido) era alrededor de 12 mil millones
de litros. ElI consumo de leche per capita asciende a 66 litros/ afo, siendo los nifos los

principales consumidores (Alimentaria, 2013).

1.1.5 Tratamientos y procesos en la industria lechera

Es un hecho admitido que la leche es un alimento muy nutritivo y una fuente valiosa de
vitaminas y minerales. Sin embargo, se deteriora con gran rapidez, la leche bronca tiene
un tiempo de conservacion relativamente corto. Hay numerosos métodos para prolongar
la vida util de la leche y sus productos lacteos, siendo cada vez mayor el numero de
tecnologias que se pueden aplicar para mejorar la inocuidad y calidad de la
leche.(FAO/OMS, 2005)
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En la leche las alteraciones de origen microbiano son mas frecuentes y, sobre todo, las
primeras en aparecer; por lo tanto los métodos de conservacion tienden, en primer lugar,

a detener la proliferacion microbiana (Saravacos Y Maroulis, 2011).

Los principales métodos de conservacion de la leche son procedimientos fisicos
normalmente, este involucra un aumento en la temperatura, ya que los procedimientos
quimicos son peligrosos y casi todos han sido prohibidos. Los métodos bioldgicos se usan

muy poco por modificar notablemente el sabor de la leche (Saravacos Y Maroulis, 2011).

La accién del calor se distingue netamente de la accion del frio por el hecho de que el
calor es capaz de destruir los microorganismos y no solo de dificultar su desarrollo. El
tratamiento de la leche por el calor no es, pues, solo un método de conservacion; es

también, y sobre todo, un método de higienizacion.
Los métodos mas usados son(Badui, 2006):
v" Pasteurizacion

En 1933, Charles Porcher definid exactamente el objetivo de la pasteurizacion,
“Pasteurizar la leche es destruir en ella, por el empleo apropiado del calor, casi toda su
flora banal y la totalidad de su flora patégena, procurando alterar lo menos posible la

estructura fisica de la leche, su equilibrio quimico, sus diastasas y vitaminas”.

Antes de calentar la leche cruda se somete a centrifugacion para eliminar particulas
extrafias como células de las glandulas mamarias, leucocitos y otros posibles
contaminantes; ademas se somete a una homogenizacién del tamafio de los glébulos
grasos de la leche tiene la finalidad de garantizar que no se forme nata en la superficie de
la leche, asi como, que todas las moléculas de la leche lleguen a la temperatura de

pasteurizacion(Badui, 2006).

En primer lugar se tiene que determinar la intensidad del tratamiento, es decir, fijar la
temperatura y el tiempo durante el que debe aplicarse. La temperatura aislada no significa
nada; tiene que ir acompanada de duracioén. Las condiciones del calentamiento tienen que
permitir la destruccion del bacilo tuberculoso y, por lo tanto, la de todos los

microorganismos patoégenos (Saravacos Y Maroulis, 2011).

En la Figura 1 se observa la relacion tiempo temperatura para la destruccion de

microorganismos patogenos en la leche.
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Figura 1. Pasteurizacién y Ultrapasteurizacion de la leche y su relacién con la destruccion de
microorganismos y enzimas
Fuente: Badui, Salvador D. (2006).

Se pueden distinguir dos métodos de pasteurizacion de la leche

Pasteurizacién baja. Se define por un calentamiento a 63°C durante 30 minutos. Es un

método lento y discontinuo, pero presenta la ventaja de no modificar las propiedades de la
leche.

Pasteurizacion alta. Se define como el calentamiento a 72°C durante 15 segundos. El

método es rapido y continuo, pero modifica ligeramente las propiedades de la leche, si
bien los aparatos modernos reducen este inconveniente; las albuminas y las globulinas

sufren siempre una coagulacion parcial.
Proceso de Pasteurizacion

La leche para pasteurizar recibe un tratamiento térmico directamente a través de un

intercambiador de calor, que normalmente es de placas. Un pasteurizador de placas
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estaconstituido por cuatro secciones distintas, cada una formada por un conjunto de
placas de acero inoxidable rectangulares encajadas entre si. Asi, la leche entra al
pasteurizador a una temperatura de 4°C, se precalienta en la seccidén de recuperaciéon o
regeneracion, en donde el intercambiador de calor se produce entre la leche fria que llega
y la leche ya pasteurizada que sale del sistema. La leche precalentada pasa a la seccion
de pasteurizacion, en donde se calienta hasta una temperatura de 72°C y 75°C con agua
calentada por vapor. La leche se mantiene a esa temperatura durante 15 segundos en el
tubo de retencion y pasa a través de una valvula de desviaciéon de flujo antes de volver de
nuevo a la seccion de recuperacion para ceder su calor a la leche que esta entrando en el

intercambiador (Coimbra, 2010).

Después de la pasteurizacion es necesario bajar la temperatura de la leche por debajo de
la temperatura ambiente, siendo que si la leche es almacenada a temperatura entre 30 y
60°C una porcidon importante de bacterias acido lacticas termdfilas capaces de
desarrollarse a esas temperaturas acidificando la leche. Esto ocurre en la seccién de
refrigeracion donde se enfria a una temperatura de menos de 4°C y sale del
intercambiador para pasar inmediatamente a la maquina llenadora-envasadora

(Saravacos Y Maroulis, 2011).

v' Ultrapasteurizacion (UHT)

Este método se basa en la eficiencia bacteriolégica de un tratamiento térmico a alta
temperatura durante un tiempo muy corto. Este procedimiento, llamado de “esterilizacion
UHT” (Ultra High Temperature, Temperatura Ultra Alta), constituye un proceso decisivo en

la preparacion de las leches liquidas de larga conservacion.

La temperatura de calentamiento es de 138°C a 150°C durante un tiempo de 4 a 15
segundos,seguido de un envasado aséptico. Este procedimiento térmico destruye
practicamente todos los microorganismos y las enzimas mas termoresistentes El proceso
UHT puede extender la vida de anaquel hasta por 6 meses manteniendo en refrigeracion
(Coimbra, 2010).
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Los métodos UHT son de dos tipos:

Calentamiento indirecto. En intercambiadores de calor tubulares o de placas. El flujo de la

leche debe ser de régimen turbulento para asegurar una transferencia rapida de calor.
Para una misma velocidad de flujo de leche los cambiadores de placas permiten alcanzar

mas rapidamente el régimen turbulento que los intercambiadores tubulares.

Una instalacion de esterilizacion UHT que utilice intercambiadores de placas funciona
precalentando la leche hasta 65°C a 75°C en un recuperador, después pasa a un
homogeneizador que la impulse a presion a la seccién de esterilizacion (138°C a 150°C)
y, finalmente a la seccion de enfriamiento, donde una primera seccion circula aun a
presion y, tras pasar por una valvula que frena la salida de la leche y asegurar una
contrapresion de tres bares, necesaria para evitar la ebullicion de la leche en la seccidn

de esterilizacién, pasa a la segundo seccién de enfriamiento.

Calentamiento directo. Contacto de la leche con vapor de agua grado alimenticio. En

estos métodos. La mezcla intima de la leche y el vapor origina una elevacion muy rapida
de la temperatura. Sin embargo, se observa cierta condensacién de vapor durante el
calentamiento que provoca una dilucién de la leche del orden del 10% de su peso
aproximadamente. Es necesario que el calentamiento vaya seguido de una evaporacion
parcial que permita restablecer el contenido de materia seca inicial de la leche (Jeantet y
col., 2005).

v' Esterilizacion

Actualmente se han generalizado en todo el mundo los tratamientos UHT para la
produccién de la leche esterilizada, pero estos sistemas fueron precedidos en su
desarrollo y aplicacién comercial por los de esterilizacion de la leche en botellas, con los
que también se obtiene un producto de larga conservacion. La leche esterilizada en
botellas se consume en muchos paises del mundo y es una técnica de fabricacion que se
aplica con frecuencia para la elaboracion de productos lacteos como las bebidas

aromatizadas de larga conservacién (batidos, entre otros).
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Proceso de esterilizacion

En los sistemas de esterilizacion por lotes o discontinuos, las condiciones de tratamiento
térmico que suelen utilizarse son de 115-120°C durante 15.30 minutos. La leche se
precalienta hasta 80-90°C en un intercambiador de calor de placas con el fin de
desnaturalizar y estabilizar las proteinas séricas. A continuacién, la leche se homogeniza
para evitar la separacién de la materia grasa durante el largo periodo de conservaciéon y
se procede a llenar los envases que actualmente son envases Tetra Pack, que una vez
sellados se introducen al esterilizador. Una vez finalizado el ciclo de esterilizacién, la

leche se refrigera por circulacién de agua fria (Saravacos y Maroulis, 2011).

1.1.6. Derivados lacteos

Desde tiempos remotos los humanos han intentado conservar y adaptar la leche a sus
variadas necesidades y gustos. Los derivados lacteos son productos que se obtienen al
someter a la leche a determinados procesos tecnolégicos, pudiendo contener aditivos
alimentarios u otros ingredientes funcionalmente necesarios para su elaboracion (Rivera y
Simén, 2008).A continuacion se resumen los aspectos mas importantes de algunos
derivados lacteos (Chandan, 2006):

< Mantequilla: producto graso para untar, derivado exclusivo de la leche o crema
pasteurizada, principalmente de la forma de emulsion “agua en aceite”. Tras el
descremado, el proceso principal para la obtencién de este producto es el batido
de la crema que se conduce a la formacion de una fraccion de grasa (mantequilla)
y otra de fraccion no grasa (el suero de mantequilla). Su contenido minimo de
materia grasa debe ser del 80% con un maximo del 16% de agua, y un contenido

maximo de extracto seco magro del 2%.

X3

%

Cuajada y queso: la cuajada es el producto obtenido a través de la leche entera,
semidesnata o desnatada, sometida a un tratamiento térmico adecuado,
coagulada por la accion del cuajo u otras enzimas coagulantes autorizadas, sin la
adicién de fermentos lacticos y sin proceso de desuerado.

El queso se elabora a partir de leche de vaca, de otras especies y/o combinadas,
se puede definir como el producto obtenido al separar los componentes sélidos de
la leche, la cuajada; de los liquido, el suero; por la accion del cuajo y/o un acido.

Todos los tipos de quesos comienzan por la formacién de la cuajada (coagulacion)
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en el que la caseina de la leche, coagulada por el descenso del pH forma una red
donde retiene principalmente la grasa de la leche, algo de lactosa, agua y
minerales. El liquido no retenido en la red se denomina suero. Una vez formada la
cuajada, esta suele someterse a un corte, agitacion mecanica y calentamiento
gradual, con el fin de facilitar una mayor o menor expulsibn de suero. A
continuacion la cuajada suele prensarse en moldes adecuados que le confieren su
apariencia final. La incorporacion de sal a la masa de la cuajada contribuye no solo
al sabor final del queso, si no que representa un papel en la conservacion del

queso durante su maduracion.

Helado: es un alimento producido por batido y congelacion por una mezcla
pasteurizada y homogenizada de productos lacteos como leche entera o desnata,
entre otras; y edemas puede contener azicar, frutas, frutos secos, estabilizantes,
agua, entre otros. La congelacion y el batido con aire deben tener lugar
simultaneamente, después de la congelacion no debe incorporarse aire con el
batido, y este sin congelacién no favorece la formacién de espuma estable (Rivera
Y Simédn, 2008).

De los derivados lacteos los enlistados a continuacién tienen una mayor relevancia para el

presente proyecto.

/7
0.0

Crema:es el producto lacteo fluido comparativamente rico en grasas, en forma de
una emulsion de grasa en leche descremada, que es obtenida por la separacion
fisica de la leche(Codex, 2011).

Productos lacteos fermentados: los productos lacteos fermentados, derivados de
la leche fermentada es la que ha sido transformada por el desarrollo de bacterias
lacticas u otros microorganismos que transforman la lactosa en &cido lactico y
otros metabolitos(Shelly, 2004).

Otros derivados lacteos: hay una gran variedad de otros productos lacteos con una
gran aceptacion en el mercado, como lo son los postres: las natillas, los flanes,
mousses, petit suisse, arroz con leche, batidos, entre otros. Desde un punto de
vista nutritivo estos productos son importantes en la dieta y la industria tiende a
diversificar la oferta del mercado creando productos nuevos (Rivera Y Simon,
2008).
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& Natilla:son un postre lacteo muy extendido en la gastronomia espafola. Se
trata de una crema elaborada con leche, yemas de huevo, azicar y aromas

como la vainilla o el limon(Uribe, 2007).

1.1.6.1 Productos lacteos fermentados
El uso de microorganismos como agentes de transformacion es una practica muy antigua
y ha tenido una gran contribucidon en la expansion de la leche y sus derivados porque

permite obtener caracteristicas organolépticas y nutritivas (Chandan, 2006).

Como cambio principal que se da en la leche es el descenso del pH (4.6-4), como
consecuencia de este descenso se produce la coagulacion de la caseina, y la inhibicion

de un gran numero de microorganismos, entre ellos los patégenos(Shelly, 2004).

La inoculacién de la leche con cultivos iniciadores de Bacterias Acido Lacticas (BAL)
seleccionados permite la obtencion de yogur y de otros productos lacteos fermentados
con unas caracteristicas organolépticas 6ptimas. Asimismo, la inoculacién de cepas
seleccionadas de un modo controlado y dirigido permite la reproducibilidad del proceso de
produccién. De este modo, la seleccion de las distintas especies y cepas microbianas es
decisiva a la hora de obtener productos con las mejores propiedades organolépticas y

nutricionales(Sierra, 2006).

1.1.6.2 Productos Lacteos funcionales

Aunque no existe una definicion completamente aceptada ni legal, alimento funcional es
“aquél que contiene un componente, nutriente o no nutriente, con efecto selectivo sobre
una o varias funciones del organismo y con un efecto positivo afiadido por encima de su
valor nutricional’(Mayo, 2010).Puede ser un alimento natural, aquel al que se ha anadido,
eliminado o modificado un componente por medios biotecnolégicos o un alimento al que
se le ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes 0 una

combinacion de cualquiera de estas posibilidades(Lorente, 2001).

Segun algunas fuentes, en estos momentos existen en el mercado espafiol mas de 200
alimentos con declaraciones nutrimentales. Un buen numero de éstos son productos,
entre los que destaca la leche enriquecida en hierro, yodo, acido félico, acidos grasos
(omega-3 y omega-6), calcio, vitaminas A, B, D, E, fitoestrogenos, entre otros. Las

tendencias mas actuales en el campo de la alimentacion funcional tratan de encontrar
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compuestos beneficiosos para un gran numero de disfunciones y enfermedades dentro y
fuera del tracto gastrointestinal. Sin embargo, para el uso racional de estos alimentos es
necesario demostrar el mecanismo de accion de cada uno de los compuestos y las vias a

través de las cuales inciden en nuestra salud(Mayo, 2010).

Dentro de los denominados productos lacteos funcionales se encuentran prioritariamente

los probidticos, prebidticos y simbidticos, que a continuacion se detallan.

1.1.6.2.1Probiodticos

A pesar de que no hay una norma definida, los probidticos se describen generalmente
como microorganismos Vvivos, por ejemplo especies especificas y cepas de Lactobacillus
o Bifidobacterium; que cuando se consume en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio para la salud al huésped(Digest, 2009).

Gran parte de los productos probidticos corresponden a leches fermentadas tipo yogur. El
queso parece ser también un excelente vehiculo de probidticos. El numero de productos
probidticos presentes en las estanterias de los comercios es cada dia mayor y
representan un volumen de negocio creciente. Entre los beneficios que los probidticos
aportan se pueden citar una reduccion en la intolerancia a la lactosa, la mejora del
estrefimiento, una reduccion y mejor recuperacion en las infecciones por rotavirus y otros
patdgenos intestinales, la estimulacion del sistema inmune, el alivio sintomatico de
patologias intestinales como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, la reduccion de
la incidencia de cancer de colon, entre otros(Mayo, 2010).Para que se produzcan estos
efectos beneficiosos nutricionales, preventivos y terapéuticos de los probidticos en las
enfermedades, es necesario que las bacterias lacticas que se encuentran vivas y viables
en el yogur y los derivados lacteos fermentados que se denominen alimentos funcionales
sean capaces de superar las barreras fisiolégicas del estdbmago (acidez gastrica) e
intestino delgado (accion bactericida de sales biliares), y asi colonizar el colon, dando

lugar a una microbiota bacteriana adecuada para la salud(Sierra, 2006).
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A. Bacterias Lacticas

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representados por varios
géneros con caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y metabdlicas en comun. En general
las BAL son cocos o bacilos Gram Positivos, no esporulados, no mdéviles, anaerobios; y
que producen acido lactico él como unico o principal producto de la fermentacion de

carbohidratos(Ramirez, 2011).

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes estd basada en principio en la
morfologia, modo de fermentacion de la glucosa (homofermentativas vy
heterofermentativas), el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion del acido
lactico producido, en la habilidad para crecer a altas concentraciones de sal y tolerancia
acida o alcalina.

Los géneros mas representativos son: Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus,

Streptococcus y Leuconostoc.

Caracteristicas fermentativas de las Bacterias Lacticas

Existen diversos géneros de BAL, sin embargo; estas son agrupadas como
homofermentadoras o heterofermentadoras basado en el producto final de su
fermentacion. Las homofermentadoras como Lactococcus, Streptococcus, Pedicoccus y
algunos Lactobacillus poseen la enzima aldolasa y producen acido lactico como el
producto principal de la fermentaciéon de la glucosa utilizando la via de la glucélisis. Por
su parte las del género Leuconostoc, Oenococcus, Carnobacterium y algunos
Lactobacillus son heterofermentadoras y convierten hexosas a pentosas por la via 6-
fosfogluconato-fosfocetolasa, produciendo en el proceso ademas de acido lactico,

cantidades significantes de otros productos como acetato, etanol y CO2(Ramirez, 2011).

Las principales especies BAL utilizadas en la produccién de yogurt y otros productos
lacteos fermentados son: L. delbruecckii spp. Bulgaricus y S. thermophilus. Las
caracteristicas principales de fermentacion son para L. delbelbrueckkii spp. bulgaricuses
una bacteria mesdfila (requiere temperaturas en torno a 30°C para su

crecimiento),produce compuestos aromatizantes, mientras que S. thermophilusproduce
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acido lactico y ayuda al crecimiento del L.bulgaricus;es una bacteria termofilica, y crecen

bien a temperaturas de 45°C, ambas especies son homofermentativas(Sierra, 2006).

Las bacterias acido lacticas mas empleadas en la elaboracién de diferentes productos

lacteos fermentados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Bacterias acido lacticas empleadas en la elaboraciéon de productos lacteos fermentados

Productos Bacterias principales Usos
) ) ) Promueve sabor, gusto suave y
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus ) .
) ) ) ) delicado. Promueve la cuajada,
Yogurt casei, Lactobacillus acidophilus, ] ) ) .
) mejora la digestion, absorcion,
Streptococcus thermophilus. ]
contribuye a promover la salud.
Bebidas ) o ]
Streptococcus lactis, Streptococcus Adiciona sabor, contribuye a
fermentadas a . )
cremoris, Streptococcus herveticus promover la salud.
base de leche
q Streptococcus lactis, Streptococcus Promueve el cuajo, provee aroma
uesos
diacetilactis. y sabor
Mantequilla Lactobacillus lactis, Streptococcus Promueve moderado sabor agrio y
madurada diacetilactis aroma
) Promover sabor caracteristico
Streptococcus lactis, Streptococcus B ]
. ) ) (pequefias cantidades de
Crema &cida cremoris, Leuconostoc cremoris, ]
] ) ] acetaldehido y grandes cantidades
Streptococcus lactis ssp. diacetylactis . ]
de Diacetilo)
Promueve moderado sabor agrio y
Yakult Lactobacillus casei aroma. Contribuye a promover la
salud.

Fuente: Ramirez, José C. (2011).

Bacteriocinas producidas por BAL

Las bacteriocinas son sustancias peptidicas con actividad antimicrobiana, producidas por
diferentes cepas bacterianas. La interaccion entre la cepa probidtica y la microflora
intestinal puede basarse en la competencia con bacterias patdégenas por sitios de
adhesion a los receptores epiteliales, por nutrientes y a la produccion de sustancias
especificas como son las bacteriocinas. Las bacteriocinas producidas por diferentes
bacterias probidticas pueden servir como barreras antimicrobianas y ayudar a reducir los

niveles de microorganismos patégenos(Dosta, 2009).
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En la actualidad las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas son las que
encierran un mayor interés ya que tienen el estatus de QPS (Qualified Presumption of
Safety), es decir son consideradas como microorganismos seguros para la salud, ya que
tanto ellas como sus metabolitos han sido consumidos en alimentos fermentados por
innumerables generaciones sin que haya habido efectos adversos en la

poblacion(Joerger, 2003).

Los estudios efectuados con BAL han reportado efectos positivos en el crecimiento,
sobrevivencia y eliminacion de patégenos de los organismos acuaticos; sin embargo, la
gran diversidad de compuestos inhibidores producidos por las bacterias acido-lacticas,
como las bacteriocinas, requieren de rigurosos estudios sobre el modo de accion de estos
compuestos sobre otros microorganismos en condiciones ambientales diferentes a las de

su origen.(Dosta, 2009)

1.1.6.2.2Prebidtico

Algunos componentes presentes de la fibra son denominados prebidticos, definidos
como ingredientes alimenticios no digeribles de los alimentos que afectan de manera
positiva al huésped, estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o la actividad
metabdlica de un numero limitado de cepas de bacterias colénicas. Estos compuestos se
caracterizan por ser moléculas de gran tamafno que no pueden ser digeridas por las
enzimas digestivas del tracto gastrointestinal alto del humano, alcanzando el intestino
grueso donde son degradados por la microflora bacteriana, principalmente por las
Bifidobacterias y Lactobacilos, generando de esta forma una biomasa bacteriana
saludable (Lorente, 2001; Olagnero Y Abad, 2007).

A diferencia de las bacterias vivas de los probidticos, los prebidticos son solamente
sustancias que ayudan al desarrollo de las bacterias beneficiosas propias del organismo.
Para que un ingrediente alimenticio sea considerado prebiético debe cumplir con los

siguientes criterios: (Olagnero Y Abad, 2007)

¢ No debe ser hidrolizado o absorbido en la parte alta del tracto digestivo.
& Debe ser fermentado selectivamente por una o un numero limitado de bacterias

potencialmente benéficas del colon, por ejemplo bifidobacterias y Lactobacillus.
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o Debe ser capaz de alterar la microflora coldnica tornandola saludable, por ejemplo
reduciendo el numero de organismos de putrefaccion e incrementado las especies

sacaroliticas

Ejemplos de estos alimentos es la fibra dietética, en concreto los fructooligosacaridos
(FOS), que estan actualmente muy de moda. Estos estan formados por azicares simples
de cadena corta (de 3 a 10 unidades de azucar), de las que por lo menos 2 son
fructosa(Gimeno, 2004).

A- Fibra
La fibra es un término usado para denotar una variedad de diferentes componentes

naturales de la dieta que son partes comestibles de plantas o hidratos de carbono. Se
dividen en tres categorias, segun el numero de unidades de fructosa que contienen. Los
enlaces de estos azucares son resistentes a la digestiéon al no poder ser hidrolizados por
las enzimas del intestino delgado, de manera que no pueden ser absorbidas por éste y
pasan al intestino grueso, donde pueden ser parcial o completamente fermentadas y en
el que pueden estimular selectivamente el crecimiento de bacterias beneficiosas, como
las bifidobacterias y Lactobacillus, 1o que da lugar a una reduccion de bacterias patdgenas

como Salmonella y Clostridium(Gimeno, 2004; Salinas, 2013).

La fibra dietética se puede clasificar en soluble e insoluble.
% Las fibras insolubles (FAI) son generalmente poco fermentadas en el intestino
grueso. Forman con el agua mezclas de baja solubilidad y sirven de nutrientes a
las bacterias entéricasestaintegrada por celulosa, hemicelulosa, lignina y almidon

resistente. Retiene poco agua

7
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Las fibras dietéticas solubles (FAS) captan mucha agua y forman geles viscosos
en contacto con agua. Reducen la absorcion de grasa o azucares por el tracto
digestivo, son fermentadas por la flora bacteriana del colon favoreciendo el
desarrollo de la microbiota. Comprenden a las gomas, mucilagos, pectinas,
almidon resistente 2 y 3, algunas hemicelulosas, galactooligosacaridos (GOS),
inulina y fructooligosacaridos (FOS) (Olagnero Y Abad, 2007; Salinas, 2013).
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Otro tipo de clasificacion de la fibra dietética se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de fibra dietética

1. Polisacaridos estructurales

Celulosa

Hemicelulosa

Sustancias pécticas

2. Polisacaridos no estructurales

Gomas

Mucilagos

3. No hidratos de carbono

Lignina

Cutina

Taninos

Suberina
Acido fitico

Fuente: Sastre, Gallego A. (2003).

De acuerdo ala NOM-051-SCFI/SSA1-2010 de especificaciones Generales de etiquetado
la Ingesta Diaria Recomendada de Fibra dietética para el mexicano es de 30g. En
general, se acepta que se debe consumir mas de 2 g diarios de estos FAS para percibir

sus efectos prebidticos.(Gimeno, 2004)

Inulina

La inulina es un carbohidrato de almacenamiento presente en muchas plantas, vegetales,
frutas y cereales y por tanto forma parte de nuestra dieta diaria. A nivel industrial, la
inulina se obtiene de la raiz de la achicoria, cebolla, ajo, cardo, alcachofa, yacén, entre
otros; y se usa como ingrediente en los alimentos, ofreciendo ventajas tecnoldgicas e
importantes beneficios a la salud. La inulina esta constituida por moléculas de fructosa
unidas por enlaces B-(2—1) fructosil-fructosa, siendo el término “fructanos” usado para
denominar este tipo de compuestos. Las cadenas de fructosa tienen la particularidad de
terminar en una unidad de glucosa unida por un enlace a-(1,2) (residuo -Dglucopiranosil),
como en la sacarosa (Figura 2. A), pero también el monémero terminal de la cadena
puede corresponder a un residuo de [(-D-fructopiranosil (Figura 2. B) (Madrigal Y
Sangronis, 2007).
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Figura 2. Estructura quimica de la inulina: con una molécula terminal
Fuente: Madrigal, L.; Sangronis, E. (2007).

Forma parte de la fibra dietética, es soluble en agua, es no digerible por las enzimas
digestivas del tracto digestivo del humano, es digerida por los organismos pobladores del
intestino. Una vez digerida, la inulina libra fructosa en pequena proporcién. El organismo
humano carece de enzimas especificas para hidrolizarla y no es degradada por la ptialina
y la amilasa salivar o pancreatica, dado que sus enlaces a-(1,2) resisten a su accién
(Calvo y Col, 2011).

Aplicaciones vy beneficios

La inulina posee un sabor neutral suave, es moderadamente soluble en agua y otorga
cuerpo y palatividad. Tiene diversas aplicaciones en la industria de alimentos, puede ser
utilizada como sustituto del azucar, reemplazante de las grasas, agente texturizante y/o
estabilizador de espuma y emulsiones. Por este motivo se incorpora a los productos
lacteos, fermentados, jaleas, postres aireados, mousses, helados y productos de
panaderia. La dosis maxima permitida para adicionar un alimento formulado con inulina es
para dosis simple hasta 10 g/dia y en dosis multiples hasta 20 g/dia. En dosis mayores a
las permitidas puede provocar intolerancias luego de su consumo, como efectos
osmaticos (diarrea), ruidos intestinales y flatulencia como consecuencia del proceso de

fermentacion (Olagnero y Abad, 2007).
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Los subproductos de su metabolizacion aumentan el peristaltismo intestinal y facilitan la
absorcion de minerales como el calcio, magnesio y fosforo. Al estar disponible para su
metabolizacién por la microbiota, favorece el desarrollo de Bifidobacterias y Lactobacillus
actuando como probidtico, cuyo efecto bifidogénico que le supone utilidad terapéutica
(Calvo y Col, 2011).

Otras de las propiedades beneficiosas a la salud gracias a la inulina, se mencionan: el
refuerzo de las funciones inmunolégicas (ante cancer o tumores), el aumento de la
biodisponibilidad de minerales, la mejora del metabolismo de las grasas y disminucion en

la respuesta glicémica (Madrigal y Sangronis, 2007).

1.1.6.2.3. Simbioticos

El término “simbidtico” se refiere a un producto alimenticio que contiene, en forma
combinada, probidticos y prebidticos, los cuales pueden actuar en forma sinérgica para
modular la microbiota (flora) intestinal del consumidor e impactar positivamente sobre su
salud(Gotteland, 2010). Tanto los alimentos probiéticos como los prebidticos y los
simbidticos son considerados como alimentos funcionales debido a sus impactos positivos

sobre la salud.

A largo plazo el consumo regular de simbidticos diversos ha demostrado mejorar la salud
en adultos mediante la reduccién de la incidencia y severidad de las enfermedades
respiratorias durante la temporada de frio, lo que sugiere un efecto sinérgico entre
probiodticos y prebidticos.Por otra parte, los simbioticos son capaces de alterar la
composicién de la microflora del colon, reduciendo los procesos inflamatorios en la
mucosa del intestino. Tienen el potencial para inducir la remisién en las enfermedades
inflamatorias del intestino. En pacientes sometidos a cirugia, se ha demostrado que
algunos simbidticos son capaces de prevenir las infecciones bacterianas. En lo referente
al envejecimiento, prebidticos, probidticos y simbidticos podrian mejorar la flora intestinal y
la enfermedad inflamatoria en las personas mayores (Rosas, 2011). En la Figura 3se

muestran los principales efectos simbiéticos.
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— Bebés y nifios —
N

*Infecciones
*Alergias
*Diarrea

*Infecciones
*Alergias
*Infecciones

*Inflamacién

Prebidticos Simbidtico Probiéticos

*Infecciones
*Inflamacién
*Infecciones
*Alergias

*Inflamacién

Figura 3. Principales efectos de los simbidticos sobre el sistema inmunitario en distintas etapas de la
vida en humanos.
Fuente: Rosas, M. R (2011)

*Inflamacién

v

Adultos y ancianos

Un factor importante en el momento de desarrollar un simbidtico es determinar la
compatibilidad entre la cepa probidtica y el tipo de prebidtico utilizado. Hay que tener en
cuenta que el prebidtico puede favorecer selectivamente el crecimiento del probiético en
el tubo digestivo a condicion que dicho probidtico pueda utilizarlo como substrato, es
decir, que tenga las enzimas necesarias para metabolizarlo. Si no es el caso, sera
metabolizado por las poblaciones autéctonas de bifidobacteria y lactobacilos del colon
(Gotteland, 2010).

Para la elaboracién de un simbiético, es importante tomar en cuenta que el componente
prebidtico puede ser incorporado con mas facilidad a un gran numero de matrices
alimenticias mientras que el componente probidtico, por ser un microorganismo vivo, es
un factor limitante al uso del simbidtico en dichas matrices. En la actualidad, los
principales alimentos con simbidticos son productos lacteos, debido al hecho que la leche
es la matriz alimenticia mas adecuada y facil de usar para los probidticos que, en su
mayoria, son bacterias lacticas. Con el fin de ampliar el uso de los probiéticos a otras
matrices se han desarrollado procesos de microencapsulacién, particularmente mediante
secado spray, que podrian permitir el uso de probiéticos (y por ende de simbidticos) en
matrices alimentarias con baja actividad de agua, como es el pan o productos
similares(Caicedo, 2010).

Existe un gran numero de simbidticos potenciales si se toma en cuenta el gran numero de

cepas probiodticas disponibles o en desarrollo y el gran numero de carbohidratos no
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digeribles, tanto naturales como sintéticos, que pueden ser utilizados en combinaciéon. En
este sentido, cabe destacar el particular interés que representa para los paises en
desarrollo, en especial los latinoamericanos, la posibilidad de tener acceso a nuevas
fuentes de carbohidratos no digeribles provenientes de recursos autéctonos (flora
endémica, recursos marinos, entre otros.) que no existen en los paises desarrollados y

que pueden diferenciarse en cuanto a sus efectos saludables(Rosas, 2011).

1.2. Bacterias en tracto digestivo causantes de enfermedades

Aunque pudiera parecer extrafo, la presencia de organismos indeseados (bacterias, virus
o parasitos) en el tracto digestivo es sorprendentemente comun, el problema se desarrolla

cuando se desarrollan en mayor cantidad que microorganismos benéficos.

Cuando el equilibrio de las bacterias saludables en el tracto digestivo se ve alterado y las
patégenas ganan terreno, se denomina dismicrobialismo, término acufiado por el Dr. Eli
Mentre otroshnikoff. Mentre otroshnikoff (1906), quien ganara un premio nobel por su
trabajo sobre el papel benéfico de Lactobacilli propuso que muchas enfermedades
digestivas eran el resultado de un desequilibrio de microorganismos que se encuentran en
el tracto digestivo, él desarrolld un trabajo sobre el papel beneficioso de Lactobacilli al
fomentar la inmunidad pero la medicina moderna basicamente ignoré su trabajo y se fue a
favor de la produccion de antibiéticos y otros farmacos contra microorganismos patégenos
en tracto digestivo, se ha mencionado que como resultado de esto muchos
microorganismos causantes de enfermedades han desarrollado una resistencia ante los
farmacos (Holford, 2011).

Las enfermedades gastrointestinales infecciosas son causadas por bacterias
(principalmente Escherichia coli, Salmonella y Shigella), parasitos (Giardia lamblia y
amibas), y virus (Rotavirus y virus Norwalk) al consumir alimentos y agua contaminados

con materia fecal (Hernandez y Col., 2011).

1.2.1. Enterobacterias

Las enterobacterias comprenden un grupo relativamente heterogéneo de
microorganismos caracterizado por: bacilos gram negativos, no esporulados, no moéviles o
moviles por flagelo peritrico como se observa en la Figura4, aerobios facultativos, oxidasa
negativos con requerimientos nutricionales simples, fermentan azucares a una variedad

de productos finales. Entre las bacterias entéricas hay muchas cepas patégenas para
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humanos y animales o plantas, asi como otras cepas de importancia industrial (Case y

Col., 2007).

En la Tabla 5 se muestran las enterobacterias mas frecuentes que se presentan en el

hombre y la localizacion del punto de infeccidn que atacan principalmente. Su

Postre Simbidtico Tipo Natilla sabor Rompope

enumeracion en la tabla corresponde en orden de prevalencia.

Citoplasma

Flagelo
bacteriano

Capsula

Ribosomas  ADN  Membrana Pared celular

plasmatica

Figura 4. Estructura del género Enterobacteriaceae

Fuente: Puerta, G. P., & Mateos, R. F. (2010).

Tabla 5. Localizaciones de infecciones por las enterobacterias mas frecuentes.

Localizacion Enterobacterias mas frecuentes

Sistema nervioso central

Escherichia

Tracto respiratorio inferior

Klebsiella, Enterobacter, Escherichia

Torrente sanguineo

Escherichia, Klebsiella, Enterobacter

Tracto digestivo

Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia

Tracto urinario

Escherichia, Proteus, Klebsiella, Morganella

Fuente:Puerta, G. P., & Mateos, R. F. (2010)

1.2.1.1. Klebsiella pneumoniae

@)
=

El género Klebsiella esta constituido por K. pneumoniae (el patégeno principal);K. oxytoca

y K. granulomatis. K. ozaenae y K.rhinoscleromatis son subespecies de K. pneumoniae,

no fermentadoras. Fermentan la lactosa, la mayoria produce colonias sumamente

mucoides en placas debido a la produccién de una capsula de polisacarido abundante y

todas son inmoviles.
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K.pneumoniae forma parte de la flora habitual intestinal y de la cavidad oral del ser
humano. Es el agente causante de infecciones del tracto urinario, neumonia, sepsis,
infecciones de tejido blando e infecciones de heridas quirurgicas. Es capaz de causar
neumonia en personas por lo demas sanas, aunque casi todas las infecciones por este
microorganismo se adquieren en el hospital u ocurren en pacientes debilitados por
enfermedades subyacentes. El género Klebsiella es caracteristicamente resistente a
multiples antibidticos. Ademas de la resistencia natural de este microorganismo a la

ampicilina y a la carbenicilina(Puerta y Mateos, 2010).

1.2.1.2. Salmonella enteritidis
El género Salmonella suele ser patdgena ya sea en el hombre o en otros animales de
sangre caliente. Las infecciones por Salmonella son una causa importante de diarrea y
morbilidad en la poblacion humana. La enfermedad cominmente se manifiesta por
enterocolitis aguda, con aparicion repentina de cefalea, dolor abdominal, diarrea, nauseas
y a veces vomitos; y puede evolucionar a septicemia o infeccion focal. Rara vez es mortal,
excepto en nifios de corta edad, personas de avanzada edad e inmunodeprimidos

(Vaquero y Fernandez, 2011).

Salmonella enteritidis produce enterotoxinas cuyo sitio de accion es el intestino delgado,
produciendo una secrecion masiva de liquidos hacia la luz intestinal, dando lugar a los
sintomas de diarrea. Este género se asocia mas a enfermedades en animales que en
seres humanos, sin embargo es transmisible, lo cual la relaciona con enfermedades

gastrointestinales en seres humanos(Chapman, 2005).

Los cuadros clinicos de Salmonella serovariedad enteritidis estan asociadas
principalmente al consumo de mariscos, frutas o verdudas contaminadas, leche o
productos lacteos, huevos crudos o mal cocidos y productos derivados contaminados,
tales como mayonesas y merengues entre otros. Otras vias de transmision es a través de
agua o alimentos contaminados con orina o heces de un enfermo o portador. El periodo

de incubacion depende de la magnitud de la dosis infectante y oscila entre 1 a 10 dias.

Esta bacteria causa infecciones en el ser humano en forma endémica o en brotes
epidémicos de intoxicacion alimentaria que abarcan, en ocasiones, amplias zonas
geogréficas debido a la centralizacion de la industria avicola y a extensas cadenas de

distribucion (Vaquero y Fernandez, 2011).
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La tendencia de la presente enfermedad en México del afio 2000 al 2009, ha sido a la
alta, de tal forma que durante el afio 2000 se notificaron 99 722 casos y para el 2009 se
notificaron 139 149 con una tasa de incidencia de 129.4 casos por cada 100 000
habitantes. En el Figura 5 se muestran los casos por entidad durante el 2009 (Cordoba,
2009). En genero por sexo, son las mujeres las mas afectadas, siguiendo una razén de 2

mujeres por cada hombre enfermo por Salmonella.
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Figura 5. Casos de Salmonella por entidades durante el 2009.
FUENTE: Cérdoba, V. J. (2009).

1.3 Curva de McFarland

La utilidad de la escala es poder realizar suspensiones bacterianas ajustadas a un patron,
generalmente se suele usar el 0,5 Mc Farland, para esto se toma una muestra de la
bacteria y se inocula en un tubo con solucién salina, en el momento en que se produzca

un poco de turbidez ya estamos en el 0,5 (de forma visual) (Perilla y Col, 2004).

Se trata de una serie de patrones de turbidez previamente calibrados. Consiste en varios
tubos de vidrio herméticamente cerrados que contienen (1% de Cl.Ba + cantidades
crecientes de SOsH: al 1%); por lo tanto, en cada tubo se origina un precipitado de
SO4Ba, origen de la turbidez. Para cada cepa bacteriana hay que establecer la
equivalencia entre la turbidez de cada tubo y la masa o la concentracién de bacterias que

genera una turbidez similar (lafiez, 2009)

La finalidad, es establecer una relacion entre una precipitacién quimica y una suspension
bacteriana. Creamos 10 estandares, como se muestra en la Tabla 6, por
espectrofotometria, creamos una recta patron, de forma que vamos a poder detectar la

concentracién de nuestras diluciones bacterianas (de manera aproximada, ya que
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depende de factores como el tamafo de la bacteria, la formacion de agregados, entre
otros.). La escala se basa en la capacidad de precipitacion del cloruro de bario en

presencia de acido sulfurico (http://perso.wanadoo.es/microdominguez/c.htm).

Tabla 6. Diluciones estandares para la curva de Mc Farland.

TUBO Cl:Ba 1% SO4H2 1% UFC/ml
1 0.1 9.9 3.0x108
2 0.2 9.8 6.0x108
3 0.3 9.7 9.0x108
4 0.4 9.6 1.2x10°
5 0.5 9.5 1.5x10°
6 0.6 9.4 1.8x10°
7 0.7 9.3 2.1x10°
8 0.8 9.2 2.4x10°
9 0.9 9.1 2.7x10°
10 1.0 9.0 3.0x10°

FUENTE: http://perso.wanadoo.es/microdominguez/c.htm

1.4Panorama actual de enfermedades gastrointestinales

Teniendo en cuenta que el intestino es el érgano mas directamente expuesto a la accién
de los multiples microorganismos que componen la flora bacteriana, no es extrano que
buena parte de la investigacion sobre la etiologia de estas enfermedades se haya
centrado en la influencia de las bacterias en la iniciacion y perpetuacion del proceso
inflamatorio. La estrategia basica del tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal
estaba dirigida a modular o suprimir las respuestas inflamatorias, se prestaba poca
atencion a modificar el microambiente intestinal en lo que se refiere a la flora. La
modificacion de la flora intestinal mediante probidticos ofrece la oportunidad de actuar no
s6lo desde el punto de vista microbiologico, sino probablemente desde el punto de vista
inmunologico. Los estudios realizados sugieren que, ademas del efecto puramente
competitivo con otras bacterias y la produccién de sustancias antimicrobianas, los
probidticos pueden modificar el didlogo epitelio-sistema inmunitario intestinal ejerciendo
un efecto inmunomodulador, ya que algunos de ellos podrian tener propiedades

antiinflamatorias al interactuar con la mucosa intestinal (Borruel y Col., 2002).
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El elevado numero y la diversidad de la microflora intestinal humana se reflejan en su
amplia y variada capacidad metabdlica, en especial en relacion con la biotransformacién
de xenobidticos, y la sintesis y activacion de carcinégenos.

La modificacién de la microflora intestinal interferiria con el proceso de carcinogénesis, y
esto abre la posibilidad de plantear modificaciones dietéticas para reducir el riesgo de
cancer de colon. En este sentido, se ha prestado una especial atencion a los probiéticos y
prebidticos, que modifican la microflora aumentando el numero de lactobacilos y

bifidobacterias en el colon(Burns & Rowland, 2003).

Las cifras que se tienen actualmente de enfermedades gastrointestinales son
preocupantes, Remes-Troche y Col. (2009) han reportado datos como los que a

continuacion se mencionan:

o El estrefiimiento se presenta entre 2 'y 20% de la poblacion.

e Se considera que el 50% de la poblacion mundial esta infectada con la bacteria
Helicobacterpilory, causante de gastritis crénicay Ulcera péptica.

e La Organizacién Mundial de la Salud [OMS] estimé que la principal causa de
muerte en el mundo durante 2008 fue el cancer, con 7.6 millones de casos, lo
cual equivale al 13% de todas las muertes a nivel mundial. Provocando 608 000

muertes el cancer de colon.

Panorama actual de enfermedades gastrointestinales en México

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud
publica en México. Se transmiten, ya sea por via fecal-oral, o bien por el consumo de
agua y alimentos contaminados. Afectan principalmente a la poblacién infantil, y tanto su
incidencia como su prevalencia dependen del nivel socioecondmico de los pacientes.

Entre las enfermedades del tracto gastrointestinal mas frecuentes se encuentran las
diarreas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada ano tienen lugar
1,500 millones episodios en paises en vias de desarrollo, resultando de éstos en 1,5
millones de muertes. En México, un estudio gubernamental realizado en 2003, report6 4
556 decesos causados por infecciones intestinales. En 2001, la Secretaria de Salud
(SSA) informé que las enfermedades gastrointestinales, ocasionadas por bacterias o

parasitos, ocupaban la decimocuarta causa de fallecimientos en el nivel nacional, y que
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los estados con mayor incidencia eran: Chiapas, Oaxaca, Guanajuato, Veracruz, Puebla,
y el Distrito Federal. Tan solo en 2008, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
brinddé 2 millones 188 consultas por enfermedades gastrointestinales, y los estados con
mayor incidencia de estas infecciones fueron: Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Michoacan,
Guerrero, y Oaxaca. De acuerdo con estadisticas del IMSS, las infecciones, como
gastroenteritis, salmonelosis, tifoidea, colera y rotavirosis representan un severo problema

de salud publica para nuestro pais (Hernandez y Col., 2011).

1.4.1. Frecuencia de enfermedades Gastrointestinales.

Cifras en México reportan que (Remes-Troche y Col., 2009):

e Entre 16 y 35% de la poblacion presenta colon irritable.

e La ulcera péptica tiene una prevalencia en México de 15%-20%. Prevalencia en
nifos de 10 afios: 50% (17% ulcera gastrica, el 4% complicaciones de la Ulcera y
1% cancer gastrico) y en paises occidentales desarrollados, la prevalencia es del
5-15% es decir las personas la van a padecer en algun momento de su vida. La
incidencia anual oscila entre un 0.04% vy el 2.4% para la ulcera duodenal y entre
un 0.02% y un 0.34% para la ulcera gastrica. La mortalidad es muy baja, entre un
2-3/100.000. En México la Ulcera péptica es una de las 3 causas mas comunes
de hemorragia del tubo digestivo.

e La prevalencia de enfermedad por reflujo gastroesofagico en México es del
20%, en América del Norte es de 19.8-20% y en Europa 9.8-18%. En los paises
asiaticos la prevalencia es menor (2.5-4.8%). Se estima que 25% de los adultos
presentan cada mes sintomas caracteristicos de enfermedad por reflujo
gastroesofagico como son pirosis (acidez) y reflujo el 12% los presenta cada
semana y el 5% diariamente. Ademas esta enfermedad representa el 5% de las
consultas de atencién primaria en paises occidentales.

e En México entre la poblacion adulta (30 a 59 anos), las tasas de mortalidad mas
alta se concentra en los tumores malignos en érganos digestivos (15.01 por cada
100 mil personas de ese grupo de edad). Finalmente en la poblacion adulta
mayor, nuevamente son los tumores malignos en érganos digestivos los que
presentan las tasas mas altas (173.26 por cada 100 mil adultos mayores).

e El cancer de colon provoca en México nueve muertes diarias y 58 diagndsticos

nuevos, lo que lo ubica en una de las enfermedades mas agresivas.
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1.5. Innovacion de productos

Durante los ultimos afios, debido a la globalizacion de los mercados y al incremento de los
factores de escala en la produccion de bienes y servicios hasta limites insospechados,
hay un nuevo entorno competitivo, las empresas han tenido que analizar meticulosamente
su manera de hacer las cosas con la intencion de conocer las capacidades distintivas que
las mantienen en el negocio y las fortalezas que deben cultivar u obtener para mantener

su posicidon competitiva o mejorarla (Monforte, 2004).

Diversos autores e investigadores sobre management se refieren a la estrategia de
innovacion y su extension sobre el éxito de las empresas como “La busqueda de la
ventaja competitiva es igual a la innovacién”, donde “La Unica ventaja competitiva
permanente surge de ganarle en innovacion a la competencia”. Adicionalmente
mencionan la innovacién como generador de riqueza y para lograr una interaccion entre
estos dos conceptos afirman que “...l1a riqueza no se genera perfeccionando lo conocido

sino captando imperfectamente lo desconocido”.

Remarcando en la claridad sobre la diferenciacion entre la innovacion y la optimizacion,
diciendo que “en el nuevo régimen, la riqueza proviene directamente de la innovaciéon y no

de la optimizacién” (Giraldo, 2004).

Giraldo (2004) comenta en su articulo lo mencionado por Freeman (1974) sobre la
innovacion que es descrita como “Un proceso que incluye las actividades de técnica,
disefio y manufactura, administracién y comercializacion envueltas en el mercadeo de un
nuevo producto o el primer uso de un nuevo proceso de producciéon o equipo” mostrando

completamente una interaccion entre los componentes de la empresa.

Como se menciona en la revista Harvard Business Review. “Una empresa no puede
crecer mas que sus competidores a menos que pueda innovar mas que ellos” (Gary y
Gary, 2004).

1.5.1. Desarrollo de nuevos productos
Los nuevos productos son indispensables para el crecimiento. Hoy, mas que nunca se
escucha la frase: “innovar o morir”, por lo tanto, dependiendo de los objetivos del
desarrollador se decide la estrategia de orientarse a la innovacion en el desarrollo de

nuevos productos.
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Un nuevo producto puede ser creado o hecho “nuevo” de muchas maneras. Un concepto
enteramente nuevo se puede traducir en un nuevo articulo, simples cambios secundarios

en un producto ya existente pueden convertirlo en otro “nuevo” (Garcia, 2010).

Algunos de los cambios en el entorno de mercado, con el impacto potencial de las formas

en que el desarrollo de nuevos productos que se practica y logré en la ultima década son:
* Aumento del nivel de las competiciones en el mismo mercado
» La rapida evolucion de las necesidades y expectativas del cliente
» Mayores tasas de obsolescencia técnica
» Mas cortos los ciclos de vida de productos (Kumar, 2005).
Los nuevos productos o servicios se pueden clasificar en:

o Productos totalmente innovadores que crean nuevos mercados.

o Nuevas lineas de productos y servicios que van a nuevos mercados. Por ejemplo,
para responder a estrategias de diversificacion, tanto para crecer o bien para no decrecer
y atomizar riesgos.

o Extension de lineas de productos y servicios. Generalmente para captar clientes
de la competencia, nuevos segmentos o bien para impulsar la demanda.

o Mejora de productos y servicios sustitutivos de los existentes. Basados en
estrategias de fidelizacion, se ofrecen nuevos beneficios y soluciones mas avanzadas.

o Reposicionamientos. Cuando se instalan en la mente de los clientes nuevas

prestaciones que satisfacen nuevas necesidades (Garcia, 2010).

El generar nuevos productos conlleva una serie de etapas o pasos a seguir, de acuerdo a
diferentes autores, quienes propusieron una propia metodologia como se observa en la

Tabla 7, se observa que aun con etapas de mas o de menos, la idea es similar.
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Tabla 7. Etapas del desarrollo de nuevos productos por diferentes autores.

AUTOR ETAPAS
Desarrollo
Philip Generacion Tamizado | y pruebas Analisis Desarrollo Comercia-
Kotler de ideas preliminar de financiero | del producto lizacion
concepto
Robert Evaluacion . .
Ideas o Concepto Desarrollo Prueba Experimento | Lanzamiento
Cooper preliminar
J. Guiltinan | Generacién Seleccis Prueba de | Factibilidad | Prueba de Analisis de Marketing de | Introduccion al
eleccion
y G. Paul de ideas concepto técnica producto rentabilidad prueba mercado
» Produccion | Aceleracion . Aprobacion del
L o Especifica- ) Aprobacion e o
Stephen Validacion Disefio ) y pruebas | gradual de la | Lanzamiento | .| disefio e inicio
) ciones y implementacio .
Rosenthal de laidea conceptual L de manufac- del proyecto de produccién
disefio ) n del proyecto )
prototipo tura masiva

FUENTE: http://marketingcosmeticaperfumeria.wordpress.com/2010/08/05/proceso-del-desarrollo-de-nuevos-productos/

1.5.1.1. Simbidticos: Natilla Simbiética y otros ejemplos de alimentos

funcionales.
Una natilla simbidtica es el producto que se obtiene por la concentracién de la grasa
contenida en la leche seguida de un proceso de fermentacién controlada mediante la
inoculacién de cultivos lacticos y adicion de inulina como prebidtico. El contenido graso
puede variar de 12 a 30%, pero la mayoria de las plantas produce crema con 18 a 25% de

grasa y asi obtienen una buena consistencia y sabor.

En el mercado centroamericano existen dos tipos de natilla fermentada, una producida a
nivel de finca, conocida como natilla casera y la otra elaborada en las plantas lecheras. La
natilla casera es obtenida por fermentacién natural, a temperatura ambiente, de la crema que
el productor separa en forma manual. Esta crema varia en su contenido graso y por no ser
pasteurizada existe la posibilidad de que haya presencia de microorganismos patégenos, lo
que representa una amenaza para la salud del consumidor. Sin embargo, a pesar de los
riesgos, muchos consumidores la prefieren por su riqueza en grasa, es mayor que la crema

producida en las plantas, asi como por su sabor y aromas caracteristicos (FAO).
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% Oftros ejemplos de Alimentos Funcionales

En la Tabla 8 se muestra una recopilaciéon de alimentos lacteos funcionales presentes en

el mercado mexicano:

Tabla 8. Ejemplos de Alimentos Funcionales en el mercado mexicano.

Ingredientes

Marca ) Imagen
Funcionales
Bifidobacterium
Activia
animalisy Fibra.
Lactobacillus
Yakult

casei Shirota.

SanCor Bio Regular | L.casei  + Fructanos ‘;"*f
Natural Naturales. ,4?.;:
Esteroles d <"
steroles de origen ’
Benecol 9 g
vegetal. .
-
,'%‘*é\wk
ACTIFIBRAS®: Fibras DoaF
Svelty Total Digest o it
prebidticas. 3

Gastro Protect

Lactobacilos La1®,
exclusivos de
NESTLE®

Los alimentos funcionales se presentan como una gama intermedia entre

los

medicamentos y los alimentos, pero no dejan de ser productos de gran consumo que se

compran libremente. Sus envases pequefios y manejables, la estética de su empaque o
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las declaraciones nutrimentales publicitarias que se utilizan en su promocién nos remiten

muchas veces significados implicitos que los acercan a los medicamentos.

Siendo estos una manifestacion mas de las dinamicas de la sociedad de la informacion,
en la que los valores procedentes de la investigacion no se utilizan soélo para la innovacién
en nuevos productos de mayor valor afiadido, sino que se usan también como argumento

comercial (Pena, 2005).

Los alimentos funcionales ya estan siendo comercializados y promovidos activamente a
los consumidores conscientes de la salud en todo el mundo. Las empresas de alimentos
mas importantes del mundo han adoptado el concepto de alimentos funcionales y lo ven

como una tendencia que llegoé para quedarse (Heasman y Melletin, 2001).
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Capitulo 2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un producto lacteo simbidtico tipo natilla que cumpla con la norma mexicana
NOM-185-SSA1-2002, empleando como prebidtico inulina y como probidtico L. bulgaricus,

L. lactis y S. thermophilluspara crear un postre que posea la caracteristicas de simbidtico.

2.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES
OBJETIVO PARTICULAR 1

Estandarizar el proceso de elaboracién de un producto lacteo simbidtico tipo natilla para
posteriormente, mediante un analisis sensorial, determinar la concentracion de inulina a

emplear para su elaboracion.
OBJETIVO PARTICULAR 2

Realizar una evaluacion sensorial del postre simbidtico tipo natilla estandarizado y asi

determinar el sabor a emplear en su elaboracion final.
OBJETIVO PARTICULAR 3

Realizar el analisis microbiologico del postre simbidtico tipo natilla mediante la técnica
establecida en la NMX-F-703- COFOCALEC-2004, para verificar el cumplimiento del

producto como un probidtico.
OBJETIVO PARTICULAR 4

Realizar el analisis microbioldgico del postre simbidtico tipo natilla mediante las pruebas
establecidas en la normatividad mexicana NOM 243-SSA1-2010 para determinar su

calidad sanitaria.
OBJETIVO PARTICULAR 5

Realizar dos retos microbianos al producto terminado con Klebsiella pneumoniae y
Salmonella enteritidis inoculadas en dos muestras diferentes de la natilla, mediante
pruebas establecidas en la normatividad mexicana NOM 113-SSA1-1994 y NOM-114-
SSA1-1994 respectivamente, para probar su efectividad en la destruccion de las cepas

patdgenas empleadas para los retos.
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OBJETIVO PARTICULAR 6

Realizar el analisis quimico proximal al postre simbidtico tipo natilla mediante técnicas

oficiales para conocer su aporte nutrimental final.
OBJETIVO PARTICULAR 7

Realizar una evaluacién sensorial del postre simbidtico tipo natilla mediante una prueba

Heddnica para conocer el agrado del producto por parte de los consumidores.
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Capitulo 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 Cuadro Metodoladgico

ACTIVIDAD
PRELIMINAR O.P.
1

Estandarizacion
de las etapas de
elaboracion  del
postre simbidtico
tipo natilla

*Contenido  de
grasa

*Tiempo de
homogenizacion
*Tiempo de
fermentacion
*Cultivo

*Lactico

L

ompope

a las existentes en el mercado

Desarrollar un producto lacteo simbiético tipo natilla que cumpla con la norma mexicana NOM-185-55A1-2002 empleando como
prebidtico inulina y como probiético L. bulgaricus, L. lactis y S. thermophillus para crear un postre que posea caracteristicas diferentes

PTG AT

Estandarizar el proceso de
elaboracion de un
producto lacteo simbidtico
tipo natilla para
posteriormente, mediante
un analisis sensorial,
determinar la
concentracion de inulina a
emplear para su

elaboFcién.

standarizacion del
contenido de inulina

(Actividad 1

Realizar 3 formulaciones
de natilla variando la

concentracion de inulina

——enlk,

simbiético tipo natilla
estandarizado y asi
determinar el sabor a
lemplear en su elaboracion
final.

Actividad 2

Realizar 4 formulaciones
de natilla, cada una con
un sabor diferente;
rompope, vainilla
lguayaba y pistache; paral
posteriormente llevar a
cabo una evaluacion
sensorial para elegir un
solo sabor

Actividad 3

En base a la actividad 1
2 elaborar el postre
simbidtico tipo natilla

microbioldgico del postre
simbidtico tipo natilla
mediante la técnica
establecida en la NMX-F-

microbiolégico del postre
simbidtico tipo natilla
mediante las pruebas

establecidas en la
703- COFOCALEC-2004, normatividad mexicana
para verificar el NOM 243-55A1-2010 para
cumplimiento del determinar su calidad ACTIVIDAD
producto como un sanitaria. PRELIMINAR
probiético. 0.P.5
Preparacion
de la Escala
Actividad 1 Mc Farland
Realizar conteo de i para retos
baterfas dcido-lacticas Acividad 1 microbianos
Determinar el contenido
de microorganismos

Lactobacillus: Recuento en|
placa (Agar MRS)

Streptococcus: Recuento
en placa (Agar M17)

Realizar dos retos microbianos al
producto terminado con Kiebsiellal
pneumoniae y Salmonella
enteritidis inoculadas en dos
muestras diferentes de la natilla,
mediante pruebas establecidas en
la normatividad mexicana NOM
113-55A1-1994 y NOM-114-55A1-
1994 respectivamente, para probar|
su efectividad en la destruccién de
las cepas patégenas empleadas
para los retos.

Actividad 1

patdgenos
Coliformes totales: Agar

rojo-violeta-bilis

almonella  spp:  Agar
almonella-shigela

gar verde brillante
gar sulfito bismuto

taphylococcus A
edio Baird-Parker

C una muestra de natilla
con Klebsiella pneumoniae
Actividad 2

De la natilla contaminada
determinar presencia o ausencia

de Klebsiella pneumoniae cada 3|
horas en Agar rojo-violeta-bilis

Actividad 3

Contaminar una muestra de natilla
con Salmonella enteritidis
Actividad 4

De la natilla con
determinar presencia o ausencia

de Salmonella enteritidis cada 24
horas en Agar verde brillante .

"

[Realizar el analisis quimico)
proximal al postre
simbiético tipe natilla
mediante técnicas oficiales|
para conocer su aporte
nutrimental final.

[

1
J OBJETIVO PARTICULAR 2 | | | l ]
Realizar una evaluacién OBJETIVO PARTICULAR 3 OBJETIVO PARTICULAR 4 ORIETIVG PARTICULAR 6 OBJETIVO PARTICULAR 7
sensorial del postre Realizar el andlisis Realizar el andlisis OBJETIVO PARTICULAR 5

Realizar una evaluacion
sensorial del postre

simbidtico tipo natilla
mediante una prueba

|Hedodnica para conocer el

agrado del producto por

parte de los
consumidores.

Actividad 1

Humedad: Estufa a 80°C
con arena

Proteinas: Micro Kjedhal
Lipidos: Roesse Gottlieb

Carbohidratos: Lane
Eynon
Fibra dietética: Método

Gravimétrico Enzimatico
Cenizas: Método Klemm

Actividad 1

Seleccion de 100 personas
al azar en un rango de
edad de 15y 55 afios

Analisis de Resultados

Conclusiones
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Figura 6. Cuadro Metodoldgico.
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3.2 Desarrollo experimental

3.2.1 Actividad preliminar O.P.1. Estandarizacidon de las etapas de elaboracion
del postre simbidtico tipo natilla
Durante esta actividad se estandarizaron las condiciones de las etapas para el proceso de
elaboracion del postre simbiodtico tipo natilla. Estas fueron empleo de cultivo lactico,

tiempo de homogenizacién, contenido de grasa; asi como tiempo de fermentacion.

e EIl cultivo lactico que contiene la cepa probidtica es una mezcla comercial
(DANISCO, Coadigo CHOOZIT MY 800 LYO) liofilizada con 10° UFC de L.
bulgaricus, L. lactis y S. thermophillus. Previo a la elaboracién del postre simbidtico
tipo natilla este cultivo lactico necesito someterse a inoculacion? en leche entera
adquirida del centro Comercial Centro Urbano Cuautitlan Izcalli Marca Santa Clara,
para llevar un proceso de fermentacion; con la finalidad de facilitar la adaptacién y
la reproduccion de las bacterias acido lacticas en un medio que presente las
condiciones 6ptimas para este fin; para posteriormente adicionarlo en la etapa

correspondiente en la elaboracion del postre simbidtico tipo natilla

De Fabela, 2013 se tomod la referencia de adicionar un 3% de sélidos de leche
(Leche en polvo Marca Nido, Centro comercial Urbano Cuautitlan Izcalli) para
estandarizar la leche entera que se utilizoé en la inoculacion del cultivo lactico, y asi
se cred un medio que proporciond los nutrientes suficientes para iniciar la
adaptacion y desarrollo de las bacterias acido lacticas. El porcentaje de cultivo
lactico empleado para esta primera inoculacion se determind en base a lo
establecido por el proveedor DANISCO. Se calculé tomando como base para 50It
de leche entera se emplean 0.8150gr de cultivo, se hizo la relacion y se utilizé
0.0016g para 100ml de leche entera. A esta etapa de inoculacién del cultivo lactico

y fermentacion se le llamo6 Pase de Activacion, el cual se muestra en el Figura 7.

2Inoculacién. es ubicar algo que crecera y se reproducira,
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[ Leche Pasteurizada ] T= 20-22 °C

i)
Sdlidos de leche 3% —_—— [ Estandarizacion J
i}
L. bulgaricus —
i iactis 0.0072% —>[ Inoculacion ] T= 20-22 °C
S. thermophiiius !
[ Fermentacidn ] T=42°C
t= 4-5hrs
!
Enfriamiento T= 4°C
¥ almacenamiento

Figura 7. Diagrama de Proceso de elaboracién del pase de activacion del cultivo.

Una vez teniendo el pase de activacion, se adiciond un 5% de este pase de

activacion en la etapa de Fermentacién del proceso de elaboracién del postre

simbidtico tipo natilla patrén, para disminuir el tiempo de fermentacion.

Las condiciones de estandarizacion del proceso de elaboracion del postre

simbidtico tipo natilla se establecieron de la siguiente manera:

@)

Para lograr una consistencia caracteristica de una natilla se utilizé el
espesante Natinal 465 del proveedor Ingredion. De acuerdo con el
proveedor la recomendacion era utilizar de un 3% a un 5% del espesante
con base en la formulacién final. Se decide usar la recomendacion del
proveedor de un 3% en la formulacién final que al mismo tiempo es lo
establecido en la normatividad mexicana NOM 243-SSA1-2010, donde
menciona que no esta permitido adicionar mas de un 3% de espesantes en

la formulacion final.

El tiempo de homogenizacién se establecié en 5 minutos, tiempo durante el
cual quedaba una mezcla visualmente homogénea. Para Ia
homogenizacion se utilizé la batidora de brazo Silvercrest.

El tiempo de fermentacién se establecié considerando que se debe de
llegar a un pH =4.5. El monitoreo del pH se realiz6 con tiras de papel pH.
Para conseguir el contenido de grasa propia de una natilla se empleé

crema dulce comercial de buena calidad (basado en un estudio realizado
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por PROFECO?®) en el cual se menciona que cumple con esta

denominacién. Para establecer el contenido de grasa a adicionar se llevé a

cabo un balance de materia empleando el cuadro de Pearson, que se

utiliza cuando uno desea saber qué cantidad se necesita adicionar de

leche y/o crema para obtener un producto con la composicién deseada; en

este caso la grasa :

= Se establecié obtener un 13% de grasa en el contenido final de la

natilla.
C:ema Partes de crema
30% grasa (13-3) =10
13 % final de grasa
Leche Partes de leche
3 %grasa (30-13)=17
(30-3)=27 Partes de mezcla (10+ 17)=27

27 partes de mezcla= 100 %

Ec.1
10 partes de crema= 37.03 % i

27 partes de mezcla= 100 %
17 partes de leche = 62.9%

Ec. 2

= Ahora considerando todos los ingredientes menos la crema y la
leche se llego a la formulacién marcada en la Tabla 9. Sustituyendo
la ecuacion 1y 2 en la ecuacion 3 y 4 respectivamente se obtuvo el

porcentaje de crema y leche empleadas.

3 Revista del consumidor, Diciembre 2011. “Estudio de Calidad de Cremas”
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Tabla 9. Formulacion sin considerar el contenido de cremay leche

INGREDIENTE %
In6culo 5.0
Sélidos de leche 3.0
National 465
3.0
(espesante) S=14.9
Saborizante 3.5
Edulcorante 0.35
Benzoato de Sodio
0.03
(conservador)
Colorante 0.02
100gr-14.9gr=85.1gr
Si:
Crema
85.1gr=100% Ec.3
31.62gr=37.03%
Leche
85.1gr=100% Ec. 4

53.57gr=62.96%

= El resultado del calculo es utilizar 31.62 gr de crema y 53.57 gr de
leche, sin embargo por facilidad de manejo se decidi6é redondear los
resultados disminuyendo el porcentaje de crema y aumentandolo a
la leche; de manera que formulacion final de la natilla patron se

muestra en la Tabla 10 :

et



Postre Simbidtico Tipo Natilla sabor Rompope

@)
=

Tabla 10. Formulacion final de natilla patron

Ingrediente %
Leche 55.0
Crema 30.0
In6culo 5.0

Sélidos de leche 3.0
National 465
3.0
(espesante)
Saborizante 3.5
Edulcorante 0.35
Benzoato de Sodio
0.03
(conservador)
Colorante 0.02

Concluyendo las actividades anteriores, que fueron las actividades preliminares del
objetivo uno se obtuvo el diagrama de proceso para elaborar la natilla patréon, como se
muestra en la Figura 8. Partiendo de este punto se prosiguié a realizar la variacion del

contenido de inulina y sabor en la elaboracion de la natilla.
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LlechePasteurzada | T=20-22°C

v

Solidosdeleche 3% —
v

i [ rtn ) emae Sidwisedt — ( rommuer

0.0072% ¥

;r:_czht Cremadulce (grasa) 30% _}[ Erfriamierto 1
— ) rs

v

Enfriamiento T=4C
Y

almacenamiernto

Inoculo 5%

Conservador 0.03%
Colorante 0.02%
Saborizant= 2%
Edulcorant=0.3%

almacenamiento

Figura 8. Diagrama de Proceso inicial para elaborar la natilla patrén.

3.2.2 0.P.1 Estandarizacion del contenido de inulina

&)

N=

[ Leche Pasteurizada ]
v
) T=60°C
Espesante 3% —}[ Calentamiento ] =5 min
¥
] T=60°C
!
¥
Homogenizacion ] t=5min.
!
Enfriamiento 2 ] T=20-22°C
v
,‘:[ Fermentacian ] T=42°C
t=4-3hrs
¥
[ Enfriamiento 3 ] T=5
pH=45
¥
_}[ Mezclado ]
v
[ Batido manual ] t= 5 min
¥
E d
a=soy T= 4

Inicialmente se realizaron 3 formulaciones de natillas variando su contenido de inulina en

1%, 2% y 3%; estos porcentajes se eligieron en base al indice Diario Recomendado (IDR)
de 30 gr/dia, recomendado en la Normatividad Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010.
Para llevar a cabo esta actividad se siguié como base el Diagrama de Proceso que se

muestra en el Figura 8.

Contemplando lo anterior las formulaciones quedaron como se muestra en la Tabla 11.

et
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Tabla 11. Formulaciones del postre simbidtico tipo natilla con 1%, 2% y 3% de inulina respectivamente.

)

N —

COMPONENTE FORMULACION 1 FORMULACION 2 FORMULACION 3
Leche pasteurizada 55.0% 55.0% 55.0%
Crema dulce (grasa) 29.0% 28% 27%

Inoculo 5.0% 5.0% 5.0%

Solidos de leche 3.0% 3.0% 3.0%

National 465 (Espesante) 3.0% 3.0% 3.0%
Saborizante 3.5% 3.5% 3.5%
Inulina 1.0% 2.0% 3.0%
Edulcorante 0.35% 0.35% 0.35%

Benzoato de Sodio
0.03% 0.03% 0.03%

(Conservador)

Colorante 0.02% 0.02% 0.02%

Una vez elaborado el postre simbidtico tipo natilla, se procedié a llevar a cabo la
evaluacién sensorial, por medio de una prueba de comparacién apareada simple

unilateral, para elegir la concentracion de inulina final.
¢ Condiciones de prueba

La evaluacion sensorial se llevd a cabo con un total de 100 personas seleccionadas al
azar tanto, en instalaciones de FES-Cuautitlan como en plazas publicas comerciales, con
rangos de edad entre 15 y 65 afios. Las muestras se identificaron con tres numeros de
tres cifras cada uno sin ninguna secuencia logica o relacién para impedir que los
panelistas se dejaran guiar por esta situacion. Los resultados fueron evaluados mediante
un ANOVA de un camino (Unstacked), y se utilizd una prueba Tukey's con el 95% de
confianza para obtener si habia diferencia significativa entre los resultados obtenidos de la

seleccioén del contenido de inulina.

A cada panelista se le entregé una muestra de cada formulacién de natilla, una hoja de
evaluacion como la que se muestra en la Figura 9, un vaso de agua y una porcion de
papas saladas estos dos ultimos con el fin de aclarar el sabor entre la degustacion de

cada muestra.
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Mombre Fecha

Edad Sexo F M

Matilla

Frente a usted se encuentran 3 muestras de postre tipo Matilla, ordene del 1 al 3, siendo el
numero 1 el que mas le agrade y 3 el que menos le agrade, respecto a las cualidades perceptibles
del postre como son: sabor, olor, consistencia.

1)

2)

3)

iPorque?

Gracias!!

Figura 9. Encuesta de evaluacion sensorial del contenido de inulina

3.2.3 0.P. 2 Seleccion del sabor de la natilla
Una vez que se eligio la concentracion de inulina empleada para la elaboracion del postre
simbidtico tipo natilla se procedid6 a determinar el sabor por medio de una nueva

evaluacion sensorial.

Se elaboraron 4 formulaciones de natilla siguiendo el proceso de la Figura 8 incluyendo la
adicion del contenido de inulina seleccionado en la evaluacion sensorial anterior. Cada

formulacion con un sabor diferente: rompope, pistache, guayaba y vainilla.
¢ Condiciones de prueba

La evaluacion sensorial se llevd a cabo con un total de 100 personas seleccionadas al
azar tanto, en instalaciones de FES-Cuautitlan como en plazas publicas comerciales, con
rangos de edad entre 15 y 65 afos. Las muestras se identificaron con nimeros de cuatro
cifras cada uno sin ninguna secuencia logica o relacion para impedir que los panelistas se
dejaran guiar por esta situacion. Al igual que en los resultados obtenidos en la
determinacion del porcentaje de inulina, los resultados fueron evaluados mediante un

ANOVA de un camino (Unstacked), y se utiliz6 una prueba Tukey’'s con el 95% de
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confianza para obtener si habia diferencia significativa entre los resultados obtenidos de la

selecciodn del contenido de inulina.

A cada panelista se le entregé una muestra de cada formulacién de natilla, una hoja de
evaluacion como la que se muestra en la Figura10, un vaso de agua y una porcion de
papas saladas estos dos ultimos con el fin de aclarar el sabor entre la degustacion de

cada muestra.

Nombre Fecha

Edad Sexo F M

Natilla

Frente a usted se muestran 4 natillas de postre simbidtico tipo Natilla, por favor seleccione cual de
las dos le agrada mas exclusivamente de acuerdo a su sabory de un porgue.

Me agrada mas la ndmero

éPor que?

Gracias!!

Figura 10. Encuesta de evaluacion sensorial para la seleccion del sabor de la natilla.

3.2.4 O0.P. 3 Conteo de bacterias lacticas en el prostre simbiético tipo natilla
Una vez que se estableci6 el contenido de inulina y el sabor de la natilla se obtuvo la
formulacion final de la natilla simbiética. Por ser la natilla un producto fermentado en la
cual se utilizaron las mismas cepas que se emplean en la elaboraciéon de un yogurt, se
tomé lo especificado en base al CODEX ALIMENTARIUS para Leches Fermentadas 243-
2003, que indica que un yogurt debe contener un minimo de 10¢ UFC/g de la suma de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus viables,
reportados como producto terminado, para considerarlo probiético, conforme al método de
prueba de bacterias que fermentan los productos de la NMX-703-COFOCALEC-2012.

Bajo esta indicacién se considerd lo mismo para la natilla simbidtica. Se preparé una
muestra de 300 gramos de natilla simbidtica final al cual se le realizé el conteo de

bacterias lacticas vivas para corroborar que sea un producto probidtico. EI método

et



&
=

Postre Simbidtico Tipo Natilla sabor Rompope

recomendado para realizar esta determinacion es el establecido en la Norma Mexicana
NMX-F-703-COFOCALEC-2012 Sistema Producto Leche - Alimentos — Lacteos — Leche y
producto lacteo (o alimento lacteo) — Fermentado o acidificado — Denominaciones,
especificaciones y métodos de prueba, el cual se realizé por duplicado. Los 300 gramos
de natilla se dividieron en frascos estériles con capacidad de 20 gramos. Después de una
hora se tomo la primera muestra de uno de los frascos para su siembra, considerandose
el dia uno. Los demas frascos llenos y sellados se guardaron a una temperatura de 5°C
durante el tiempo que durd el conteo de bacterias lacticas. El conteo se llevdé a cabo
durante un mes, tiempo estimado de su vida de anaquel, realizando conteos cada 4 dias.
El recuento corresponde a la suma del numero de cada uno de los microorganismos vivos
en un gramo de muestra. Para su recuento se contaron las colonias formadas en la caja
petri de cada dilucion y se registraron. Se tomaron en cuenta para el conteo solo aquellas

cajas de cada dilucién que presento entre 50 y 200 colonias formadas.

Se siguieron las condiciones de las pruebas que se describen en la Tabla 12

Tabla 12. Condiciones para la prueba de conteo de BAL viables.

BACTERIA MEDIO DE TECNICA DE
ACIDO LACTICA CULTIVO SIEMBRA

CONDICIONES

Incubacién en atmésfera
Lactobacillus Medio MRS Vaciado en placa anaerobia con 5% de CO2
de 48 a 72hrs a 37°C + 1°C.

Incubacién en atmosfera
Streptococcus Medio M17 Vaciado en placa anaerobia de 40 a 48hrs a
37°C £ 1°C.

Fuente: NMX-F-703-COFOCALEC-2012

Los medios que se utilizan para estas pruebas tienen la caracteristica especial de permitir

el crecimiento de las bacterias acido lacticas, de la siguiente forma:

1. M17 Agar se basa en la formulacién descrita por Terzaghi y Sandiney se
recomienda como un medio mejorado para el crecimiento y la enumeracion

Streptococcus (http://www.britanialab.com/productos/404_hoja_tecnica_es.pdf).

El Streptococcus thermophillus son nutricionalmente exigentes y requieren medios

complejos para un crecimiento O6ptimo. Su naturaleza productora de acido
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homofermentativas requiere que el pH de medio se mantenga por encima de 5,7
durante el crecimiento activo. Este mantenimiento del pH es importante ya que un
pH mas bajo puede causar lesiones y la reduccion de la recuperacion de los
Streptococcus.M17 Agar contiene di-sodio-glicerofosfato que tiene la capacidad de
mantener el pH por encima de 5,7 durante el crecimiento activo incluso después
de 24 horas a 30 ° C.

2. El Agar M.R.S. fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y por su formulacién
permite el adecuado desarrollo de Lactobacillus. La proteasa peptona, el extracto
de carne, el extracto de levadura y la glucosa constituyen la fuente nutritiva ya que
aportan nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales. El monoleato de sorbitan, las
sales de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el crecimiento
bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El citrato de
amonio actla como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas
y el agar es el agente solidificante (http://www.britanialab.com/productos

/404 _hoja_tecnica_es.pdf).

3.2.5 0.P. 4 Evaluacion de la calidad sanitaria del prostre simbiético tipo natilla
Para este objetivo de realizaron pruebas para Coliformes totales, Salmonella spp y
Staphylococcus aureus del postre simbidtico tipo natilla. Las siembras de estas pruebas
se realizaron por duplicado. En la Tabla 13 se muestran las condiciones de prueba para

cada microorganismo.
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Tabla 13. Condiciones de las pruebas microbioldgicas realizadas al postre simbidtico tipo natilla sabor

rompope.

TECNICA .,
MEDIO DE T°/ TIEMPO DE EXPRESION DE
MICROORGANISMO DE

CULTIVO INCUBACION RESULTADOS
SIEMBRA

. Agar rojo violeta Vaciado en
Coliformes totales - 35°C/ 24hrs UFC/g o mi
bilis placa
Agar Salmonella-
shigela
Presencia o
Salmonella spp Agar verde brillante  35°C/ 24-48hrs Estriado ausencia en 25gr
o ml de muestra
Agar sulfito de
bismuto.
Staphylococcus ) ) Extension en ;
Medio Baird-Parker ~ 35°C/45-48hrs - UFC/g 6 ml
Aureus superficie

Fuente: NOM-113-SSA1-1994; NOM-114-SSA1-1994; NOM-115-SSA1-1994

3.2.6 Actividad Preliminar O.P. 5 Preparacion de la Escala de Mc Farland para retos
microbianos

Para la realizacion de los retos microbianos con Klebsiella pneumoniae y Salmonella

enteritidises necesario conocer y controlar la concentracion de dichos microorganismos

con la que se inocularon las muestras de natillas. Para esto se realizé la Escala de Mc

Farland que se basa en la capacidad de precipitacion del cloruro de bario en presencia

de &cido sulfurico, la turbidez que se logra en cada tubo tiene una relacién con una

posible concentracién de muestra bacteriana.

‘0

% Preparacion de la Escala de Mc Farland (Perilla Y Col., 2004).
Se preparé la escala de Mc Farland en viales de 12ml de acuerdo a la siguiente
relacion Tabla 14:
1. Identificar los tubos con las claves indicadas en la tabla
2. Preparar 10 ml de la solucién agregando a cada uno de los tubos el
volumen de cloruro de bario y acido sulfurico correspondientes indicado en
la tabla 14.
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3. Cada tubo corresponde a una turbidez que establece una relacién entre

una precipitacién quimica y una suspension bacteriana. (UFC/ml).

Tabla 14 Escala Mc Farland

TUBO BaCl: 1% H2S041% UFC/ml
1 0.1 9.9 3.0x108
2 0.2 9.8 6.0x108
3 0.3 9.7 9.0x108
4 0.4 9.6 1.2x10°
5 0.5 9.5 1.5x10°
6 0.6 9.4 1.8x10°
7 0.7 9.3 2.1x10°
8 0.8 9.2 2.4x10°
9 0.9 9.1 2.7x10°
10 1.0 9.0 3.0x10°

« Preparacion de la suspension bacteriana
Una vez realizada la escala se procedié a preparar la suspension bacteriana a
utilizar en cada reto microbiano. Se propuso inocular las muestras de natilla con
una concentracion de 1.0x10® UFC/ml de cada microorganismo, para lo cual se

utilizé el tubo 2 de la escala como referencia.

1. Se tomd una muestra de bacteria (Klebsiella pneumoniae o Salmonella,
dependiendo el reto) previamente sembrada en Agar Soya Tripticasa con
el asa estéril y se disolvié en un vial con solucion salina estéril. A este vial
se le denomino vial “A”.

2. Se tomé cuanta muestra fuera necesaria a fin de llegar a la turbidez similar
del tubo 2. Se comparan los tubos utilizando la Figura 11de fondo a contra
luz.

3. Una vez que se tuvo la turbidez deseada en el vial de solucion salina, se
tomé una muestra de esta disolucion y se mezcld en otro tubo con solucion
salina estéril (relaciéon 1:1), a fin de diluir la concentracion del primer vial; a
este vial se le denomind vial “B”. A partir de este vial se realizaron 10

diluciones decimales.

et



Postre Simbidtico Tipo Natilla sabor Rompope

4. Cada dilucion decimal se sembré en cajas Petri en Agar Soya Tripticasa
por la técnica de estriado, para corroborar después de 24 horas que
existiera el desarrollo del microorganismo minimo hasta la dilucién 1.0x10°
UFC/ml.

5. En caso contrario de no haber tenido el crecimiento del microorganismo
hasta la diluciéon deseada se repetian los pasos 1 al 4 pero con la
diferencia de que no se diluia el primer vial.

6. Después de corroborar el crecimiento del microorganismo se procedié a

preparar un nuevo vial “B” para poder inocularlo en la muestra de natilla

correspondiente para cada reto.

Q

Figura 11.a) Lineas de referencia para la comparacién de turbidez estandar de McFarland; b) Ejemplo

de uso de lineas de referencia.

3.2.7 0.P.5 Retos Microbianos. Klebsiella pneumoniae y Salmonella enteritidis

Los retos microbianos consisten en corroborar que la natilla sea simbiotica, mediante
pruebas in vitro al exponer una muestra de natilla a una contaminacion de concentraciéon
conocida de Klebsiella pneumoniae (10x10® UFC) vy otra natilla contra
Salmonellaenteritidis (10x10® UFC).

Ambas muestras de natilla se inocularon con su respectivo vial “A” 6 “B” segun fuera el
caso de cada microorganismo una hora después de haber elaborado la natilla y se buscé

la presencia de dichos microorganismos:
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v' Klebsiella pneumoniae. Una hora después de la elaboracion de la natilla
simbiodtica se inocularon 300 gramos de natilla utilizando el contenido completo del
vial que contiene un minimo de 1.0x10° UFC de Klebsiella pneumoniae/ml.
Después de pasar un aproximado de 3 horas en que fue inoculada la muestra, se
dividieron los 300 gramos de la natilla en frascos estériles con capacidad de 13
gramos. Inmediatamente después se tomd la primera muestra de uno de los
frascos para su siembra. Los frascos llenos y sellados se guardaron a

temperatura ambiente (25°C) durante el tiempo que duro el reto.

v' Salmonellaenteritidis. Una hora después de la elaboracion de la natilla simbidtica
se inocularon 500 gramos de natilla utilizando el contenido completo del vial que
contiene un minimo de 1.0x10® UFC de Salmonellaenteritidis/ml. Después de
pasar un aproximado de 3 horas en que fue inoculada la muestra, se dividieron los
500 gramos de la natilla en frascos estériles con capacidad de 28 gramos.
Inmediatamente después de esto se tomé la primera muestra de uno de los
frascos para su siembra. Los frascos llenos y sellados se guardaron a una

temperatura de 5°C durante el tiempo que duro el reto.

Las condiciones de cada reto son las siguientes:

Tabla 15. Condiciones de retos microbianos.

Condiciones Klebsiella pneumoniae Salmonellaenteritidis
Norma Oficial NOM-113-SSA1-1994 NOM-114-SSA1-1994
Tiempo entre
cada muestreo y 3 horas 24 horas
siembra
Medio Agar rojo-violeta-bilis Agar Verde Brillante
Gramos por
10 gramos 25 gramos
muestra
Diluciones
decimales por 10, (10'a 10-19) 10, (10'a 1019)
muestra

Nota. El tiempo entre cada muestra y siembra de cada reto depende de técnica empleada en la norma

correspondiente para cada microorganismo.
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3.2.8 0.P. 6 Analisis Quimico Proximal del postre simbidtico tipo natilla

Como parte del Objetivo Particular 5 se realizé la determinacion del Analisis Quimico
Proximal (AQP) de la natilla simbibtica sabor rompope para conocer su aporte nutricional
final, las determinaciones se realizaron mediante técnicas oficiales establecidas en la
NOM-243-SSA1-2010. Todas las determinaciones se realizaron por ftriplicado, los
resultados fueron analizados empleando un Anova con un nivel de significancia del 95%,
0.05 margen de error y desviaciéon estandar a cada conjunto de datos, para lo que se
utilizé el programa de Excel. En la Tabla 16 se muestran las técnicas utilizadas para la

determinacion del AQP.

Tabla 16. Técnicas utilizadas en el Analisis Quimico Proximal.

&
=

Parametro Método Referencia |
Humedad Estufa a 80°C con arena NOM-116-SSA1-1994
Proteinas Microkjeldhal NOM-243-SSA1-2010
Lipidos Roesse Gottlieb NOM-086-SSA1-1994
Carbohidratos Lane y Eynon NOM-155-SCFI1-2003
Fibra dietética Método Gravimétrico- Enzimatico NOM-086-SSA1-1994
Cenizas Método Klemm NMX-F-607-NORMEX-2002

3.2.9 0.P.7 Evaluacién Sensorial Heddnica del postre simbiético tipo natilla

Como ultima actividad fue realizar una evaluacién de las propiedades sensoriales de la
natilla simbiética final tipo rompope como lo son olor, color, textura y sabor. Esta
evaluacién se realizé mediante la aplicacién de una encuesta heddnica de 7 niveles con

100 personas al azar.

La encuesta se realizé6 mediante trabajo de campo en las inmediaciones de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1 asi como lugares publicos.

‘0

% Condiciones de la prueba

Se prepararon 100 muestras de natilla simbiotica sabor rompope (5 gramos por muestra

aproximadamente). La muestra estaba entre 5-8°C aproximadamente en el momento de
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presentarse a los panelistas, debido a que generalmente una natilla comercial se

consume fria.

A cada panelista se le proporcioné una hoja de evaluacion por muestra, su muestra y un
vaso con agua en caso de que quisiera aclarar el sabor de su garganta antes de consumir

la muestra. El formato de la hoja de evaluacién se muestra en la Figura12.

BOLETA DE EVALUACION SENSORIAL

Mombre: Fecha:

Sexo: M F Edad:

Producto: Natilla simbidtica sabor rompope

Frente a usted hay una muestra de Natilla simbiética sabor rompope, favor de probarla e indique su nivel de agrado que
mejor describa su sentir (considerando la escala de |a siguiente tabla) a los aspectos que a continuacion se piden.

1=me disgusta mucho 5 = me gusta levemente

2 = me disgusta moderadamente 6= me gusta moderadamente
3 = me disgusta levemente 7 = me gusta mucho

4 = no me gusta ni me disgusta

ATRIBUTO PUNTUACION
Olor
Color

Textura
Sabor

COMENTARIOS:

Gracias!!

Figura 12.Encuesta de evaluacién sensorial Hedonica.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 0.P. 1: Estandarizacion del contenido de Inulina.

Los resultados obtenidos de la evaluacién sensorial aplicada a 100 personas con rango
de edad entre 15 y 65 afios en instalaciones de FES-Cuautitlan como en plazas publicas
comerciales, para establecer el contenido de inulina, fueron los que se presentan en la
Tabla 17.

Tabla 17. Resultados de evaluacién sensorial para determinar el porcentaje de inulina.

111 983 437
MUESTRA == 1% Inulina (2% Inulina 3% Inulina |
| PREFERENCIA (%) 36 16 48 |

Como puede observarse en la Tabla 17, la preferencia fue 36% para el postre con 1% de

Inulina, 16% para el de 2% y un 48% para el postre con 3% de inulina.

Empleando el programa Minitav se realiz6 un ANOVA simple donde se obtuvo que la
probabilidad de que los resultados en la seleccidon del porcentaje de inulina a emplear
tuvieran una relacién entre si fue de 0.0%, lo que indica que si existe diferencia

significativa entre los resultados obtenidos.

Con la prueba de Tukey’'s se observd que existe una diferencia marcada entre los
porcentajes de inulina a emplear (1%, 2% y 3%), esto se sustenta con lo representado en
la Figura13 que es la Grafica de cajas, que nos muestra que el grado de aceptacion

mayor fue el 3% de inulina.
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Grafico de cajas para 1% inulina, 2% inulina, 3% inulina

50

45-

40

354

304

% de aceptacion

254
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154

T T T
1% inulina 2% inulina 3% inulina

Figura 13. Grafico de cajas para la seleccidon del porcentaje de inulina.

Con base en la preferencia y aceptacién del publico, la concentracion de inulina se fijo en
3%. Comentarios proporcionados por los encuestados mencionan que fue la muestra que

presentd mejor sabor y principalmente una consistencia semejante a una natilla.

Una vez fijado el porcentaje de inulina a emplear para realizar el Postre simbidtico tipo

natilla, el diagrama de proceso quedd como el que se muestra en el Figura 14.
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T=20-22 [ Leche ]
v

T=60°C
S6lidos de leche 3%—> Espesante —>(__Calentamiento | = 5 min
v L
L. bulgaricus T=2092°C Solidos de leche 3% %.[ Estandanzacmn ] T=65°C
L. lactis Inulina 3%
S. thermophillu 0.0072% v
To42°C Cremaduce ——s| Enfriamiento1 |
\b‘ t= 4-5hrs I{qraSEl} 27% ‘JJ
Enfriamiento [ Homoﬂemzacmn ] t= & min.
y T=4°C
amacenamien | EnfnarmentoE | 1=2022°C
¥
Inoculo 5% [
|  Fermentacion ] T=42°C
| = 4-5hrs
| Enframento3 | T=5°C
Conservador 0.03% 1 pH=45
Colorante 0.02% , [ Vezclado ]
Saborizante 3% 1
Edulcorante 0.3% .
| Baidomanua | t=5min
¥

Envasadq y T=45C
almacenamiento

Figura 14. Diagrama de proceso final para la elaboracién del postre simbiético tipo natilla.

4.2 0. P. 2: Seleccion del sabor de la Natilla
En cuanto a la seleccion del sabor del postre simbidtico tipo natilla los resultados

correspondientes se muestran en la Tabla 18, estos fueron los obtenidos de la primera
evaluacion sensorial, aplicada a 50 personas con un rango de edad de 15 a 65 afios en
instalaciones de FES-Cuautitlan como en plazas publicas comerciales, donde se dieron a
evaluar 4 natillas con los sabores de rompope, pistache, vainilla y guayaba cada una.

Tabla 18. Resultados de la primera evaluacién sensorial para determinar el sabor del postre simbidtico
tipo natilla.

' PREFERENCIA (%) 28 28 29 15 |
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Como se observa, a excepcion del sabor Guayaba, los resultados de preferencia estan
muy cercanos entre si, razén por la cual se optd por realizar una nueva evaluacién

sensorial. Los resultados obtenidos fueron lo que se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Resultados de la segunda evaluacion sensorial para definir el sabor final del postre
simbidtico tipo natilla

| PREFERENCIA (%) 40 27 33 |

Como se puede observar, en esta ocasién ninguno de los panelistas selecciono el sabor
guayaba. Cabe mencionar que los panelistas participantes entre cada evaluacién
sensorial fueron en un 50% los mismos, sin embargo los panelistas que en la primera
evaluacion seleccionaron guayaba, mencionaron al final de esta segunda evaluacién que

este sabor les parecio indiferente.

El sabor con mayor seleccion en esta evaluacién fue rompope. Utilizando el programa
Minitab se realiz6 un ANOVA simple donde se obtuvo que la probabilidad de que los
resultados en la seleccion del sabor se acercaran entre si fue de 0.059%, valor que
indica que si existe diferencia entre ellos e importa que sabor se ocupe como definitivo

en la formulacion de la natilla simbi6tica.

Con la prueba de Tukey’s se observd que la diferencia entre los tres primeros sabores
(rompope, pistache y vainilla) es pequefa, aun con ello se consideré aceptable para
seleccion del sabor. Esto se sustenta con lo observado en la Figura 15 que representa la

Grafica de cajas, que nos muestra que el grado de aceptacién mayor fue rompope.
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Grafico de Cajas para sabor Rompope, Pistache, Vainilla, Guayaba

40

% de aceptacion
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Rompope Pistache Vainilla Guayaba

Figura 15. Grafica de cajas para la seleccion del sabor del postre simbidtico tipo natilla.

Una vez finalizada la evaluacién sensorial se les menciond a los encuestados el sabor
correspondiente a su eleccion. Los encuestados que eligieron la opcién ganadora
mencionaron que fue un sabor diferente y novedoso para ellos. Comentaron que si un
producto de este tipo llegara a los anaqueles de tiendas comerciales seria novedoso con

un sabor diferente dentro de la variedad de postres lacteos.

4.3 0. P. 3: Conteo de bacterias lacticas en el prostre simbidtico tipo
natilla.

Como se observa en la Grafica de la Figura 16, el conteo de Lactobacillus y
Streptococcusa lo largo de 28 dias presenté una disminucion no significativa como para
dejar de considerar al producto como un probidtico ya que se mantuvo una concentraciéon
de 10® UFC aun a los 28 dias de su estudio. Se observa una variacion en la constante de

disminuciéon de las BAL en el dia 22 con un ligero incremento hacia el dia 25; este
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incremento se puede considerar como una especie de resistencia por parte de las BAL al

medio que poco a poco contiene menos nutrientes disponibles para su crecimiento y

permanencia en el alimento.

Existio una disminucién aproximada entre el 6 y 7% de BAL considerando que se parti6

de una concentracion de 10" UFC, tomando este valor como referencia al 100%.

1 CONTEO DE BAL
1027 -
u e 51 re ptococcus
F ;
== | actobacill
c 1046 | actobacillus
1045 -
o L L T L L T T T T Tiempo (Dias)
0 2 4 6 8 10 12 14 15 18 20 22 24 26 28 30

Figura 16. Grafica del conteo de BAL.

Con los datos obtenidos durante los 28 dias que duro el conteo de las Bacteria Acido
Lacticas se obtuvo la cinética de comportamiento de cada una de ellas, con la finalidad
de obtener la ecuacion que nos permita calcular el dato exacto de las UFC/ml en un
tiempo especifico del conteo, e incluso calcular el tiempo en que las Bacteria Acido
Lacticas disminuyeran por debajo de 108 UFC/ml. Es importante hacer mencién que los
datos utilizados para graficar y obtener la cinética de comportamiento son los observados

solo en la dilucion 10® UFC/m.
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Figura 17. De lado izquierdo se muestra la Grafica de la cinética de comportamiento de Streptococcus y del lado
derecho la Gréfica del comportamiento de Lactobacillus, ambas correspondientes a una regresion Polinomial.

Utilizando el programa de Curve Expert Professional se obtuvieron las Graficasque se
muestran en la Figura 17donde se observa la cinética del comportamiento en la
disminucién del Streptococcus y Lactobacillus respectivamente dentro del rango de 10°

UFC/ml, en las cuales se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

e Para Streptococcus:
y=ax?+bx+c Ec.5
y = (—0.082 x x?) + (— 0.6309 * x) + 162.87 Ec.6

Coeficiente de correlacion (r): 0.9058

e Para Lactobacillus:
y= ax?+bx+c Ec.7

y= (-0.122 * x2) + (0.0564 * x) + 152.62 Ec. 8

Coeficiente de correlacion (r): 0.9532

Donde:
X1= Tiempo (dias)
Y=Concentracion x108 (UFC/ml)

La determinacion de la cinética de comportamiento del Streptococcusy Lactobacillusfue

elaborada con la finalidad de poder estimar el nUmero de dias tentativos en el que el
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producto podria dejar de considerarse probiotico (conteos menores a 108 UFC/ml viables),

aun posterior al tiempo de experimentacion.

Sustituyendo el valor de “x” en las ecuaciones 6 y 8 de Streptococcus y Lactobacillus,

respectivamente, se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

e Para Streptococcus:

y= (-0.082*40?) + (- 0.6309 * 40) + 162.87 = 6.4 x 108 UFC/ml  E¢ 9
= (-0.082 * 412) + (- 0.6309 * 41) + 162.87 = -0.8 x70° UFC/ml Ec. 10

e Para Lactobacillus:

y=(-0.122*35%)+ (0.0564*36)+ 152.62=4.8x10° UFC/ml Ec. 11

y= (-0.122*362)+ (0.0564*36)+ 152.62= -3 x10° UFC/ml Ec. 12

En las ecuaciones 9 y 11 se observan los dias estimados en los cual la natilla podria
presentar un valor minimo pero dentro de 108 UFC/ml viables para seguir considerandola
como probidtico. Para el dia 36, como se muestra en la ecuacion 12, el producto
presentara una disminucién a 10°5 UFC/ml en el conteo de Lactobacillus, a comparacion
del Streptococcus que es a los 41dias posteriores a la elaboracion de la natilla, como se

muestra en la ecuacion 10.

Estos datos indican que aun con la presencia del Streptococcus viable al dia 40, la natilla
dejara de considerarse probiético a partir del dia 36, dia en el cual se estima que el

Lactobacillus presentara una concentracion por debajo de 106 UFC/ml.

En la Figura 18 se puede observar un ejemplo del crecimiento que se obtuvo de BAL en la
dilucién de 10° UFC en los primeros dias del conteo de BAL en sus respectivo medio ya
sea para Lactobacillus como para Streptococcus. En la Imagen A se observa crecimiento

en medio MRS (para Lactobacillus) y en la imagen B en medio M17 (para Streptococcus).
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Figura 18. Crecimiento de BAL en dilucién 10° UFC.

El declive que se observa durante el periodo de estudio de BAL en la Figura 14 se debe

entre algunas razones a:

e La disminucion del pH debido a la formacion de acidos organicos (acido lactico)
como producto metabdlico de BAL (Hernandez, M. & Satre, A; 2008). Como se
observa en la Figura 19, se monitore6 de manera indirecta la formacion de acidos
organicos mediante la medicion del pH de la natilla. Al existir un exceso de acido
lactico, el medio de crecimiento de BAL ya no sera apropiado para su
reproduccién, razon por la cual el conteo de BAL disminuyo paulatinamente. Se

observa una disminucién gradual de pH de 4.5 a 4.33.

Se llevo a cabo un estudio de la cinética del pH obteniéndose un comportamiento
lineal, en la Figura 19 se muestra la ecuacion obtenida. El resultado obtenido de la R?

que fue de 0.9876 indica que existe una estrecha relacion entre los datos.

et



Postre Simbidtico Tipo Natilla sabor Rompope
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Figura 19. Medicion del pH por 28 dias del postre simbiético tipo natilla sabor rompope.

Al aumentar el contenido de grasa (con crema dulce) para estandarizar el proceso
de elaboracion del postre simbiotico tipo natilla sabor rompope, las cadenas
lipidicas pudieron haber formado una especie de barrera alrededor de los
nutrientes necesarios para el crecimiento adecuado de BAL, principalmente a los
CHOS; impidiendo que las BAL accedieran a ellos para aprovecharlos en su
totalidad para su crecimiento y reproduccion esperados. Al mencionar esta barrera
formada por la grasa, no quiere decir que pudieron haber cubierto por completo
todos los nutrientes aportados por la leche y la crema dulce, ya que se llevo a
cabo la fermentacién, lo que significa que una parte de ellos estuvo disponible

para ser aprovechados por las BAL.

Este punto se abala debido a que la protedlisis y glucolisis son actividades
metabdlicas esenciales de las BAL, mientras que la lipdlisis es menos frecuente.

Existen dos razones que justifican esta idea:

o La protedlisis y glucdlisis se llevan a cabo mucho mas rapidamente porque
los sustratos de proteinas y carbohidratos son casi siempre solubles v,
mas facilmente accesibles a las células de los microorganismos.

o Las grasas son relativamente insolubles, por lo que las porciones

directamente accesibles a las células de los microorganismos son
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generalmente muy pequefas, estando inicialmente limitadas a la superficie

de la monocapa de las particulas grasas (Garcia, Quintero Y Lépez; 2004).

e A lo largo del proceso de conteo de BAL estas se mantuvieron en una
concentracion de 10° UFC, lo que demuestra que se aprovecho la inulina para

mantenerse viables durante el tiempo del estudio.

Un alimento que contiene probidticos es capaz de mantener su concentracién de estos a
un nivel constante siempre y cuando no se modifique el medio donde habitan. Un ejemplo
de esto es que ha llegado a agotarse todos sus elementos nutritivos por lo cual no pueden
seguir reproduciéndose y se mantiene en una concentracion de microorganismos
constante hasta su fase de decrecimiento a causa de la acumulacién de productos

metabdlicos finales.

4.4. 0. P. 4: Evaluacion de la Calidad Sanitaria del Postre simbiotico

tipo natilla.
La calidad sanitaria del postre simbidtico tipo natilla sabor rompope se llevé a cabo

mediante un analisis microbioldgico de rutina, basado en el recuento de Coliformes
totales, Salmonella spp. yStaphylococcus aureus. Los resultados obtenidos de este

analisis microbiolégico se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados del analisis microbiologico para determinar la calidad sanitaria.

MICROORGANISMO  RESULTADOS  Limite — — maximo
permitido

Coliformes totales Negativo <10 UFC/g o MI

Salmonella spp Negativo Ausente en 25g o mL

Staphylococcus ;
Negativo <100 UFC/g o mL
aureus

*Se tomd como referencia los limites de leches fermentadas, indicados en la NOM-243-SSA1-2010.

De acuerdo con la normatividad mexicana vigente NOM-243-SSA1-2010, Productos y
servicios. Leche, formula lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteos.
Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba que establece los limites
maximos permitidos de UFC de estos microorganismos para leches fermentadas, dando
resultados del analisis microbiolégico de rutina para determinar la calidad sanitaria del
producto como negativos.
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Es importante sefalar que los resultados negativos del analisis microbiolégico, representa
que el postre simbidtico tipo natilla sabor rompope fue elaborado bajo las Buenas
Practicas de Manufactura y que se partid, para su elaboracion, de materia prima de buena

calidad.

4.5 Actividad Preliminar O. P. 5: Preparacion de la Escala de Mc

Farland para retos microbianos
En esta actividad se determind la concentracion a utilizar de Klebsiella pneumoniae y

Salmonellaenteritidis para los retos microbianos. Para estos microorganismos se utilizo el
tubo 2 de la Curva de Mc Farland (Cl,Ba 1% 0.2ml, SO4H,1% 9.8ml; 6.0x10® UFC/mlI)
con la metodologia anteriormente descrita en el Capitulo 3 seccién 3.3.6. Se procedio a

realizar la corroboracion de que en el vial “B” existian un minimo de 1.0x10% UFC/ml|
v Klebsiella pneumoniae(vial B1)

Para este microorganismo una vez que se sembraron en Agar Soya Tripticasa sus
diluciones decimales del vial “B”, se observd que después de 24 horas solo crecio el
microdrganismo hasta la dilucién 10%. Por esta razon se repitio la fabricacion del vial
“‘A” (1:1) de Klebsiella pneumoniaeel cual no se diluyo y del que se hicieron sus 10
diluciones decimales para sembrarlas en Agar Soya Tripticasa. Se comprobd después
de 24 horas que de estas diluciones decimales del vial “A” crecieron hasta la dilucion
107. Con esta comprobacién se fabrico un nuevo vial “A” de Klebsiella pneumoniae y
sus diluciones decimales, se utilizd el vial con la dilucion decimal 108 para inocular la

muestra correspondiente de natilla simbidtica para el reto.
v'Salmonella enteritidis(vial B)

Para este microorganismo después de que se sembraron en Agar Soya Tripticasa las
diluciones decimales elaboradas a partir del vial “B” de Salmonella enteritidis, se
observé que después de 24 horas crecid el microorganismo de Salmonella enteritidis
hasta la dilucion 107. Con esta comprobacion se procedié a elaborar un nuevo vial “B”
y de esté sus diluciones decimales, y del cual se ocup0 el vial con la dilucion 108 para

poder inocular la muestra de natilla simbidtica para este reto.
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4.6 O.P. 5: Retos Microbianos. Klebsiella pneumoniae y Salmonella
enteritidis.

Los retos microbianos consistieron en la corroboracion de la efectividad de las cepas
probiodticas empleadas en la elaboracion del postre simbidtico tipo natilla sabor rompope
en la destruccion de cepas patégenas empleadas para estos retos, mediante pruebas in

vitro.
v' Klebsiella pneumoniae

Inicialmente se planted hacer la toma de muestras y siembras cada 24 horas, sin
embargo de la primera muestra sembrada pasando 24 horas de crecimiento en el
medio no se detectd la presencia del microorganismo. Al no saber el tiempo exacto
dentro de esas 24 horas en que las bacterias acido lacticas con sus respectivos acidos
organicos y bacteriocinas contribuyeron a la inhibicion del microorganismo, se plantea

repetir el reto con muestreos y siembras a tiempos mas cortos de 3 horas.

En este reto con K. pneumoniae se registré su presencia o ausencia de colonias de K.
pneumoniaeen cada caja, hasta observar una adaptacion o total inhibicién del
microorganismo. El reto no consistio en el conteo de UFC para cada dilucién por
muestra, por lo que los resultados expresados en la Figura 20 son representativos de
lo registrado y observado en cuanto a presencia o ausencia.Se muestra el tiempo que
durd el reto y la disminucion de la concentracion de K. pneumoniae hasta su total

inhibicion.
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Inhibicion de Klebsiella
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Figura 20. Grafica de la Inhibicion de K. pneumoniae.

Como se observa en la Figura 20 la inhibicion total del microorganismo K. pneumoniaefue
en un tiempo de 27 horas (1 dia con 3 horas) después de haber inoculado el postre
simbidtico tipo natilla sabor rompope. Se observo en las cajas de las muestras sembradas
de la hora 3 a la 6 del reto, una disminucién de la concentracion de Klebsiella de escala
logaritmica. La Grafica 7 muestra claramente el proceso de inhibicion de la Klebsiella, de
la hora 6 a la 9 la concentracion se mantuvo constante, de la 9 a la 15 la disminucion fue
de 2 escalas logaritmicas, seguidas de otra fase sin cambio entre las horas 15 a las 18
donde se observd la presencia de algunas colonias en las cajas de las diluciones de la
concentracion 10* UFC; y una tercera etapa de disminucion constante de la carga de

Klebsiella de 10* a 0 entre las horas 18 a 27.

Una de las razones de esta disminucién se debe a la formacion de acidos organicos
secretados en el metabolismo fermentativo de hidratos de carbono por los probiéticos,
siendo estos los principales compuestos antimicrobianos responsables de su actividad
inhibidora contra patdgenos. La disminucion del pH de la natilla (Ver Figura 19) se debe a
la formacién de estos acidos organicos, en este caso es la formacion de acido lactico por
parte de las BAL. Esta caida de pH no favorece el crecimiento y adaptacion adecuado de
K. pneumoniae debido a que su pH 6ptimo de crecimiento oscila entre 7 y 8 (Tortora, F;
2007).
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Sin embargo se observa que conforme avanza el reto microbiano la Klebsiella se inhibio
casi en su totalidad a las 24 horas (1 dia), presentando solo un par de colonias en las
cajas de las concentraciones 10" UFC. Su inhibicion total ocurrié a las 27 (1 dia 3 horas)

horas después de su inoculaciéon al no observarse la formacion de colonias de Klebsiella.

v' Salmonella enteritidis

Al igual que en el reto microbiano con Klebsiellapneumoniae, este reto implico observar la
inhibicién o adaptacién del microorganismo en la natilla, al registrar presencia o ausencia
de colonias de Salmonella enteritidis formadas en el medio Agar Verde Brillante por

duplicado en cada diluciones decimales de las muestras de cada tiempo.

En la Tabla 21 se presentan las fotografias tomadas de las cajas sembradas en Agar
Verde Brillante y su formacion de colonias de Salmonella. Cabe mencionar que el medio
Verde Brillante es color Anaranjado al inicio, una vez que crecen las colonias de
Salmonella el indicador presente en el medio vira a un color Rojo, donde las colonias de
Salmonella se distinguen por colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes
rodeadas por medio enrojecido (NOM-114-SSA1-1994) como se muestra en la Figura 21.
Este medio tiene la facultad de virar a una coloracion Amarilla con la presencia de

Bacterias acido-lacticas.

Figura 21. Caja correspondiente a la muestra del dia 1, diluciéon 10* UFC.
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Tabla 21. Inhibicion de Salmonella enteritidis.

Dilucion . . , Dia 4
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Los resultados obtenidos de la inhibicion del microorganismo Salmonella enteritidisse
esquematizan en Figura 22 donde se muestra el tiempo que duro el reto y la disminucion

de la concentracion de Salmonella hasta su total inhibicion.

Inhibicidn Salmonella

1.00E+06

1.00E+05 |

1.00E+04

1.00 E+03

-=3~nmeg

1.00E+02

100E+01

o 1 2 3 4 5 1]

Tiempo (dias)

Figura 22. Gréfica de Inhibicion de Salmonella enteritidis

Al principio del reto se sabia que por ser un microorganismo patégeno la Salmonella
enteritidis seria resistente a su inhibicién total por parte de las BAL. Sin embargo como se
observa en la Figura 22 la inhibicion total de la Salmonella se logré en un lapso de 6 dias,
tiempo aproximado que dura un tratamiento médico convencional con antibiéticos (Zollo,
A; 2005).

Se observa que existid una disminucion inicial de la concentracién de Salmonella de 10°
a 10° UFC dentro de las primeras 24 horas de incubacion de la muestra. Los primeros
dos dias del reto microbiano, el microorganismo ejercié una resistencia a las BAL y sus
bacteriocinas debido a que no disminuyo la presencia de colonias observadas en las cajas

sembradas de la concentracion 10°.

La disminucion mas representativa de colonias presentes ocurrid en las cajas que se
sembraron del dia 4 al dia 5 como se puede observar en la Tabla 21 y la Figura 22, ya
que se observo presencia de colonias formadas en las diluciones de concentracién 10*
para el dia 4 y una disminucion drastica de colonias formadas para el dia 5 en las

diluciones de concentracion 10'. Para el dia 6 las diferentes diluciones sembradas no
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mostraron crecimiento de colonias de Salmonella, por lo que se considero el fin del reto

con inhibicidn total del microorganismo en este tiempo.

La viabilidad en cuanto a pH de la Salmonella ssp. a condiciones extremas, una vez que
se adapta a ellas oscilan de 3.8 a 9.5 aunque el pH de crecimiento y la adaptacion optima
es de 7-7.5. Considerando que la bacteria fue inicialmente inoculada a un pH por debajo
de su 6ptimo, por la cual no tuvo las condiciones propicias en la natilla para adaptarse a
ella (Hernandez, M. & Satre, A; 2008).

Se considera el resultado obtenido de 6 dias para la inhibicion total de Salmonella
enteritidis aceptado de acuerdo a lo presentado por Calderén. O, Padilla. P Y Col. 2007
donde presentan una inhibicién total de la misma cepa a los 4 dias de su inoculacién
utilizando las mismas BAL probidticas y condiciones de almacenamiento similares. Esto
se puede apreciar en la Figura 23 presentada en el articulo de los autores antes
mencionados.

108
\ E coli 0157:HT7 en yogurt A
107 43 E.coli 0157:H7 en yogurt B
¥ E coli 0157:HTY en yogurt C
S. ententidis en yogurt A
108 5. ententidis en yogurt B
S enteritidis en yogurt C
105 -
10*
5
3
o 10
—
m -
102 B
107
100 R — —-
0 5 10 15 20

Tiempo (dias)
Figura 23. Grafica de Comportamiento de bacterias gram positivas en yogurt.

Fuente: Calderdn. O, Padilla.P Y Col.(2007).

Igualmente a lo largo del reto microbiano conforme iba disminuyendo la presencia de

Salmonella enteritidis, la presencia de BAL también sufri6 una disminucion importante.
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Considerando que el reto se llevd a cabo en un sistema cerrado (debido a que en el
recipiente donde se encontraba la natilla no actua igual que el intestino humano, en donde
existe una transferencia de nutrientes y desechos a través de la membrana de este) la
escases de nutrientes y la nula salida de metabolitos como bacteriocinas y acidos
organicos contribuyeron a crear un medio no propicio para el crecimiento y reproduccién
de BAL; en la Figura 24 se puede observar la disminucion de las BAL (colonias

transparentes en medio amarillo) a lo largo de los dias representativos del reto. Las cajas

presentes corresponden a la dilucion de la concentracion 10" UFC; A dia 1, B dia 4, C dia
5 yDdia 6.

€

Figura 24. Disminucion de BAL.

4.7 0. P.6: Analisis Quimico Proximal del postre simbiético tipo

natilla.
El analisis quimico proximal del postre simbidtico tipo natilla sabor rompope se llevo a

cabo en base a técnicas oficiales indicadas en la normatividad mexicana para este tipo de
productos. Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se obtuvo el promedio y la

desviacion estandar como se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados del Analisis quimico proximal del postre simbidtico tipo natilla sabor rompope.

Humedad 74.6 £ 0.35

Grasa 12.5+0.39

CHOS 5.12 £ 0.09

Proteina 5371012

Cenizas 0.76 £ 0.08

Fibra 1.49 £ 0.02
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Los resultados obtenidos no se compararon con normatividad o algun producto comercial
debido a que al momento de la experimentacién no se encontré en el mercado algun

producto como éste o semejante.

El porcentaje de lipidos obtenido es el adecuado ya que de acuerdo al balance de materia
realizado con anterioridad se esperaba un 13%, debido al manejo y trasvasado de la
crema dulce (que es la que aumento el porcentaje de lipidos) se perdid una minima

cantidad de ella que se ve reflejado en el resultado obtenido.

El método empleado para la determinacion de proteina consiste en la cuantificacion de
nitrdgeno libre presente en la muestra, considerado como el nitrégeno que constituye a
las proteinas. Esta cuantificacién de nitrégeno proteico incluye tanto proteinas presentes
en la leche empleada para la elaboracion del postre como aquel nitrégeno que se libera
de otros compuestos que forman parte de la formulacion del alimento como lo son las
proteinas del huevo y la leche, principalmente, que forman parte del rompope, que se
liberan durante el proceso de la técnica. Sin embargo considerando que el Método de
Kjeldahl mide el nitrdgeno organico total y no solo cuantifica nitrdgeno proteico, en base a
esto y lo mencionado anteriormente se respalda que el porcentaje de proteina se
obtuviera de 5.37%.

El porcentaje de carbohidratos fue aportado por la leche pasteurizada, la leche en polvo,
la crema dulce y el rompope, los cuales fueron aprovechados por las BAL para llevar a
cabo la fermentacion; el resultado obtenido se considera adecuado para este producto
tomando en cuenta que su base es leche y esta cuenta con un contenido aproximado de

5% de carbohidratos.

El hecho de que la determinacién de fibra dietética (Inulina) muestre una concentracion
mas baja que lo adicionado al principio de la elaboracion de la natilla, de 3% a 1.49%, se
debe al hecho de que el prebidtico fue aprovechado por los probiéticos (Bacterias
Lacticas) como alimento para su crecimiento y reproducciéon durante el proceso de

fermentacion de la natilla, junto con los carbohidratos disponibles de la leche y la crema.

Este hecho debera ser contemplado en la elaboracion de un producto comercial ya que la
disminucion fue del 50% y con el objeto de no reportar datos erréneos en etiqueta se
debera evaluar la concentracion inicial requerida para obtener al final un 3% de fibra

dietética.
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4.8 0.P. 7: Evaluacion Sensorial Hedonica del postre simbiotico tipo
natilla.

Como ultima actividad del presente estudio se realizé una evaluacion de las propiedades
sensoriales (olor, color, textura y sabor) del postre simbidtico tipo natilla sabor rompope.
Esta evaluacion se realizé mediante la aplicacion de una encuesta hedoénica de 7 niveles,
los cuales se muestran en la Tabla 23 con 100 jueces no entrenados con un rango de

edad entre 15 a 55 afios. Los niveles fueron:

Tabla 23. Niveles de la evaluacién hedénica.

7. Me gusta mucho 3. me disgusta levemente
6. Me gusta moderadamente 2. Me disgusta moderadamente
5. Me gusta levemente 1. Me disgusta mucho

4. Indiferente

La propiedad sensorial de olor como se puede observar en la Figura 25 recibié el mayor
porcentaje con una calificacion de “Me gusta mucho”. La mayoria de los comentarios
recibidos por los jueces de esta propiedad aseguran que el olor caracteristico a rompope
es lo primero que percibieron al realizar la evaluacién y que fue punto de partida para

especular el sabor del mismo.

OLOR

H Me gusta mucho

0% 1% 0%
ity H Me gusta moderadamente

i Me gusta levemente

H Indiferente

i Me disgusta levemente
i Me disgusta

moderadamente
LI Me disgusta mucho

Figura 25. Gréafico de resultados obtenidos sobre el olor del postre simbiotico tipo natilla sabor
rompope.
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Al 7% que respondié que el olor les fue “Indiferente” mencionaron que ni les agradaba por

completo pero tampoco les desagradaba el olor proporcionado.

El atributo del color, como se muestra en la Figura 26, nuevamente recibié una calificacion
alta con un 48% en “Me gusta mucho”, los jueces comentaron que el color amarillo tenue
que presento la natilla simbidtica les resulté agradable a la vista ya que lo asociaban con
un producto sin tantos colorantes ni aditivos, la palabra mas usadas por ellos fue
“Natural”. El 3% de encuestados que menciond que el color les era “Indiferente” dijeron
que incluso un producto incoloro les podria resultar agradable siempre y cuando el sabor

y el olor fueran caracteristicos del ingrediente principal que aporta sabor a la natilla.

COLOR

0%

H Me gusta mucho

H Me gusta moderadamente
kil Me gusta levemente

H Indiferente

i Me disgusta levemente

i Me disgusta moderadamente

LI Me disgusta mucho

Figura 26. Grafico de resultados obtenidos sobre el color del postre simbidtico tipo natilla sabor
rompope.

El atributo de la textura se muestra en la Figura 27. En cuanto a la textura el producto
recibié una calificacion bastante aceptable con un 32% con “Me gusta moderadamente”.
Esta propiedad sensorial se logré gracias al empleo de inulina, la crema y el espesante,
que en palabras de los jueces fue agradable al paladar por una textura suave y cremosa.
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TEXTURA

H Me gusta mucho

1% 0% 0%

H Me gusta moderadamente
i Me gusta levemente

M Indiferente

i Me disgusta levemente

i Me disgusta moderadamente

LI Me disgusta mucho

Figura 27. Grafico de resultados obtenidos sobre la textura del postre simbiético tipo natilla sabor
rompope.

El porcentaje de encuestados que mencionaron que la textura les era “Indiferente” fue
mayor en comparacion con el color y olor. Mencionaron que relacionaban la natilla a un
producto mas espeso que la muestra que se les proporciond, pero eso no significo que les

desagradara la textura del postre simbidtico tipo natilla sabor rompope.

Por ultimo y no menos importante la propiedad sensorial del sabor, Figura 28, recibié una
calificacion del 48% con un “Me gusta moderadamente”, donde los jueces mencionaron
que a pesar que les gustd esperaban un sabor que resaltara mas en el paladar, mismo
que asociaban y esperaban fuera similar al Olor a rompope que tanto les agradé de la

natilla.
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SABOR

M Me gusta mucho

H Me gusta moderadamente

i Me gusta levemente

M Indiferente

M Me disgusta levemente

i Me disgusta moderadamente

LI Me disgusta mucho

Figura 28. Gréfico de resultados obtenidos sobre el sabor del postre simbidtico tipo natilla sabor
rompope.

Al porcentaje de encuestados a los que les fue “Indiferente” el sabor rompope de la natilla
mencionaron que ellos aceptaban cualquier postre lacteo siempre y cuando fuera dulce

sin importar el sabor base de este producto.

En resumen, el postre simbidtico tipo natilla sabor rompope recibié una buena aceptacion
por parte de los jueces esto debido a que independientemente de la opcidn seleccionada
entre “Me gusta mucho” y “Me gusta moderadamente” demuestran una aceptaciéon y

agrado final del producto.

De los resultados anteriormente presentados respecto a la evaluacion sensorial del
producto final se obtuvo el coeficiente de variaciéon de cada caracteristica mostrados en la
Tabla 24. De dichos resultados se concluye que no existe una variacion significativa entre
que al consumidor le gustara mucho o moderadamente el producto, fue un resultado que
no se esperaba como resultado en el desarrollo del producto; sin embargo por ser un
producto de innovacion en etapa experimental a nivel laboratorio, y considerando la

limitante del tiempo para una continuidad en la mejora del producto una vez obteniendo
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los resultados finales, se considera aceptable para el cumplimiento del objetivo del

proyecto de tesis que fue el desarrollar un producto lacteo simbiético tipo natilla.

Tabla 24. Coeficiente de Variacion de las caracteristicas evaluadas del postre simbiético tipo natilla
sabor rompope

Postre Simbiotico Tipo Natilla sabor Rompope

OLOR

COLOR

TEXTURA

SABOR

Coef. Var.

0.175

0.1103

0.1877

0.205

——
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Conclusiones

De acuerdo a lo recomendado en la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 que sugiere una
ingesta de 30g/dia de fibra dietética, el postre simbidtico tipo natilla sabor rompope
aporta parte de esta recomendacion, junto con una dieta balanceada y rica en fibra
se lograria el consumo recomendado.

El sabor rompope dela natilla que seleccionaron los encuestados representa una
variacién novedosa en los postres lacteos ya que actualmente en centros
comerciales mas frecuentes del mercado mexicano no se encuentra gran
variedad en sabores de estos.

La disminucién de nutrientes disponibles durante los 30 dias de conteo de BAL
contribuyo a una disminucion de estos, sin embargo se siguen considerando
postre probidtico ya que su concentracion se mantuvo en 108 UFC; la disminucién
se observo en el numero de colonias a esa dilucion.

En el reto microbiolégico de la natilla simbiodtica contra K. pneumoniaey Salmonella
se logro la inhibicion de ambos, con ello se corroboré el efecto benéfico para
combatir microorganismos daiinos para el intestino del ser humano.

Se considera el resultado obtenido de 6 dias para la inhibicién total de Salmonella
enteritidis aceptado de acuerdo a lo presentado por Calderén. O, Padilla. P Y Col.
2007 donde presentan una inhibicion total de la misma cepa a los 4 dias de su
inoculacién utilizando las mismas BAL probiéticas y condiciones de
almacenamiento similares.

Los resultados obtenidos del Analisis Quimico Proximal de la natilla simbidtica
sabor rompope corresponden a lo esperado. El contenido de grasa 12.56%
obtenido fue muy similar a lo calculado en el balance de materia (13%), se perdid
una minima cantidad en el trasvasado y homogenizado.

El contenido de Carbohidratos resulto en 5.12%, a pesar de que se esperaba un
resultado mayor por los componentes de la formulacién que aportan carbohidratos,
se concluye que es un resultado adecuado; ya que al no tenerse patron de
comparacion con otra natilla simbiética se comprara con el aporte de carbohidratos
de la leche que es la base de elaboracién de la natilla.

Se utilizd 3% de fibra dietética (inulina) en la formulacion, por lo que tedricamente
bebia de obtenerse en su determinacion ese mismo 3%, sin embargo

considerando que la inulina es el Prebidtico de la natilla, este fue aprovechado por
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los probidticos para su reproduccion y viabilidad; por lo que el resultado obtenido
de la determinacion de fibra dietética (inulina) fue de 1.49%.

La evaluacién sensorial de las propiedades color, olor, textura y sabor de la natilla
simbidtica sabor rompope reciba una buena aceptacion por parte de los jueces no
entrenados al recibir calificaciones de “Me gusta totalmente” y “Me gusta
moderadamente”. Esto indica una buena aceptacion por parte porte de los
posibles consumidores ante un producto nuevo.

Dentro de sus propiedades sensoriales evaluadas las que recibieron mejor
calificacion fueron olor y color. A pesar de que todas las propiedades son
importantes estan tienen un grado de mayor interés porque son las primeras que
percibe el consumidor antes de probarlas, lo cual indica que la natilla simbidtica

sabor rompope es bastante agradable.
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Recomendaciones

Considerar adicionar una mayor cantidad de inulina debido a que una parte de ella

sera aprovechada por las BAL y una cantidad menor es la que llega al intestino.

Realizar el postre con una mezcla de prebidticos y ver el crecimiento de los
probidticos ante estos, y asi observar el comportamiento que presentan ante la

cantidad de grasa contenida en el postre.

Determinar el contenido de fibra dietética una vez transcurrido la vida de anaquel
propuesta, de esta forma se podra observar como es el aprovechamiento de la

inulina por parte de las BAL.

Llevar a cabo un conteo de BAL a la par con el reto microbiano ya que de esta
forma se podra conocer como es el comportamiento de la viabilidad de las BAL

cuando es expuesta con microorganismos patdgenos.

Estudiar el comportamiento de la natilla in vivo (en animales) y observar la

respuesta de esta ante las bacterias patdogenas presentes en el intestino.

Emplear sabores novedosos en la elaboracion de postres lacteos, ya que en el
mercado existen los tradicionales basados en frutas y cereales. Las encuestas
realizadas mostraron que los consumidores tienen una apertura hacia nuevos

sabores que rompan lo tradicional.
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