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RESUMEN

El yogurt es considerado tradicionalmente como un alimento saludable debido principalmente
a que su contenido bacteriano ayuda a evitar algunos tipos de desordenes estomacales e
intestinales. Sin embargo, para que este alimento brinde estos beneficios y sea considerado como
un alimento probidtico debe cumplir con una concentraciéon minima de bacterias lacticas en el
orden de 1 x 10" UFC/ml.

La propuesta fue elaborar y desarrollar un yogurt que cumpla con dichas especificaciones y
que ademas incluya ingredientes funcionales que intensifiquen su valor como son grasas
vegetales en sustitucion de la grasa butirican estas no contienen colesterol, y sumado a esto, tiene
mayor cantidad de acidos grasos insaturados, que tienen un efecto positivo en la disminucion de
triglicéridos en sangre, y a su vez una menor cantidad de 4cidos grasos saturados que estan
relacionados con el incremento de triglicéridos en sangre; inulina que brindara un caracter
funcional agregado actuando como prebidtico, 4%; y la levadura Saccharomyces boulardii como
probiotico.

Se estandariz6 la formulacion usando aditivos quimicos para lograr la estabilidad de la misma.
Se usaron emulsificantes del tipo mono y diglicéridos en una concentracion de 0.5% para la
incorporacion de grasa vegetal y grenetina en una concentracion de 0.5%, para evitar sinéresis e

incrementar la viscosidad.

El producto final, ademas de grasa vegetal e inulina, incluyé la levadura Saccharomyces
boulardii en una concentracion final de 1.4 X 10° UFC/mL. El producto terminado fue
almacenado a una temperatura de 4 °C. Sin embargo, la levadura fermentd el producto
ocasionado cambios sensoriales desagradables a las 48 horas, por lo que se decidid
microencapsular a la levadura por el método de emulsion, demostrando que durante 7 dias en

refrigeracion a 4°C, no se perciben cambios organolépticos desagradables.

Debido a que la levadura ferment6 el producto se elabord otro que s6lo contiene grasas
vegetales, inulina y aditivos, se evalu6 su vida de anaquel por un periodo mayor de 21 dias a 4°C
se encontrd que este producto mantiene su estabilidad fisicoquimica y tiene caracteristicas
organolépticas aceptables, ademas de mantener una concentracion de bacterias lacticas en el
orden de 3.4 x10° UFC/mL, siendo una caracteristica probidtica deseada en este tipo de
productos.

Palabras clave: yogurt, aceites vegetales, acidos grasos insaturados, prebiotico, inulina,
probiotico, bacterias lacticas, Saccharomyces boulardii.
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ABSTRACT

Yogurt is traditionally regarded as a healthy food mainly because its bacterial content helps
prevent some types of stomach and intestinal disorders. However, this food to provide these
benefits and is considered as a probiotic food must comply with a minimum concentration of
lactic bacteria in the order of 1 x 107 CFU / ml.

The proposal was developed and developing a yogurt that meets these specifications and also
includes functional ingredients that enhance their value as are vegetable fats in fat replacement
butirican these contain no cholesterol, and added to this, it has more unsaturated fatty acids ,
which have a positive effect in lowering blood triglyceride, and also a minor amount of saturated
fatty acids are associated with increased blood triglycerides, inulin which provide a functional
character acting as a prebiotic added, 4%, and the yeast Saccharomyces boulardii as probiotic.

Formulation was standardized using chemical additives for stability thereof. Emulsifiers were
used mono and diglycerides of a concentration of 0.5% for the incorporation of vegetable fat and

gelatin at a concentration of 0.5% to avoid syneresis and increase the viscosity.

The final product, in addition to vegetable fat and inulin, the yeast Saccharomyces boulardii
included in a final concentration of 1.4 X 107 CFU / mL. The finished product was stored at a
temperature of 4 ° C. However, the fermented product yeast caused unpleasant sensory changes
at 48 hours, it was decided to yeast microencapsulated by the emulsion method, showing that
during 7 days in a refrigerator at 4 © C, no unpleasant organoleptic changes are perceived .

Because the yeast fermentation product containing only elaborate other vegetable fats, inulin
and additives, shelf life was evaluated for a period greater than 21 days at 4 ° C was found that
this product maintains its physicochemical stability and has features acceptable organoleptic,
while maintaining a concentration of lactic bacteria in the order of 3.4 X 10° CFU / mL, being a
desired feature in this type probiotic products.

Keywords: yogurt, vegetable oils, unsaturated fatty acids, prebiotic, inulin, probiotic lactic
acid bacteria, Saccharomyces boulardii.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad hay un creciente interés de incluir en la dieta humana alimentos funcionales,
los cuales ademas de su valor nutritivo intrinseco aportan beneficios a la salud. El yogurt es un
gel viscoso, obtenido de la fermentacion de la leche por los microorganismos Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus, considerados éstos como probioticos, por lo cual es un
representante de los alimentos funcionales (Torres, 2009).

Los probidticos son microorganismos vivos que ejercen una accion benéfica a la salud del
huésped al ser administrados en cantidades minimas de 1x10’ UFC/mL (Boza et al., 2010).
Pruebas realizadas con animales y estudios in vitro han demostrado que las cepas probioticas
ejercen una accion protectora contra la adherencia, la colonizacion, la reproduccion y la accion

perjudicial de ciertos agentes patdgenos (Miranda, 2009).

La levadura Saccharomyces boulardii se ha considerado un probiotico; ya que cuando recorre
el tracto gastrointestinal genera efectos farmaco dindmicos semejantes a los efectos fisiologicos
de la flora intestinal normal (Buts, 2007).

Por otro lado, los prebioticos, como la inulina, son ingredientes de la dieta no digeribles en el
estomago e intestino delgado, que producen acciones benéficas estimulando selectivamente el
crecimiento y actividad de uno o mas tipos de bacterias en el colon, las que tienen a su vez la
propiedad de elevar el potencial de salud del hospedero, es decir, estimulan el crecimiento y
desarrollo de los probidticos. Estudios in vivo muestran que solo 4 g de inulina diarios son
efectivos para incrementar el nimero de bacterias beneficiosas en el colon (Madrigal y Sangronis
2007).

Los lipidos vegetales que se usaron en este trabajo fueron derivados del aceite de palma y se
caracterizan por la ausencia de colesterol ademdas de que son ricos en acidos grasos insaturados
como el oleico que esta relacionado con la disminucion de triglicéridos y colesterol en sangre, y
el linoleico, que es un 4cido graso esencial que ayuda a disminuir las concentraciones de
colesterol en sangre (Gil y Séanchez, 2010), a demas el acido linoléico interviene en el
crecimiento del organismo, formacion del tejido nervioso, formacion y renovacion de piel, pelo y
ufias asi como en la sintesis de prostaglandinas (Aires et al., 2005).
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1. ANTECEDENTES HISTORICOS

El yogurt tuvo sus origenes en el medio Oriente; sin embargo, los productos a los que se refieren
en esa ¢poca son en realidad leches fermentadas en forma empirica, con la participacion de
microorganismos presentes en la leche o en el medio ambiente, ya que el descubrimiento de los
microorganismos y sus caracteristicas se llevo a cabo hasta finales del siglo XVII, su utilidad y
funciones se detectaron y desarrollaron en el siglo XIX. Desde sus origenes las leches
fermentadas han sido ingeridas por sus propiedades medicinales para el alivio de desordenes
estomacales e intestinales (Hernandez et al., 2003).

Durante la primera mitad del siglo XX el bacteridlogo ruso Metchnikoff relacioné la buena
salud y la longevidad de los campesinos de la zona de los Balcanes con el consumo de un
producto fermentado, a partir de leche, al cual le llamaban Yahourth. Por este motivo, se
considera que las leches fermentadas fueron las precursoras de lo que hoy se conoce como
yogurt. Después de la segunda guerra mundial, la tecnologia del yogurt tuvo un avance muy
significativo (Hernandez et al., 2003).

Una de las propiedades mas destacables del yogurt es su capacidad de regenerar la flora
intestinal, la cual se ve muy afectada por una mala alimentacion y sobre todo, por infecciones y el
abuso de medicamentos como los antibidticos. Debido a la creciente demanda del yogurt, la
industria lactea alrededor del mundo le ha dado tal importancia, que hoy en dia, y dia con dia
salen a la venta diferente tipos de yogurts, y todos muy bien recibidos por los consumidores
(Ledezma, 2010).

2. ALIMENTOS FUNCIONALES

El concepto de nutricion esta evolucionando. La nutricion adecuada, entendida como
suficiente, dirigida a evitar déficits en la salud, ha dejado de ser la meta en las sociedades
desarrolladas. Emerge la concepcion de la alimentacion como nutricion optima. Su objetivo es la
calidad de vida y el bienestar integral del individuo. La nutricion adquiere un nuevo enfoque
terapéutico y preventivo; participa en la promocién de la salud y es ya considerada como factor
de proteccion ante una larga serie de circunstancias patologicas (Silveira et al., 2003).

Los Alimentos Funcionales (AF) son un concepto no definido atin de forma consensuada en la
comunidad cientifica. Un AF es aquel que contiene un componente, nutriente o no nutriente, con
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actividad selectiva relacionada con una o varias funciones del organismo, con un efecto
fisiolégico anadido por encima de su valor nutricional y cuyas acciones positivas justifican que
pueda reivindicarse su caracter funcional fisiologico o incluso saludable. Como puede apreciarse,
las fronteras son difusas, tanto con los medicamentos como con casi cualquier alimento, en el
mas amplio de los sentidos (Silveira et al., 2003).

Otra definicion de un alimento funcional seria aquel que contiene un componente o nutriente
con actividad selectiva beneficiosa, lo que le confiere un efecto fisiologico adicional a su valor
nutricional. El efecto positivo a la salud se refiere a una mejoria de las funciones del organismo o

a la disminucion del riesgo de adquirir una enfermedad (Madrigal y Sangronis, 2007).

Cabe mencionar que un factor clave en el desarrollo de la industria de los alimentos
funcionales es la aceptacion del publico consumidor de tales alimentos, para ello se necesita que

los consumidores estén convencidos de los beneficios a la salud que le brindan tales productos.

Por lo que la industria de los alimentos debe evitar etiquetar en esta categoria cualquier
producto sin la previa validacién de beneficios a la salud; y los organismos reguladores de salud
solo deben permitir el uso de declaraciones de salud cuando esté debidamente validado su efecto
positivo. En ese sentido, es donde los sectores académicos y de investigacion deben participar en
el proceso de evaluar y autenticar el beneficio a la salud del alimento para que tal etiquetado sea
imparcial y fidedigno. Esta evaluacion debe abarcar el estudio de las funciones organicas
afectadas por el alimento o ingrediente funcional, incluyendo su papel en el mantenimiento de la
salud o en la prevencion de enfermedades, la identificacion y validacion de los biomarcadores,

asi como estudios de causa-efecto donde se evaltie la seguridad y la dosis (Alvidrez et al., 2002).

Esto favorece el surgimiento de un nuevo campo de investigacion en donde especialistas en
nutricion, en ciencia y en tecnologia de alimentos trabajen activamente analizando los productos

que se venden actualmente con supuestos beneficios a la salud (Alvidrez et al., 2002).

3. YOGURT

Existen definiciones bien establecidas para el producto llamado yogurt en la legislacion
mexicana, tales como:

NORMA OFICIAL MEXICANA. NOM-181-SCFI-2010.- Se define yogurt al producto
obtenido de la fermentacion de la leche, estandarizada o no, por medio de la accién de los
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microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus,

y teniendo como resultado la reduccion del pH.

NORMA MEXICANA. NMX-F-444-1983.- Se define yogurt como el producto lacteo
preparado a partir de leche entera, parcial o totalmente descremada, enriquecida en extractos
secos por medio de la concentracion de ésta o agregando leche en polvo, tratada térmicamente y
coagulada biologicamente por la fermentacion obtenida de la siembra en simbiosis de los
fermentos lacteos Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

3.1. CLASIFICACION

En la tabla 1 se muestra la clasificacion de los yogures acorde a sus ingredientes.

Tabla 1. Clasificacion del Yogurt de Acuerdo a sus Ingredientes.

TIPO DE YOGURT DEFINICION |

Natural Producto de leche coagulada obtenida por fermentacion
lactica mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus a partir leche concentrada
pasteurizada, leche total o parcialmente desnatada.

Azucarado Es el yogurt natural al que se le han afiadido azucar.
Edulcorado Es el yogurt natural al que se le han afiadido edulcorantes
autorizados.

Frutas, Zumos y Otros Productos  Es el yogurt natural al que se le han afiadido frutas, zumos y
otros productos naturales.

Aromatizados Es el yogurt natural al que se le han afiadido agentes
aromaticos autorizados.
Pasteurizado Es el yogurt que se pasteuriza después de la fermentacipara

aumentar la vida de anaquel.

(Hernandez et al., 2003).
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3.2. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

3.2.1. CULTIVO INICIADOR

Un cultivo iniciador (fermento), es una o mas cepas, ya sea de una o varias especies, utilizadas
para inocular un determinado producto con el fin de llevar a cabo una fermentacion. Dichos
microorganismos fermentadores deben ser viables y estar presentes en el producto terminado en
una cantidad minima de 1x10" UFC/g (Sanchez, 2005).

3.2.2. USO DE LOS CULTIVOS INICIADORES Y FERMENTOS MADRE

Los cultivos iniciadores estan preparados para su uso directo en la cuba, o bien para preparar
fermentos madre que servirdn para preparar el cultivo para la produccion (Romero y Mestres
2004).

La preparacion de los fermentos madre se realiza sembrando una cantidad del cultivo iniciador
sobre una pequefa cantidad de leche desnatada que ha recibido tratamiento térmico severo. La
leche inoculada se incuba hasta que su pH desciende a un valor alrededor de 4.4 y a continuacion
se enfria por debajo de 5°C, y en estas condiciones las propiedades del estarter se mantienen
durante 36 h como maximo (Romero y Mestres 2004).

3.2.3. FERMENTACION

La fermentacion de alimentos se define como el uso de ciertos sustratos por algunos
microorganismos para producir una serie de sustancias especificas en ausencia de oxigeno. Los
sustratos pueden ser carbohidratos, proteinas o lipidos. Asi mismo, cada tipo de fermentacion es
producida por un tipo especifico de microorganismo, y éstos pueden ser bacterias, hongos o

levaduras.

Hoy se sabe que son las enzimas de los microorganismos las que desarrollan el proceso de
fermentacion. Una enzima es un tipo de proteina con capacidad catalitica que acelera una

reaccion quimica y dicta la manera en que se debe realizar. En general, los microorganismos que
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fermentan los carbohidratos no permiten el desarrollo de aquellos microorganismos que degradan
proteinas y lipidos. Los alcoholes o acidos organicos presentes en los alimentos fermentados via
carbohidratos evitan la proliferacion de otros microorganismos; y €ste es el principio para que
funcionen como un sistema de conservacion de alimentos. Las fermentaciones con un pH menor
a 4.5 evitan el desarrollo del Clostridium botulinum (Rodiles, 2011).

La fermentacion industrial maneja una serie de factores fisicos que guian el proceso; siendo
los principales la temperatura, el pH, la presencia o ausencia de oxigeno, y la concentracion de
sal y/o azlicar. Asi mismo, es también comun el uso de iniciadores. Estos normalmente son los
microorganismos resultantes de la fermentacion del dia anterior y que se usan para iniciar el
nuevo ciclo industrial. La fermentacion usa cierto tipo de microorganismos para evitar el
crecimiento de otros microorganismos, siendo la fermentacion un método de conservacion
bioldgica (Rodiles, 2011).

3.3. ASPECTOS BIOQUIMICOS

Los microorganismos encargados de convertir la leche en yogurt son el Streptococcus
thermophilus y el Lactobacillus bulgaricus.

3.3.1. Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus fue descrito por primera vez por Orla-Jensen en 1919. Su nombre
procede del término griego “therme” que significa calor y del término “philus” que significa
afinidad. Estas son células esféricas u ovoides de 0.7-0.9 pum de diametro, distribuidas en parejas
o formando cadenas. Son anaerobios facultativos, con metabolismo homofermentativo, Gram
positivos, y catalasa negativos. La temperatura Optima de crecimiento es de 42-45°C. La
resistencia al calor, la habilidad para crecer a 52°C y el conjunto de carbohidratos que puede
fermentar, distingue a Streptococcus thermophilus de otros muchos estreptococos. Se encuentra
actualmente dentro del grupo de los estreptococos orales (Collado, 2004).
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Tabla 2. Clasificacion Taxondémica de Streptotococcus thermophilus.

Streptococcus thermophilus ‘

Clasificaciéon Cientifica
Dominio Bacteria
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género Streptococcus
Especie Thermophilus

3.3.2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

(Ortiz, 2012).

Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus se presenta en forma de bacilos alargados con
una punta redondeada, separados o formando cadenas. El tamano en la leche es de 0.8-1 pm de
ancho y de 4-8 pm de largo (Romero y Mestres 2004). Este microorganismo es un Gram positivo,
inmoévil, no formadora de esporas, homofermentativa con exclusiva produccion de acido D (-)

lactico y con una temperatura 6ptima de crecimiento de entre 42-43 °C.
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Tabla 3. Clasificacion TaxonOomica de Lactobacillus delbrueckii.

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus

Clasificaciéon Cientifica
Dominio Bacteria
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillae
Género Lactobacillus
Especie Delbrueckii
Subespecie Bulgaricus

(Ortiz, 2012).

3.3.3. SIMBIOSIS DE LOS MICROORGANISMOS DEL YOGURT

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus es tradicionalmente empleado en combinacion con
Streptococcus thermophilus para la elaboracion de yogur, la utilizacion de las dos bacterias a
menudo resulta en tasas de acidificacion mas altas, un pH final mas bajo, estimulacion de la
produccion de compuestos aromdticos y mejora de la estabilidad del producto final, en
comparacion a cuando se utilizan monocultivos (Avila et al., 2010).

Estos microorganismos crecen en forma Optima en un intervalo de temperatura entre 40 y
45°C, y su metabolismo se detiene a temperaturas por debajo de los 10°C. Ambos
microorganismos tienen requerimientos nutricionales complejos que son suplidos por la leche;
utilizan la lactosa como fuente de energia y la transforman en acido lactico. Durante el
metabolismo de los microorganismos se producen algunos metabolitos que son los responsables
del olor caracteristico del yogurt, entre ellos, los mas importantes son: acetaldehido, diacetilo y la
acetoina. También se obtienen acidos volatiles como: féormico, acético, propionico, butirico,
1sovalérico, caproico; los cuales sinérgicamente con los metabolitos mencionados anteriormente
originan el aroma caracteristico del yogurt (Hernandez et al., 2003).
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El acetaldehido es la sustancia responsable del aroma que se encuentra en mayor
concentracion en el yogurt, entre 25 a 55 ppm; y se produce por la via de Embden-Meyerhof.

Los dos microorganismos actian en forma sinérgica, es decir, las bacterias se estimulan
mutuamente. Ambas especies pueden crecer a pH bajo, pero S. thermophilus crece mejor al inicio
de la fermentacion cuando el pH es alto. El pH disminuye durante la fermentacion, por la
produccion de acido lactico, hasta alcanzar un valor inferior a 5.5. La acidez, el consumo de
oxigeno y la liberacion de sustancias volatiles que produce este microorganismo crean las
condiciones ideales para que se desarrolle L. bulgaricus. Por otro lado, al liberar aminoacidos de
la caseina el bacilo estimula el crecimiento de S. thermophilus y, entonces se producen acidos
grasos y acetaldehido (Hernandez et al., 2003).

Otro efecto positivo es la disminuciéon de pH que inhibe a los microorganismos como
Salmonella y Staphylococcus aureus que no crecen en ambientes tan acidos, asi como otros

microorganismos que pueden deteriorar el producto.

Desde el punto de vista bioquimico, la lactosa es hidrolizada dentro de la célula bacteriana por
una lactasa generando unidades de glucosa y galactosa. La glucosa es metabolizada por la via de
Embden-Meyerhof hasta acido piravico, el cual se convierte en acido lactico por accion de la
deshidrogenasa lactica presente en ambos microorganismos. Por otro lado, ambas bacterias
carecen de la enzima alcohol deshidrogenasa, por lo que son incapaces de transformar el
acetaldehido en etanol (Hernandez et al., 2003). En la figura 1 se muestra la ruta metabolica
Embden-Meyerhof.

B-D-galactesidasal
B-D-galactosa

Via glicolitica

Lactosa 1

D-glucosa Ac. pirivico Ac.lactico

Ruta metabélica durante [a fermentacidn industrial de la leche para obtencion de yogurt,

Figura 1. Ruta metabdlica utilizada para producir yogurt a partir de leche.

La proporcion en la que se inoculan los microorganismos es de 1:1 (Streptococcus:
Lactobacillus). Al final de la fermentacion la proporcion en que se hallan estos microorganismos
depende de las condiciones de producciéon y se encuentran en funcion directa de las
caracteristicas organolépticas deseadas del yogurt. Asi por ejemplo, a una temperatura de 43°C,

°
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la proporcion de microorganismos al concluir la fermentacion es de 1:1, mientras que a 45°C se
favorece la produccion de Lactobacillus con una relacion de 1:2 y se obtiene un yogurt muy
acido. En la figura 2 se muestra el efecto de la temperatura sobre la relacion de cultivo entre
dichas cepas bacterianas (Hernandez et al., 2003).

21 11 12

D S. thermophilus
Tipo de B L. bulgaricus

microorganismo

4 a2 43 44 3

Temperatura (°C)

Figura 2. Influencia de la temperatura sobre el crecimiento microbiano.

La cantidad de inoculo y el tiempo de fermentacion también influyen en las caracteristicas
finales del yogurt. Para producir un yogurt a 43°C durante dos horas y media, con una relacion
final de microorganismos de 1:1, es necesario inocular una cantidad de cultivo equivalente al 3%
v/v de la leche que se desea fermentar. Si el yogurt se fermenta en tres horas, se inocula la leche
con un 2% del cultivo (en relacion con la cantidad de leche empleada). Este comportamiento se
presenta en la figura 3.

1211 21 32 11 21 17 I3 2:1
4 /J/ J'{
% de cultivo /f “/
2 { ‘
1 Vi
2 25 3
Tiempo de incubacion (h)

Figura 3. Influencia del indculo y el tiempo sobre el crecimiento microbiano.
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3.4. ASPECTOS FISICOQUIMICOS

Entre las propiedades fisicoquimicas del yogurt que se pueden mencionar son: acidez,
capacidad de retencion de agua, color, composicidon proximal, firmeza, grado de sinéresis, pH,
propiedades reoldgicas, sélidos totales y tamafio de particula, entre otros. Estas propiedades son
afectadas por las condiciones particulares que se sigan durante la manufactura de este producto
lacteo (Valderrama, 2001).

3.4.1. PROPIEDADES REOLOGICAS

La Reologia es una disciplina cientifica que se dedica al estudio de la deformacién y flujo de
la materia o, mas precisamente, de los fluidos. La palabra reologia proviene del griego pswv la

cual significa fluir.

El comportamiento reoldgico del yogurt se debe en buena medida al gel estructural que
presenta. Este gel se forma durante la fermentacion, cuando los microorganismos del yogurt
metabolizan la lactosa presente en la leche para cubrir sus necesidades energéticas, produciendo
acido lactico y otros compuestos. La produccion gradual de dacido lactico provoca la
solubilizacion del fosfato de calcio y citrato asociados a la micela, lo que conduce a la
desestabilizacion de las micelas de caseina, que, dependiendo de la intensidad del tratamiento
térmico, estardn formando complejos con las proteinas del lacto suero desnaturalizadas (Romero
y Mestres 2004).

Durante el intervalo de pH de 6.6 a 5.3, el tamafio de las micelas se mantienen constantes pero
en el intervalo de pH entre 5.3 y 4.6, o inferior, el tamafio de las micelas va decreciendo
gradualmente. A medida que se va produciendo acido lactico y el pH se aproxima al punto
isoeléctrico de las caseinas: 4.6-4.7, se van neutralizando las cargas negativas de las micelas de
caseina, que se van aproximando y coalesciendo. Cuando se llega al pH del punto isoeléctrico, las
caseinas junto con las proteinas del lacto-suero desnaturalizadas forman el gel constituido por una
red de estructura regular que atrapa en su interior el resto de los componentes de las leche,
incluyendo el agua (Romero y Mestres, 2004).

Las propiedades de flujo o viscosas del yogurt exhiben dependencia tanto de la razon de corte
como del tiempo.

11
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El yogurt presenta un comportamiento de flujo complejo no newtoniano, dependiente del
esfuerzo cortante y del tiempo, por lo que es de importancia estudiar la reologia de este producto
lacteo con respecto al proceso, manejo y desarrollo de productos como aspectos de control de
calidad (Valderrama, 2001).

3.4.2. ESTABILIZANTES

En cuanto a la estabilidad del yogurt, cabe mencionar que existen factores que pueden causar
sinéresis en el yogurt entero tipo batido; y entre los mas importantes esta el rompimiento del gel
durante el almacenamiento y el transporte del mismo. Para evitar esto, es necesario utilizar
estabilizantes en la elaboracion de este tipo de yogurt con los cuales se logre mantener o mejorar

sus caracteristicas fisicoquimicas (Mendoza et al., 2007).

Existen una gran variedad de compuestos que se pueden adicionar a la leche como
estabilizantes con objeto de lograr caracteristicas adecuadas. Entre ellos se encuentra las gomas
naturales, como son: ardbiga, de tragacanto y guar; asi como algunas gomas modificadas como
son carboximetilcelulosa, metil-celulosa, celulosa microcristalina, y algunos polisacaridos como
las pectinas. También se emplean almidones modificados y almidones en su forma nativa. Se ha
demostrado que la pectina en el yogurt en una concentracion del 0.1 a 0.2% incrementa la
viscosidad hasta en un 4% (Mendoza et al., 2007).

Schonbrum (2002), estudio los efectos de tres estabilizantes sobre las caracteristicas reologicas
del yogurt batido: gelatina, carboximetilcelulosa y pectina de alto metoxilo, mostrando que los
yogures elaborados con los dos tltimos estabilizantes tenian viscosidad muy alta y presentaban
color rosado, siendo inaceptable por los consumidores. Por otro lado, Castillo et al. (2004),
estudiaron la influencia de la pectina sobre las propiedades reoldgicas del yogurt, y obtuvieron
que la concentracion adecuada era de 0.15 %, ya que presentaba un mejoramiento en sus
propiedades reoldgicas, quimicas y sensoriales.

Sin embargo, cabe mencionar que algunos estabilizantes presentan deficiencias, como en el
caso de la gelatina, la cual solidifica a 25°C, por lo que puede causar problemas durante la fase de
refrigeracion, ademas de que confiere una textura rugosa al coagulo. Otro ejemplo son las
pectinas, las cuales a elevadas temperaturas pierden la capacidad de formar geles. Ademas, la
capacidad de gelificar de las pectinas estd determinada por factores intrinsecos, como son su peso

12
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molecular, su grado de esterificacion, que a su vez dependen de las condiciones de fabricacion
(Mendoza et al., 2007).

Por otra parte, los almidones modificados presentan mejores propiedades que los almidones
nativos; pero éstos utilizan productos quimicos como HCI y H,SO4 en su elaboracion y por tanto
aumentan los costos de produccion (Mendoza et al., 2007).

3.5. ASPECTOS NUTRICIONALES

Algunas personas no toleran la leche, ya que su consumo les causa desordenes estomacales y
esto se debe a que estas personas no poseen en su sistema digestivo la enzima lactasa, encargada
de hidrolizar la lactosa de la leche en glucosa y galactosa. Las bacterias de yogurt mejoran la
digestion de la lactosa. Se ha demostrado que los individuos que digieren mal la lactosa pueden
digerir mejor la del yogurt que la de la leche. Se observd en nifios que absorbian mal la lactosa,
que los que ingerian yogurt fresco sufrian de modo significativo menos sintomas
gastrointestinales que cuando tomaban leche. La leche fermentada tratada térmicamente daba

sintomas intermedios (Miranda, 2009).

Drouault et al. (2002) y Corthier (2003), han demostrado que la lactasa en un modelo animal,
y en presencia de S. thermophilus estimula la digestion de lactosa en ratones que la absorben mal.
Los resultados de estos investigadores demuestran que esta bacteria del yogurt viva en el tracto
intestinal, junto a las enzimas bacterianas, son indispensables para la digestion de la lactosa,
produciéndose la digestion en el interior de la célula bacteriana. Estos datos son consistentes con
los reportados por Pelletier et al. (2001).

El yogurt como todos los lacteos proporciona proteinas de elevado valor bioldgico. El
contenido de proteinas suele ser mayor que en la leche bronca y es una proteina de alta
digestibilidad debido a la suma de dos efectos (Hernandez et al., 2003):

* Las enzimas proteoliticas de los microorganismos presentes en el yogurt actiian sobre las
proteinas, liberando péptidos y aminoacidos libres.
» El descenso del pH produce la precipitacion de la caseina en finas particulas, lo que facilita

la accidn de las enzimas intestinales una vez en el organismo.

13
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3.5.1. VITAMINAS Y MINERALES

El contenido de vitaminas del yogurt depende de multiples factores, entre ellos, la leche de
partida, el enriquecimiento previo del extracto seco y las cepas bacterianas elegidas.

El yogurt es una buena fuente de vitaminas tipo tiamina, riboflavina, cobalamina, piridoxina,
acido folico y vitamina A. El consumo de 125 g de yogurt cubre casi el 20 % de las ingestas
recomendadas de riboflavina para una adulto joven, el 10 % de vitamina cobalamina y mas del 5
% de tiamina; ademas, constituye una excelente fuente de minerales y con una relacion
calcio/fosforo excelente. Debido a la acidez del medio, algunos minerales como el hierro, el
cobre y el zinc, pueden formar sales parcialmente solubles. Ademds, los iones de calcio,
magnesio y foésforo forman complejos con productos resultantes de la hidrélisis proteica (péptido,

aminoacidos etc.) que favorecen la absorcion de dichos minerales (Hernandez et al., 2003).

3.6. YOGURT COMO ALIMENTO FUNCIONAL

El yogurt fresco es un alimento funcional porque es un alimento probidtico. En un informe
reciente del Grupo de Trabajo Conjunto de la FAO y la OMS para la Evaluacion de Probidticos
en Alimentos, se recomienda la siguiente definicién para probidticos: «Microorganismos vivos
presentes en el yogurt fresco que han sido administrados en contenidos adecuados para conferir
los beneficios de los probidticos, y donde la identidad de la cepa microbiana utilizada, no es un
aspecto sustancial.

Esto es debido a que los fermentos del yogurt fresco han demostrado ser activos siempre en la
digestion de la lactosa en el intestino con independencia de la cepa a que pertenezcan. Las
bacterias del yogurt fresco sobreviven a su paso por el intestino humano. Las bacterias
especificas de yogurt fresco, Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus y Streptococcus
thermophilus estdn presentes en el yogurt en contenidos superiores a 10’ UFC/g. Tras consumir
yogurt, las bacterias permanecen activas en el intestino, aunque no lo colonizan, y ejercen
importantes efectos fisiologicos. Bianchi et al. (1984) hallaron bacterias vivas en heces de
humanos que habian ingerido yogurt fresco. Por otro lado, Brigidi et al. (2003), detectaron en un
estudio bacterias vivas en el duodeno, manteniendo su actividad beta-galactosidasa sobre 5
sujetos sanos, que tomaron 250 g de leche fermentada con S. thermophilus durante 10 dias; y
detectaron S. thermophilus, ya desde el tercer dia de ingesta, mediante PCR en muestras fecales.
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Se tiende a justificar el cardcter probidtico de las bacterias, si, entre otros criterios, se
encuentran vivas en las heces. Mucho mdas importante que este detalle es que los
microorganismos probidticos estén vivos y activos en el ileon y colon proximal, y en el ciego.
Este aspecto es vital porque se trata de una zona de gran interaccion con la mucosa intestinal. En
este lugar del intestino, las bacterias del yogurt muestran gran vitalidad y actividad (Torres,
2009).

4. PROBIOTICOS

Los probioticos son microorganismos vivos; tanto bacterias como levaduras que sobreviven al
paso a través del tracto gastrointestinal, y producen efectos benéficos sobre una o mas funciones

del organismo, ademas de los inherentes a la nutricion (Taranto et al., 2005; Araya et al., 2002).

4.1. MECANISMOS DE ACCION

Pruebas realizadas con animales y estudios in vitro han demostrado que las cepas probioticas
ejercen una accion protectora contra la adherencia, la colonizacion, la reproduccion y la accion de
agentes patdogenos especificos mediante distintos mecanismos de accion, que aun no han sido

completamente esclarecidos.

Entre los mecanismos mads significativos que se han propuesto destaca la privacion a los
patogenos de los nutrientes especificos, los cuales estdn presentes en cantidades limitadas en el
intestino; si las bacterias beneficiosas consumen estos nutrientes necesarios para el desarrollo de

agentes patogenos limitan asi su proliferacion (Amores et al., 2004).

Los microorganismos probidticos compiten con patdgenos no s6lo por los nutrientes sino
también por el espacio fisico. Algunas bacterias pueden inhibir la adherencia de los patogenos a
los sitios receptores por un mecanismo de obstruccion estérica o de bloqueo especifico del
receptor, con lo que se produce una prevencion de la colonizacién de microorganismos patdgenos

por inhibicién competitiva en los lugares de adhesion (Amores et al., 2004).

Asi mismo, los probidticos producen numerosas sustancias antimicrobianas especificas como

las bacteriocinas, acidos grasos de cadena corta, peroxido de hidrogeno y acido lactico, por lo que
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se reduce el pH luminar; este se considera el principal mecanismo por el cual las bacterias
lacticas inhiben el crecimiento de diferentes bacterias patogenas como E. coli, Streptococcus y
Salmonella (Amores et al., 2004).

En la figura 4 se presenta esquematicamente la forma en que los probidticos y la flora normal
interactlian contra agentes patdgenos y en la Tabla 4 se presentan los principales mecanismos de

accion por parte de los agentes probioticos (Organizacion Mundial de Gastroenterologia, 2008).

pathogens
_ production of competition for
antimicrobial substances, nutrients and receptors
lactic acid, bacteriocins,
H,0, \

probiotics normal microflora

LPS

gut function: peptidoglycan

digestion

promotion of
host defence

Figura 4. Interaccion de la flora normal y los probidticos con el huésped.
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Tabla 4. Mecanismos de Accion de Agentes Probioticos.

ACCION MECANISMO EJEMPLO ‘
Prevencion de la colonizacion Bloqueo de receptores especificos L. rhamnosus GG,
por microorganismos (adherencia) y competencia por L. paltarum.
patégenos nutrientes S. boulardii
Actividad antimicrobiana Produccion de sustancias con acciéon L. rhamnosus GG,

antimicrobiana (H,O,, bacteriocinas, S. boulardii
acidos organicos)

Inmuno-moduladora Regulacion de la  respuesta L.rhamnosus GG,
inmunitaria humoral y celular L. acidophilus,
Bifidobacterium spp.,
L. reuteri
Actividad enzimatica Disminucion en la actividad de S.thermophilus.
enzimas asociadas con la sintesis de Lactobacillus spp.
lactosa, pro-carcindgenos, etc. Bifidubacterium.

(Amores, et al., 2004).

4.2. BENEFICIOS PARA LA SALUD

Al uso de probioticos se le atribuyen numerosos efectos saludables. En la tabla 5 se presenta
un resumen de dichos beneficios.

Tabla 5. Beneficios de Agentes Probidticos.

MICROORGANISMO EFECTO BENEFICIOSO

L. acidophilus LC1 Equilibrio flora intestinal, efecto en sistema inmunitario
L. acidophilus NCFM Reduccion de actividad de enzimas pro-cancerigenas

L. jonsonii LA1 Inmuno estimulador, tratamiento de gastritis y ulceras

L. rhamnosus GG Inmuno estimulador, diarrea, inflamacion del intestino

L. bulgaricus Inmuno estimulador, absorcién de lactosa

L. casei Promotor del crecimiento y de la viabilidad de probidticos
B. bifidum Diarrea por rotavirus, equilibrio de la microbiota

S. thermophilus Inmuno estimulador, absorcion de lactosa

S. boulardii Prevencion de diarrea y tratamiento de colitis

(Amores, et al., 2004).
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4.3. SACCHAROMYCES BOULARDII COMO PROBIOTICO

Saccharomyces boulardii es una levadura natural no modificada genéticamente que fue aislada
originalmente de la corteza del arbol del litchi en Indochina.

Tabla 6. Clasificacion taxonémica de Saccharomyces boulardii.

Saccharomyces boulardii ‘

Clasificacion Cientifica
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Subfilo Sacharomycotina

Clase Sachcaromycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Sachcaromycetaceae
Género Saccharomyces
Especie Boulardii

(Zamora, 2011).

Esta levadura muestra un crecimiento Optimo a una temperatura de aproximadamente 37°C vy,

por ello, se le considera como una “levadura de temperatura extremadamente alta” (Buts, 2007).

Saccharomyces boulardii es resistente a la acidez gastrica y a la protedlisis y puede
almacenarse rapidamente en grandes cantidades en el tracto gastrointestinal, manteniendo niveles

constantes en su forma viable (Macfarland y Bernasconi, 1993).

En animales hologénicos (con flora bacteriana normal), la levadura Saccharomyces boulardii
se elimina rapidamente en unos cuantos dias. Esto significa que cuando la flora es normal,
Saccharomyces boulardii no se instala en el tracto gastrointestinal.

En la figura 5 se muestra el efecto fisiologico atribuido a esta levadura (Czerucka et al., 1989;
Czerucka et al., 1994; Vidon et al., 1986). Acorde a la misma, tenemos que:

A. Saccharomyces boulardii (Sb) aumenta la concentracion de la IgA secretora (IgAs) en

el lumen intestinal y la expresion de la enzimas de membrana en el borde en cepillo
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(BBM). El aumento de su expresion parece ser correlacionada con una secrecion de las
poli-aminas en el catabolismo de la levadura.

B. La toxina del colera (CT) cuando se une a la superficie celular del epitelio intestinal
induce a la adenilato ciclasa (AC) y la expresion resultante es una secrecion de cloruro
(CI). Saccharomyces boulardii produce una proteina 120 kDa, que inhibe la activacion
de (AC) que resulta en una disminucion de la secrecion de cloruro.

C. Saccharomyces boulardii produce una proteinasa de 54 kDa, que ejerce una actividad
proteolitica en las toxinas A y B de Clostridium difficile. Ademas, esta levadura
produce una proteina fosfatasa de 63 kDa que desfosforila LPS de Escherichia coli
entero patégena.

Polynmimes J x
£ |

BBM enzymes

A

Enterocyte

Figura 5. Efectos fisiologicos de Saccharomyces boulardii.

4.3.1. APLICACIONES CLINICAS

Hoy en dia, Saccharomyces boulardii posee una serie de aplicaciones clinicas:

e Prevencion y tratamiento de diarrea aguda. Se ha probado que sirve para reducir la
severidad y duracion de la diarrea infecciosa aguda en nifios (Organizacion Mundial de

Gastroenterologia, 2008).
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e Prevencion y tratamiento de recaidas de la diarrea post-antibidticos, especialmente en las
causadas por Clostridium, ya que antagoniza el efecto de la toxina A de Clostridium
difficile (Amores et al., 2004).

4.4, MICROENCAPSULACION

Existen una gran variedad de técnicas para asegurar que los microorganismos probidticos se
mantengan viables en los alimentos y logren llegar al intestino delgado vivos. Una de estas es la
microencapsulacion, la cual es un proceso en que los microorganismos son introducidos en una
matriz o sistema de pared, con el objetivo de impedir su pérdida y protegerlos de la reaccion con

otros compuestos presentes en el alimento (Caicedo, 2010).

Las técnicas de encapsulacion aplicadas a probiodticos para uso en productos lacteos o en la
produccion de biomasa se pueden clasificar en dos grupos dependiendo del método utilizado para

formar las perlas.

4.4.1. TECNICA DE GOTEO DE SOLUCION DE MICROORGANISMOS

Es la técnica mas antigua y comun para elaborar capsulas a base de hidrocoloides. Esta
consiste en preparar una solucion hidrocoloidal, adicionar los microorganismos a ésta, y hacerla
pasar por una aguja de jeringa (a nivel laboratorio) o tubos de extrusion (para planta piloto), para
formar gotas, estas se dejan caer en caida libre a una solucion endurecedora (como el cloruro de
calcio). El tamafio y la forma de la perla dependen del didmetro de la boquilla y la distancia de
adicion. Este método es el mas popular debido a su facilidad, simplicidad, bajo costo y
condiciones discretas de formulacion. El material de soporte usado para la técnica de extrusion es
el alginato, debido a las propiedades funcionales que este posee, como la fortaleza en su
composicion que contribuye a la formacion del gel (Caicedo, 2010).
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4.42. TECNICA DE EMULSION

En esta técnica, un pequefio volumen de suspension hidrocoloidal con microorganismos (fase
discontinua) se adiciona a un gran volumen de aceite vegetal (fase continua). La mezcla se
homogeniza para formar una emulsion de agua en aceite utilizando un emulsificante. Una vez que
la emulsion se forma, esta se puede insolubilizar para formar cépsulas de gel en la fase aceitosa.
El tamafio de la perla es controlado por la velocidad de agitacion. Esta técnica ha sido usada para
encapsular bacterias acido lacticas, como se reporto en el trabajo de Homayouni et al., (2008).

El aceite vegetal es usado en esta técnica como fase continua. En algunos casos se adicionan
emulsificantes para mejorar la emulsion, porque el emulsificante disminuye la tension superficial

y se refleja en el tamafio de las esferas.

4.43. MATERIALES DE ENCAPSULACION

Existe una amplia variedad de materiales para cobertura que pueden ser usados para
encapsular ingredientes alimentarios, donde se incluyen aceites hidrogenados, ceras,
maltodextrinas, almidones y gomas que proporcionan una encapsulacion uniforme. En general

existen tres categorias: grasas, proteinas y polimeros (Caicedo, 2010).

A. GRASAS

La cera de carnauba, el alcohol estearilico y el acido estedrico son grasas que funden a una
determinada temperatura y son erosionables por la accion de las lipasas que existen en la cavidad
gastrica (Caicedo, 2010).
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B. PROTEINAS

La gelatina fue el primer material utilizado en la microencapsulacion, y es, en la actualidad, un
material con un importante potencial. La albimina y el colageno también se han empleado en la

obtencion de micro particulas (Caicedo, 2010).

C. POLIMEROS

Debido a su gran versatilidad, la familia de los polimeros es la mas utilizada en la
microencapsulacion de sustancias. Dentro de ella estdn los polimeros naturales, los semi-
sintéticos y los sintéticos. Los polimeros naturales principalmente son de naturaleza polisacarida,
ya sea de origen animal o vegetal; y se destacan el alginato, el dextrano, la goma arabiga y el
quitosanoa (Saez et al., 2007).

5. PREBIOTICOS

Los prebiodticos son ingredientes no digeribles de la dieta que producen efectos benéficos
estimulando selectivamente el crecimiento y actividad de uno o mas tipos de bacterias en el
colon, las que tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del hospedero (Cagigas
y Blanco, 2002).

En 1976, Trowel, los describio como diferentes compuestos de origen vegetal que presentan
como comun denominador el estar constituidos por macromoléculas no digeribles, debido a que

las enzimas del intestino humano no pueden hidrolizarlas.

Recientemente se define como el citoesqueleto de los vegetales, una sustancia aparentemente
inerte que puede ser fermentada por algunas bacterias, pero no desdoblada por las enzimas
digestivas, por lo que resulta no absorbible.

Cabe sefialar que para que una sustancia, o grupo de sustancias, puedan ser definidas como
prebidticos deben cumplir los requisitos siguientes:
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o Ser de origen vegetal.

e Formar parte de un conjunto muy heterogéneo de moléculas complejas.
e No ser digerida por las enzimas digestivas.

e Ser parcialmente fermentada por las bacterias del colon.

e Ser osmoticamente activas.

Toda fibra dietética llega al intestino grueso sin haber sido transformada digestivamente; y
donde las bacterias del colon, con sus numerosas enzimas digestivas de gran actividad
metabolica, la pueden digerir en mayor o menor medida en dependencia de su composicion

quimica y de su estructura (Cagigas y Blanco, 2002).

Esto implica que la fibra dietética sea considerada como un agente prebiotico. La inulina esta

clasificada como una fibra dietética y como un agente prebiotico (Roberfroid, 2000).

5.1. INULINA

La inulina es un carbohidrato no digerible que esta presente en muchos vegetales, frutas y
cereales. En la actualidad, a nivel industrial se extraec de la raiz de la achicoria (Cichorium
intybus) y se utiliza ampliamente como ingrediente en alimentos funcionales. La inulina y sus
derivados son generalmente llamados fructanos, que estan constituidos basicamente por cadenas

lineales de fructosa con una molécula terminal de glucosa (Madrigal y Sangronis, 2007).

En Agaveceae se han encontrado diversas estructuras de fructanos. En agave americana la
inulina fue identificada como principal carbohidrato de reserva. Los tallos de agave Veracruz y
Agave tequilana almacenan una mezcla compleja de fructo oligosacaridos, inulinas, neo series de
inulinas y fructanos ramificados (Ulloa et al., 2010).

En la figura 6 se muestra la estructura quimica de la inulina, donde se muestra A: con una
molécula terminal de glucosa (B-D-glucopiranosil); B: con una molécula terminal de fructosa (3-
D-fructopiranosil).
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Figura 6. Estructura quimica de la inulina.

La presencia de ciertas cantidades de inulina o sus derivados en la formulacion de un producto
alimenticio es condicion suficiente para que dicho producto pueda ser considerado como
“alimento funcional” (Roberfroid, 2005).

Los fructanos como la inulina, por su configuracion quimica no pueden ser hidrolizados por
las enzimas digestivas del hombre y de animales, por lo que permanecen intactos en su recorrido
por la parte superior del tracto gastrointestinal, pero son hidrolizados y fermentados en su
totalidad por las bacterias de la parte inferior del tracto gastrointestinal (intestino grueso y colon).

Asi, este tipo de compuestos se comportan como fibra dietética (Slavin, 2003).

5.1.1. USOS INDUSTRIALES

La inulina mejora la aceptabilidad de yogures elaborados con leche descremada, impartiéndole
una mayor cremosidad, también actia como agente espesante, retiene el agua y estabiliza geles.

Los geles se pueden formar por efecto mecanico o térmico, y el obtenido por el segundo
método presenta mejor textura y firmeza (Kim et al., 2001).

La capacidad de formar gel es determinante en su uso como sustituto de grasas en productos
lacteos, untables, aderezos, salsas y otros productos en los que las propiedades funcionales que
otorgan las grasas son indispensables para lograr los efectos sensoriales deseados por los
consumidores (Franck, 2006).
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5.1.2. BENEFICIOS A LA SALUD

El uso de la inulina o sus derivados, ademas de sus usos industriales, aportan beneficios
directos a la salud. El primero de ellos es su funcion de fibra dietética, con los efectos fisiologicos
atribuibles a este tipo de compuestos, como son la disminucién de los niveles lipidicos y glucosa
en sangre y la accion laxante. Otro beneficio comprobado es la capacidad de modular la flora
intestinal por su efecto prebiotico. La inulina y sus derivados tienen un aporte calorico reducido,
maximo de 1.5 kcal/g, atribuibles a la resistencia que presenta a la digestion y posterior hidrolisis
y fermentacion por la flora intestinal selectiva del intestino grueso. Solo los acidos grasos de
cadena corta obtenidos como producto metabolico de la actividad bacteriana en el intestino
grueso contribuyen a proveer energia al individuo. Cabe sefialar que el valor caldrico de 1.5
kcal/g es usado para propositos legales de informacion en el etiquetado (Madrigal y Sangroris,
2007).

Asi mismo, por su efecto hipoglucemiante, la inulina se recomienda en la dieta de individuos
con problemas de diabetes. Por otro lado, investigaciones con ratas y humanos indican un
incremento de la absorcion de calcio y otros minerales cuando se usa inulina y sus derivados en la
dieta, con consecuencias positivas en el contenido y densidad de los huesos. En adolescentes, la
dosis necesaria para observar esos resultados fue 8 g/dia de inulina durante 8 semanas (Bosscher
et al., 2005). También se demostro el efecto positivo de la inulina y sus derivados en la absorcion
de magnesio (Coudray et al., 2003).

6. GRASAS Y ACEITES

Las grasas y los aceites son alimentos fundamentales en la dieta, que ademas de constituir la
principal fuente de energia para el organismo, aportan elementos indispensables como vitaminas
liposolubles, 4acidos grasos esenciales, esteroides precursores de hormonas, entre otros, y ademas,
son responsables de la palatabilidad y aroma de los alimentos.

Se entiende por aceite, aquella materia lipida que se conserva en estado liquido en los paises
templados. Un ejemplo tipico son los aceites de girasol, soya, oliva, etc. Por otro lado, las grasas
son lipidos en estado so6lido a temperatura ambiente. Hoy en dia, se puede convertir un aceite en

una grasa por un proceso industrial llamado “hidrogenacion”.
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Los lipidos son una parte integral de casi todos los alimentos. Contribuyen con suavidad en la
corteza de pasteleria, en los pastelillos de grasa y en las galletas. Las grasas contribuyen o
modifican el sabor de los alimentos e influyen en su “sensacion bucal”.

La longitud y el grado de insaturacion determinan el tipo de acido graso, sus efectos
metabolicos y, concretamente como super-modulador de los niveles de colesterol sanguineo y
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV). El papel de las grasas de la dieta sobre el
riesgo cardiovascular no solo estd dado por una cantidad de grasa sino por el tipo y la distribucion
cualitativa en la dieta (Gil, 2010).

6.1. ACIDOS GRASOS SATURADOS

Los 4cidos grasos saturados estdn presentes principalmente en las grasas animales y en
algunas vegetales como la de palma y el coco, en la grasa de la leche y en los derivados lacteos.
Estas grasas producen una elevacion en los niveles séricos de colesterol aumentando por lo tanto
el riesgo cardiovascular. Por otra parte, existe una graduacion importante en el efecto deletéreo
de estas grasas, siendo el peor el acido miristico (14:0), seguido del palmitico (16:0), laurico
(12:0), mientras que el esteéarico (18:0) parece tener un efecto neutro (Gil, 2010).

6.2. ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Los 4cidos grasos monoinsaturados (AGMI) presentan un efecto beneficioso sobre el perfil
lipidico, en especial el 4cido oleico que genera pocos derivados de cadena larga, al menos en

situaciones fisioldgicas.

A nivel lipidico origina una reduccion de triglicéridos, del colesterol total, y la oxidacion de la
lipoproteina de baja densidad (LDL), la cual se encarga del transporte del colesterol del higado a
los tejidos a través de las arterias y cuando esta fraccidn se encuentra en exceso se puede
acumular en arterias y favorecer la arterosclerosis. Ademas, el 4cido oleico es una de las pocas
sustancias conocidas capaz de inducir la elevacion de la fraccion de la lipoproteina de alta
densidad (HDL) que se encarga de recolectar el colesterol de la tejidos y llevarlo al higado para
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su excrecion, y con ello retirar el colesterol de arterias, evitando asi que se acumule (Mataix
2001).

Por otro lado, el grupo de los acidos grasos poliinsaturados indispensables (AGPIs), acido
linoleico n—6 y acido linolénico n—3 se obtienen a través de la dieta y son precursores de los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPIs—CL) araquidonico (AA) vy
docosahexaenoico (ADH), respectivamente (Gil, 2010).

Los AGPIs pueden reducir la concentracion de triglicéridos en la sangre a través de la
oxidacion de acidos grasos por medio de la activacion de PPARa (factores de transcripcion) o a
través de la represion de SREBP—1 (factores de transcripcion) que inhibe la lipogénesis. Debido a
su efecto hipolipémico y a su efecto anti inflamatorio, los AGPIs podrian tener efectos benéficos
en la prevencion de enfermedades cardiovasculares. Las principales fuentes alimenticias de
AGPIs n—6 son los aceites de maiz, cartamo y soya; y las de AGPIs n—3 son la linaza y los aceites
de pescados, canola y de soya (Gil, 2010).

El descubrimiento de que algunos acidos grasos puedan actuar como ligandos de factores de
transcripcion indican que estos dcidos grasos no son solamente moléculas pasivas que aportan
energia, sino que también son reguladores metabodlicos. Los acidos grasos que provienen de la
dieta entran a los enterocitos por medio de una proteina que transporta acidos grasos localizada
en la pared intestinal. Los acidos grasos con mas de 14 carbonos, como es el caso del acido
linoleico (AL) y el 4cido linolénico (ALN), se esterifican para formar triglicéridos dentro del
enterocito y pasan a la circulaciéon sanguinea a través de la via linfatica en forma de

quilomicrones (Rodriguez et al., 2005).

La enzima lipoproteina lipasa (LPL), que se encuentra en la pared interna de los capilares
sanguineos, hidroliza los triglicéridos presentes en las lipoproteinas de los quilomicrones
liberando acidos grasos, incluyendo los AGPIs (Rodriguez et al., 2005).

Los AGPIs libres se incorporan en los triglicéridos del tejido adiposo e inhiben la expresion
génica de enzimas involucradas en la lipogénesis; asi mismo, en el musculo incrementan la
oxidacion de acidos grasos y reducen la acumulacion de triglicéridos; en la glandula mamaria
lactante, se utilizan para la sintesis de los lipidos de la leche, en el higado son incorporados a
triglicéridos y suprimen la sintesis de lipidos y estimulan la oxidacion de &cidos grasos
(Rodriguez et al., 2005).

En la figura 7 se muestra el metabolismo de los acidos grasos esenciales.

27



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2012

Enterocito
Dieta 5
l Salos u,o—c—cén
T AN
b ,C3 AN COOH o _:éf
Ac, Linoleico=1G 1_. e HL—=0 F
Ac, Linolénico=TG G »-W | o
54 COOH me—o—ca
Acidos
PUFAs grasos
esterficados
Lumen
sl Qullomicron
Via lintatica Otros drganos
\p, Venaporta Glandula
L =1 mamaria
Tejido L,
adiposo
A .."
A
»
Higado

Figura 7. Metabolismo de los 4cidos grasos poliinsaturados.

6.2.1. METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS

En 1952, Kinsell et al., y Groen et al, fueron los primeros en reportar que la sustitucion de
grasa animal por aceite vegetal en la dieta de humanos producia una disminucion en la
concentracion de colesterol en suero. La accion hipocolesterolémica e hipotrigliceridémica del
acido linoleico en humanos se confirm6 por varios grupos de investigacion, observandose que el
consumo de este acido graso disminuia la concentracion de triglicéridos y colesterol en un 50%
en sujetos hiperlipémicos.

El 4cido linoleico de la dieta cambia la distribucion del colesterol entre el plasma y los tejidos,
este se utiliza principalmente en rutas oxidativas. Posteriormente se demostr6é que la mitocondria
hepatica de la rata oxida al acido linoleico 10 veces mas rapido que un acido graso saturado,
como el acido palmitico (Rodriguez et al., 2005).

Estos hallazgos indicaban que probablemente el efecto hipocolesterolémico del 4cido linoleico
podria deberse a cambios en el metabolismo de los 4cidos grasos méas que a cambios en el
metabolismo del colesterol (Rodriguez et al., 2005).
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I1. JUSTIFICACION

En la actualidad existe un gran interés por parte de la industria alimenticia de elaborar nuevos
productos que contengan componentes que proporcionen calidad nutricional y que al mismo
tiempo brinden beneficios a la salud. Estos alimentos han adquirido gran importancia y
popularidad, por lo que la poblacion los consume con mayor frecuencia y asi disminuyen el

riesgo a adquirir una gran variedad de enfermedades y por lo tanto mejorar su calidad de vida.

Por este motivo se busca desarrollar un nuevo producto lacteo fermentado tipo yogurt que
incorpora agentes prebidticos, probidticos y sustituye grasas animales por grasas vegetales libres
de colesterol.

Los agentes probidticos incluyen a los microorganismos bacterianos Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, naturales en el yogurt, a demas de la adicion de la
levadura Saccharomyces boulardii; y como agente prebiodtico; la inulina, estos componentes
funcionales se presentaran en el producto terminado en cantidades adecuadas para brindar un
caracter funcional significativo a dicho alimento; el incluir grasa vegetal en lugar de grasa animal
brindara dos efectos positivos en el producto: por una parte disminuye el costo del producto por
ser la grasa vegetal de menor precio que la grasa animal y por otro lado esta el beneficio a la
salud, ya que la grasa vegetal tienen menor cantidad de 4cidos grasos saturados y mayor cantidad
de 4cidos grasos insaturados que la grasa animal; la suma de estos componentes en el producto
seran muy atractivos para el consumidor por el caracter funcional que brinda el producto en la
salud humana.

III. HIPOTESIS

La adicion de agentes funcionales; prebidticos (inulina) y probidticos (Saccharomyces
boulardii), no modificara las propiedades de un yogurt elaborado con grasas vegetales.
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IV. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar una formulacion estable para una bebida funcional tipo yogurt utilizando grasas
vegetales, con la incorporacion de inulina como agente prebidtico, la levadura Saccharomyces
boulardii como agente probiotico, y evaluar su vida de anaquel.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Preparar un Cultivo Madre a partir de las bacterias lacticas Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus.

* Seleccion de la leche que se usara como materia prima para la fermentacion.

» Sustituir la grasa butirica presente en la leche por grasas vegetales y obtener la bebida tipo
yogurt por la fermentacion de dicha leche usando el Cultivo Madre.

» Establecer los niveles de inulina como agente prebiotico, y observar sus propiedades como
agente espesante sobre la estabilidad de la bebida funcional tipo yogurt.

* Incorporar y determinar la viabilidad del microorganismo Saccharomyces boulardii como
agente probiotico en la bebida funcional tipo yogurt.

» Probar diferentes aditivos quimicos para lograr que la bebida tipo yogurt sea estable como
producto terminado con la incorporacion de los aceites vegetales y los agentes prebioticos y
probiodticos.

* Determinar la vida de anaquel del producto terminado.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

De acuerdo con los objetivos de este trabajo, se establecieron una serie de puntos que se deben

cumplir para la elaboracion del producto lacteo, entre los cuales estan:

8.
9.

» Utilizar una leche descremada para sustituir la grasa animal por grasa vegetal. Esta leche
deberia de contener la minima cantidad de grasa butirica, y siendo seleccionadas las leches
marca Siluette® y Svelty®, las cuales tienen un contenido de grasa de leche de 0.2% y con
ello ideales para la incorporacion de la grasa vegetal de palma.

* Seleccion de las grasas vegetales. Se usaron grasas provenientes de la empresa
AarhusKarlsham (AAK), localizada en Morelia, Michoacan.

» Una fuente de fibra soluble que actué¢ como prebidtico como es la inulina.

* Incorporacion de una agente probidtico como es la levadura Saccharomyces boulardii.

A continuacion se disefiaron diversos pasos a seguir:

. Adquirir las bacterias Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus para la

elaboracion del yogurt.

. Elaborar un cultivo madre con las caracteristicas adecuadas de pH y acidez, usando como

sustrato la leche Siluette® y Svelty®, y conocer cual de las dos leches presenta mejores
caracteristicas fisicoquimicas para la elaboracion de la bebida tipo yogurt.

Realizar un andlisis bromatoldgico y fisicoquimico a un yogurt comercial, ademés de
consultar Normas Oficiales Mexicanas y Normas Mexicanas que nos permitiran formular
nuestro producto de una manera adecuada.

Elaborar diferentes formulaciones en las cuales se incorpora grasa vegetal, tomando como
base la concentracion de grasa butirica encontrada en el yogurt comercial.

Seleccion e incorporacion de emulsificantes para estabilizar las grasas vegetales en el yogurt.

. Incorporar el agente prebiotico, inulina, en una concentracion del 4 %.

. Usar diferentes tipos y concentraciones de aditivos hasta llegar a la formulacion estable libre

de sinéresis.
Realizar anélisis bromatologicos, fisicoquimicos y microbiologicos al producto terminado.

Anadlisis sensorial del producto terminado.

10. Incorporar la levadura Saccharomyces boulardii como agente probidtico en el yogurt a una

temperatura de 25 °C y evaluar los cambios organolépticos del producto en almacenamiento
4°C.

31



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2012

11. Evaluar la vida de anaquel del producto terminado. Se incluyen pruebas de pH, % de acido
lactico, sinéresis, viscosidad, conteo de bacterias lacticas y de la levadura Saccharomyces
boulardii, ademas de una analisis organoléptico por un lapso de 21 dias.

2. MATERIAS PRIMAS

2.1. LECHE

Se empled leche liquida marca Svelty® y marca Siluette® que contienen 0.2% de grasa.

2.2. CULTIVO LACTICO

Se usaron los microorganismos Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus y Streptococcus
salvarius spp. thermophilus de la empresa Danisco. Este un cultivo liofilizado que se utilizo para
elaborar el cultivo madre usando como sustrato la leche desgrasada.

2.3.  PROBIOTICO
Cultivo de Saccharomyces boulardii proporcionado por el Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Quimico Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
Morelia, Michoacan.

2.4. PREBIOTICO (INULINA)

Fibra soluble extraida del Agave Tequilana subespecie waver variedad azul. Esta tiene un 97%
de inulina y un 3% de fructosa. Proporcionada por el Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan.

2.5. SUSTITUTOS DE GRASA DE LA LECHE

Grasas vegetales de palma de consistencia so6lida proporcionadas por la empresa
AarhusKarlsham (AAK) ubicada en Morelia, Michoacan, México.

32



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2012

3. METODOS

3.1. ANALISIS BROMATOLOGICO
3.1.1. HUMEDAD.

Se utilizo el método de AOAC (2000) nimero 934.01

3.1.2. PROTEINA.

Se utiliz6 el método de MacroKjeldahl.

3.1.3. LIiPIDOS.

Se utilizo el método de Gerber.

3.1.4. CENIZAS.

Se utilizd el método de incineracién. Normas Sanitarias de Alimentos. Tomo 1. Norma técnica

general de métodos fisicos y quimicos para el andlisis de alimentos.

3.1.5. FIBRA DIETETICA. SOLUBLE E INSOLUBLE.

Se uso el método enzimatico de Prosky et al. (1988).

3.1.6. CARBOHIDRATOS

Se calcularon por diferencia.

3.2. PREPARACION DEL CULTIVO LACTICO MADRE

La elaboracion de un cultivo madre a partir de un cultivo lactico liofilizado consta de varias
etapas como son la activacion de este cultivo, seguido de la propagacion del mismo y asi poder
obtener un cultivo madre que se utiliza en la elaboracion del yogurt (Romero y Mestres 2004).

El cultivo madre se elabor6 a partir de un cultivo lactico liofilizado (Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii) que se inoculd en dos tipos de leches descremadas:
Siluette® y Sveltty®, y se llevo a cabo su fermentacion, este método se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Método de elaboracion del cultivo madre.

3.3.  ANALISIS FISICOQUIMICOS

3.3.1. ACIDEZ.

Se uso la técnica de titulacion acido-base.

3.3.2. DETERMINACION DE PH

Se utilizo6 la técnica del potenciometro.

3.3.3. GRADO DE SINERESIS.
Se utilizo6 la técnica descrita por Guinee et al., (1995).

Se pesaron 10 g de la muestra y se colocaron en tubos para centrifuga por triplicado.
Centrifugar por 20 min a 5,000 rpm. Después de la centrifugacion se obtuvo el peso del
sobrenadante.

Calculos

Se calcul6 el grado de sinéresis (p/p), mediante la relacion del peso de la muestra y el peso del

sobrenadante.

34



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2012

3.3.4. VISCOSIDAD Y PROPIEDADES REOLOGICAS.

Se utiliz6 el viscosimetro digital Brookfield DV-III. (Brookfield Engineering Laboratories Inc.
Middleboro, MA), para realizar las determinaciones. Se colocaron las muestras en vasos de 400
mL y se utilizo la aguja LV4. Se tomaron mediciones de viscosidad y torque a las diferentes
velocidades de giro (0.5-100 rpm) a 11 °C.

3.4. PRODUCCION DE BIOMASA DE SACCHAROMYCES BOULARDII

La levadura Saccharomyces boulardii se sembréo en Agar Papa Dextrosa para activar su

metabolismo, y se incub6 por 3 dias a 25 °C. Se realizaron 3 resiembras de la misma.

Se inocularon 50 ml de caldo nutritivo con la levadura activada hasta llegar a una
concentracién de 6 x 10° UFC/ml cuantificacion realizada por patrones de turbidez usado la

escala MacFarland. Este cultivo se incuba a 25 °C en agitacion por 48 h (Zamora, 2011).

Una vez obtenido el pre-inoculo se verificd su pureza por una tincion Gram y se inoculd en
450 ml de caldo nutritivo y se incub6 en las condiciones descritas anteriormente, al término de la
incubacion se realizé un conteo de las levadura vivas procedentes del caldo nutritivo, el método
de conteo en placa que se uso fue el descrito en la NOM-111-SSA1-1994.

La biomasa que se obtuvo se centrifugo a 5,000 rpm por 10 min, obteniendo un boton celular,
mismo que fue incorporado en la bebida tipo yogurt a 25 °C al final de la fermentacion lactica.

Figura 9. Produccion de biomasa de Saccharomyces boulardii.
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3.5. MICROENCAPSULACION

Durante la elaboracion del yogurt se observo que al agregar el probiotico Saccharomyces
boulardii hubo cambios organolépticos en el producto terminado. Se decidid aislar y encapsular

dicho microorganismo para evitar dichos cambios sensoriales.

La encapsulacion del microorganismo fue realizada mediante una adaptacion de la técnica de
emulsion propuesta por Rosas-Flores (2008) y Ariza et al. (2010). La técnica esta basada en la
formacion de una emulsion agua en aceite (W/O).

La metodologia a seguir fue la siguiente:

En un vaso de precipitados se colocaron 100 ml de agua destilada estéril, este se colocod en una
parrilla con agitacion entre 60-80 °C, se agregaron 0.05 g de mucilago de nopal, 0.05 g de inulina
y 1 g de alginato de sodio lentamente por las paredes hasta que se disolvieron los componentes,
se atempero y se agrego el boton celular (Saccharomyces boulardii) obtenido por centrifugacion,
resultado del crecimiento de las cepas puras de Saccharomyces boulardii en caldo nutritivo
durante 48 h y se agregd a la mezcla CaCOj; hasta disolucion completa .El conjunto de estos

componentes conformaron la Fase acuosa.

En forma separada, se mezclaron 200 mL de aceite de canola (Aceite Capullo®, México) con
2.5 mL de Tween 80 (fase oleosa). En agitacion constante la fase acuosa se adicioné a la fase
oleosa, permitiendo la formacion de la emulsion W/O, y en seguida se agregaron 40 mL del

mismo aceite, mezclado con 1.7 ml de acido acético para iniciar el proceso de gelificacion.

Este sistema se mantuvo en agitacion durante 20 min para la completa formacion de las
capsulas y posteriormente se dejo reposar por 30 min. Finalmente, se decant6 y filtro, las
capsulas fueron lavadas con agua destilada estéril y dos veces con una solucion buffer de fosfatos
(pH = 7.2) para eliminar los residuos de aceite (Zamora, 2011).

Liquid core
Alginate

—

Microbial cells

Figura 10. Procedimiento de emulsificacion.
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3.6. ANALISIS MICROBIOLOGICO

De acuerdo a la NMX-F-444-1983, el yogurt debe cumplir con las especificaciones
microbioldgicas anotadas en la tabla 7.

Tabla 7. Especificaciones Microbiologicas.

ESPECIFICACIONES MICROBIOLOGICAS

Organismos coliformes. Maximo 10 UFC/g
Hongos. Maximo 10 UFC/g
Levaduras. Méximo 10 UFC/g
Bacterias lacticas vivas. Minimo 2,000.000 UFC/g

3.6.1. L. BULGARICUS Y S. THERMOPHILUS EN YOGURT.

Se uso la técnica acorde a la NC ISO 7889: 2009.

Se homogeneiz6 la muestra de yogurt y se pesaron de 10 g de la muestra en un recipiente

estéril, y se pesaron 90 g del diluyente (agua peptonada 1%) para obtener la dilucion 1:10.
Preparacion de diluciones decimales:

» Se realizaron diluciones seriadas en tubos con 9.0 mL de solucion amortiguadora de
peptonas y anadiendo 1.0 mL de la primera dilucion al primer tubo.

*  Se repiti6 esta operacion hasta obtener la dilucién requerida (107) y utilizando una
pipeta diferente para cada dilucion.

Inoculacion e Incubacion:

Se colocaron 10 pL de las cuatro ultimas diluciones en cajas Petri. Se inoculd S. thermophilus
en agar M17 y L. bulgaricus en agar MRS acidificado. Método realizado por cuadruplicado.

Se incubaron las placas destinadas para la numeracion de L. bulgaricus a 37 + 1°C durante 72
h en jarra de anaerobiosis, en la que se incrementd la concentracion de CO, con la técnica de
reduccion de oxigeno con vela, para un mejor crecimiento de estos microorganismos. Las placas
destinadas para la enumeracion de S. thermophilus se incubaron a 37 = 1°C durante 48 h en
aerobiosis. Después del periodo de incubacion especifico para cada microorganismo se contaron
las placas que tenian entre 15 y 300 colonias.
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Confirmacion:

Se tifieron las colonias utilizando el método de Gram comprobandose que eran bacilos Gram
positivos los microorganismos que crecieron en el medio MRS; y cadenas de cocos Gram-
positivo, aquellos que crecieron en el medio M17. Se utiliz6 la técnica de catalasa con H,O,,
corroborando que los microorganismos que crecieron en los medios MRS y M17 eran catalasa

negativos.
Calculos

Se utilizaron las cuentas de las placas que contenian entre 15 y 300 colonias. El niimero de

microorganismos caracteristicos por gramo es igual a:

C
(ny +0.1n,)d

Numero =

Donde:

C: Suma de colonias contadas en las placas n; y nj.
n;: Nimero de placas contadas en la menor dilucion.
ny: Numero de placas contadas en la mayor dilucion.
d: Dilucion en la cual la primer cuenta se obtuvo.

3.6.2. MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS

Se uso la técnica acorde a la NOM-111-SSA1-1994. Se uso el microorganismo tipo levadura
Saccharomyces boulardii como agente probidtico mismo que se cuantificd por este método.

Se tomaron 10 mL de la muestra de yogurt con pipeta estéril y se pasaron a un matraz
Erlenmeyer que contenia 92.0 mL de una solucién amortiguadora de fosfatos de pH 7.2 (dilucion
1:10). Se homogeneiz6 la muestra y se tomaron 10 mL de la solucion anterior y se transfiri6 a un
matraz Erlenmeyer que contenia 92.0 mL de solucién amortiguadora de fosfatos de pH 7.2. Se

agitd. Se realizo esta operacion tantas veces como diluciones fueron necesarias para el analisis.

Diluciones hasta 10~ para el reporte de mohos y levaduras en general del yogurt terminado. Y
hasta 107 para el conteo del probidtico Saccharomyces boulardii, en donde se colocaron 10 pL
de las cuatro ultimas diluciones en cajas Petri en Agar Papa Dextrosa acidificado a pH de 3.5. Se
dejo secar y se invirtieron las cajas, mismas que se incubaron a 25 + 1°C. Se utilizé una pipeta

estéril para cada dilucion. El andlisis se realizo por duplicado y cuadruplicado respectivamente.
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Se contaron las colonias de cada placa después de 3, 4 y 5 dias de incubacion. Después de 5
dias, se seleccionaron aquellas placas que contenian entre 10 y 150 colonias. Se realizé una
tincion de Gram para la observacion microscopica de las levaduras obtenidas.

Calculos

Los calculos se aplicaron a aquellas placas que contienen entre 10 y 150 colonias
caracteristicas. Se calculd el nimero levaduras por mililitro o por gramo de producto,

multiplicando el nimero de colonias por el inverso de la dilucion correspondiente.

3.6.3. CUENTA DE COLIFORMES TOTALES ENPLACA.

Se uso la técnica acorde a la NOM-113-SSA1-1994.

Se realizaron diluciones seriadas de 10" 102,107 de la muestra de yogurt en solucion
amortiguadora de fosfatos, y se coloco 1 ml de las diluciones en cajas petri, se utilizé una pipeta

estéril para cada una.

Se vertieron de 15 a 20 ml del medio Agar de bilis rojo violeta (RVBA) mantenido a 45 °C en
bafio maria en las cajas petri. El tiempo transcurrido entre la preparacion de la dilucidon primaria y
el tiempo en que se vierte en el medio de cultivo no debe exceder los 20 minutos. El método se
realiz6 por duplicado.

Se prepar6 una caja control de 15 ml de agar para verificar esterilidad.

Después de que el medio se solidifico en la caja, se vertieron 4 ml del Agar RVBA a 45 °C, en
la superficie del medio inoculado y se dejo solidificar. Se Invirtieron cajas y se incubaron durante
24 + 2 horas, y después del tiempo estipulado se contaron el nimero de colonias.

Calculos

Los célculos se aplicaron a aquellas placas que contenian entre 15 y 150 colonias
caracteristicas en dos diluciones consecutivas. Se calcul6 el nimero de coliformes por mililitro de

producto, multiplicando el nimero de colonias por el inverso de la dilucidon correspondiente.
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3.7. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

La grasa vegetal de palma fue extraida por el método Soxhlet a partir de un liofilizado del
yogurt. Se cuantificé el perfil de acidos grasos por el Método CHEM32, Cromatografia de Gases,
se us6 la columna de la marca Agilent Technologies, técnica realizada en la empresa
AarhusKarishamn (AAK) ubicada en Morelia, Michoacan, México.

3.8. EVALUACION SENSORIAL

Se realizaron pruebas panel para detectar el grado de aceptacion en los parametros de color,
olor, sabor y textura, también conocidos en conjunto como flavor en los yogures elaborados:
Yogurt con aceite vegetal e inulina, yogurt con aceite vegetal, inulina y sacarosa y yogurt con
aceite vegetal, inulina y mermelada de frambuesa. A demas el producto elaborado se compard
con otros yogures comerciales: Yoplait® y Bio Balance®. Y se evalud sensorialmente durante la
vida de anaquel.

Se aplicd una prueba afectiva a 16 panelistas inexpertos, utilizando una escala hedoénica de
cinco puntos que va desde me gusta mucho con calificacion 5 a me disgusta mucho con
calificacion 1.

Tabla 8. Escala Heddnica para Andlisis Sensoriales.

ESCALA HEDONICA

Me gusta mucho 5
Me gusta 4
Ni me gusta ni me disgusta 3
Me disgusta 2
Me disgusta extremadamente 1
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se elabord una bebida tipo yogurt con grasas vegetales de palma, inulina y Saccharomyces
boulardii como agente probiotico. La concentracion de grasas vegetales que se debian incorporar
al producto a elaborar fue basada en un analisis bromatoldgico realizado a un yogurt comercial
Yoplait®. Este analisis fue de utilidad al mismo tiempo para conocer la cantidad s6lidos totales
presentes y asi tener una base para formular nuestro producto, la cantidad de inulina se establecio
de acuerdo a una revision bibliografica.

Se elabord un cultivo madre usando como sustrato leche Siluette® y leche Svelty®; mismas
que fueron fermentadas por las bacterias lacticas Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus, resultando con mejores caracteristicas de pH y acidez la leche Siluette®.

Para el proceso de elaboracion del yogurt se mezclaron la leche Silluette® con inulina y grasas

vegetales, se llevaron a pasteurizacion y se fermentaron usando el cultivo madre como indculo.

Cabe senalar, que una vez obtenido el producto se observaron agregados de grasa vegetal, por
lo cual se adicionaron emulsificantes para estabilizar la emulsion entre la leche y las grasas
vegetales, y posteriormente se adiciono la inulina y se pasteuriz6. El producto se inoculd con el
cultivo madre y este se llevo a fermentacion, con esto se evitaron los agregados de grasa. Sin
embargo este producto presento sinéresis y baja viscosidad por lo que se utilizaron aditivos que

lograron brindarle mayor estabilidad e incrementar la viscosidad.

Finalmente se realizd6 un andlisis sensorial al producto, el cual presentd6 un sabor poco
agradable por lo que se formularon 2 nuevos productos, uno con sacarosa y otro con mermelada
de frambuesa. En base a pruebas sensoriales se concluyd que el producto que presentd mejor
aceptacion fue el que ademas de inulina, grasas vegetales y aditivos contenia sacarosa.

A este producto se le adicioné la levadura Saccharomyces boulardii después de haberse
llevado a cabo la fermentacion lactica. Sin embargo, se presentaron caracteristicas sensoriales
desagradables a las 48 h de almacenamiento; probablemente por un fendémeno de fermentacion
por parte de la levadura sobre el producto terminado. En base a esto, se decidid encapsular a la
levadura y asi se logrd evitar la fermentacion del producto por dicho microorganismo durante su
almacenamiento, obteniéndose que en 7 dias en almacenamiento no se percibieran cambios
sensoriales desagradables. Cabe sefalar que la encapsulacion no es parte de este trabajo, por lo

que no se incluyd en la formulacion final.

Al producto elaborado, denominado YOG AAK, mismo que contiene inulina, grasas
vegetales, aditivos y sacarosas pero no la levadura Saccharomyces boulardii, se le realizaron
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analisis bromatolégico, fisicoquimico y microbiologico, ademas de que se compard con

productos en el mercado, y se realizaron analisis de vida de anaquel a dicho producto.

1. ESTANDARIZACION DE LOS COMPONENTES DEL YOGURT

1.1. ANALISIS BROMATOLOGICO DE UN YOGURT COMERCIAL

Como ya se menciono, para la formulacion de nuestro yogurt se tom6 como referencia datos
obtenidos de un analisis bromatolégico realizado a un yogurt comercial (Yoplait®). Estos
resultados se muestran en las Tablas 9 y 10.

Tabla 9. Humedad y Soélidos Totales.

Componente Yogurt Yoplait® (%)
Humedad 79.02 +£0.061
Solidos totales 20.98 +0.077
Total 100

Tabla 10. Analisis Bromatologico.

Componente Yogurt Yoplait® (%)
Humedad 79.02 £0.061
Carbohidratos 14.28
Fibra dietética 0.00
Lipidos 2.50 £ 0.081
Proteinas 3.30+0.069
Cenizas 0.90 +0.083
Total 100
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En base a los datos anteriores se establecio lo siguiente:

1.1.1. ADICION DE GRASAS VEGETALES

Los lipidos presentes en un yogurt comercial entero (Yoplait®) estan en una concentracion de
2.5%, estos lipidos fueron sustituidos por aceite de palma proporcionados por la empresa AAK.
Estas grasas se caracterizan por no contener colesterol y por tener una menor cantidad de acidos
grasos saturados y mayor cantidad de acidos grasos insaturados con respecto a la grasa de la
leche. Debido a que la leche Siluette® y Svelty® presenta un 0.2 % de grasa butirica, solo se
adicionaran 2.3 % de grasa vegetal para dar un total de 2.5% misma cantidad que se presenta en

un yogurt comercial.

1.1.2. ADICION DE INULINA

La incorporacion de inulina en la bebida tipo yogurt, ademas de proporcionar el caracter
funcional al producto, le brindara cierta viscosidad por tratarse de una fibra de tipo soluble.

La inulina con 97 % de pureza se adiciond en una concentracion de un 4 %; debido a que esta
es la concentracion necesaria para incrementar el nimero de bacterias beneficiosas en el colon
(Rao, 1999) y (Jenkins et al., 1999). Asi mismo Abrams et al., (2005) y Bosscher et al., (2005),
demostraron que la dosis necesaria para observar esos resultados fue 8 g/dia de inulina durante 8

sémanas.
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1.1.3. ELABORACION DEL CULTIVO MADRE

ACTIVACION DE CULTIVOS
LACTICOS A43°C

—i— Lacha Silustes &
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Figura 11. Cambios de pH en funcion del tiempo.
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Figura 12. Cambios de acidez en funcién del tiempo.

La activacion de cultivos lacticos arrojé mejores caracteristicas de pH y acidez utilizando
leche Siluette® como sustrato para el cultivo lactico, como se presenta en la figura 11 y 12.

Esto puede ser debido a que la leche Siluette® presenta mayor cantidad de lactosa, que es el
sustrato utilizado por las bacterias lacticas para producir &cido lactico y por tanto se produce un
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mayor descenso en el pH. Hay que destacar que esta es una caracteristica importante en este tipo
de productos ya que el yogurt se caracteriza por ser un producto lacteo con cierta acidez.

PROPA(;ACION DE CULTIVOS
LACTICOS A43 °C
5.00 1
4.754
H —=— |noculo 3 %
P 4.504 —a— |noculo 5 %
: —= \ —=— Inoculo 10%
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4 5 B 7 a8
Tiermpo (h)

Figura 13. Influencia del in6culo en cambios de pH en funcién del tiempo.
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Figura 14. Influencia del in6culo en cambios de acidez en funcion del tiempo.

La propagacion del cultivo lactico se realizod inoculando la leche Siluette® con un indculo
activado de bacterias lacticas en una concentracion de 3%, 5% y 10%. Las distintas
concentraciones se utilizaron para observar la influencia que tiene la cantidad de in6culo en el
tiempo de fermentacion; sin embargo como se muestra en las figuras 13 y 14, se comportan de
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una manera muy similar, de acuerdo con el andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95 %, nos indica que no existio diferencia estadistica significativa entre ellas. Se
observo que a las 6 h de incubacion, ya no hay una mayor produccion de acido lactico ni
descenso del pH. Las bacterias lacticas llegan a una fase estacionaria que puede darse debido al
cultivo lactico empleado o a la concentracion de lactosa presente en la leche, por tanto fue el
momento ideal para detener la fermentacion.

Acorde a los resultados, se determind que las condiciones Optimas de fermentacion para
obtener el cultivo madre fueron: indculo al 3% de cultivos lacticos a una temperatura de 43°C por
6 h, y con lo cual se obtiene un cultivo madre con un pH de 4.34 £ 0.025 y con 0.74 = 0.004 % de
acido lactico. Este cultivo madre se debe utilizar como indculo al 3% a una temperatura de
incubacion de 43°C durante 6 h para la produccion del yogurt a elaborar. Romero y Mestres
(2004) describen que para que un cultivo iniciador mantenga sus propiedades es necesario que su
tiempo de incubacion, temperatura de incubacion y pH final sean siempre las mismas, por lo que

es muy importante mantener las condiciones anteriormente descritas durante su elaboracion.

En funcién a las propiedades fisicoquimicas se selecciond la leche Siluette® como sustrato
para el proceso de fermentacion.

Acorde a los datos anteriores, se elabor6 la primera formulacion, la cual se muestra en la tabla
11.

Tabla 11. Formulacion 1. Bebida funcional tipo yogurt.

Componente % ‘
Leche Siluette 90.7
Grasas vegetales 2.3
Inulina 4.0
Cultivos lacticos (indculo) 3.0
Total 100

Nota: Para que el producto tenga una concentracion del 4 % de inulina se deberan de beber 103 g
de yogurt y para consumir 8 g de inulina al dia se deberan beber 206 g de yogurt.
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2. PROCESO DE ELABORACION

2.1. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA ELABORACION

Estandarizacion de los ingredientes.

N/

Agitacion y Pasteurizacion 63 °C/30 min.

A

Enfriar .

¢

Adicion de bacteria lacticas (cultivo madre) inoculo al 3 %.

¢

Incubacion 6 h/43°C.

Agitacion.
RS

Almacenamiento a 4 °C.

Figura 15. Diagrama de flujo para la elaboracion del yogurt.

En la figura 15 se muestra un diagrama de flujo para la elaboracion de la bebida tipo yogurt,
mismo que se baso en lo descrito por Tamime y Robinson en 1991, con ciertas modificaciones.

Existen algunos detalles que es necesario describir en el proceso de elaboracion del producto,
como es la incorporacion de la grasa vegetal. Cuando se obtiene el producto terminado se
presentan agregados de grasa vegetal, debido a una deficiente estabilidad de la emulsion.

® &
% O
Agregacion

Figura 16. Esquematizacion de los agregados de grasa vegetal formados en el producto.
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Esto puede ser debido a que durante la estandarizacion se observo que la grasa vegetal no se
incorpord adecuadamente en la leche Siluette®. En la figura siguiente se muestra la separacion de
las fases acuosa y lipidica.

Figura 17. Separacion de fases lipidica y acuosa.

En funcion de la separacion de fases, se emplearon emulsificantes tipo mono y diglicéridos en
diferentes concentraciones: 0.1%, 0.3% y 0.5%. Presentdndose mejor la incorporacion de la grasa
vegetal en la leche a una concentracion del 0.5 % de emulsificantes.

La adicion de este tipo de emulsificantes mono y diglicéridos se debe hacer a 60 °C y en
agitacion para aumentar la superficie de contacto entre el agua y el aceite con lo que se reduce la
tension interfacial, y esto contribuyen a que los enlaces hidrofilicos y lipofilos logren captar el

agua y el aceite y se logre formar la emulsion de una manera satisfactoria.

Al usar los emulsificantes se incorpora totalmente la grasa vegetal en la leche durante la
estandarizacion con ayuda del efecto mecanico y térmico; sin embargo, durante la pasteurizacion
se separa una fraccion de la grasa adicionada, misma que se incorpora satisfactoriamente después
de la fermentacion. El descenso de pH parece tener un efecto positivo en la formacioén de la
emulsion. Esto puede deberse al efecto de los emulsificantes que se suman al efecto de las
proteinas presentes como son las caseinas y las proteinas del suero desnaturalizadas, las cuales
forman una red donde se atrapan a todos los componentes al llegar a un pH entre 4.6 y 4.7
(Romero et al., 2004). Badui (1993) describe que las proteinas al romper sus enlaces disulfuro
forman enlaces hidrofilicos y lipofilos por debajo de su punto isoeléctrico.

Sin embargo, en esta formulacion se presentaron fenémenos de sinéresis, a las 48 h de

almacenamiento en refrigeracion a una temperatura de 4°C. Ver imagen 17.
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Figura 18. Presencia de sinéresis en yogurt.

Debido a que se observaron problemas de viscosidad y sinéresis en la Formulacion 1, para
mejorar estas caracteristicas se utilizaron los hidrocoloides; goma guar, almidon y grenetina.
Estos aditivos tienen la capacidad de formar geles en liquidos como la leche y por tanto

incrementar viscosidad y evitar sinéresis.

Los aditivos quimicos utilizados a diferentes concentraciones se muestran en la Tabla 12, asi

como sus caracteristicas finales.

Tabla 12. Aditivos Quimicos.

Aditivo Concentracion Caracteristicas
Goma Guar 1 0.05%, 0.1%, 0.2%, Presenta sinéresis, aspecto arenoso y alteracion
0.3% del sabor en concentraciones desde 0.05 hasta
0.3 %.
Almidon II 0.05%, 0.1%, 0.2%, Presenta sinéresis y alteracion del sabor en
0.3% concentraciones desde 0.05 hasta 0.3 %.
Grenetina 111 0.5%, 0.6%, 0.7% No presenta sinéresis a una concentracion del
0.5%, por encima de esta concentracion presenta
gelificacion.

En funcion a estos resultados, se concluye, que la grenetina tuvo la capacidad de estabilizar
mejor la formulacion evitando sinéresis ademas de incrementar la viscosidad del producto, ya que
por ser un agente gelificante forma un red tridimensional ordenada que atrapa en su interior gran
cantidad de la fase liquida, debido a la formacion de puentes de hidrogeno. La concentracion
optima fue de 0.5%. La grenetina, presentd una mejor capacidad para retener el agua a
comparacion con las gomas y el almidén que son aditivos utilizados para la estabilizacion del
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yogurt descrito por Mendoza et al., (2007). Esto puede ser debido a que durante el proceso que se
utilizo para la elaboracion del yogurt la goma guar reacciond al primer contacto con el agua
formandose grumos y no se obtuvo una mezcla homogénea ya que no se contaba con el equipo
necesario como son mezcladoras, ademas pudo precipitar las proteinas contenidas en el producto

cuando se calent6 a un pH neutral durante la pasteurizacion a 63°C.

El almidén nativo que se incorporo al producto no logré estabilizar el producto ya que su
estabilidad pudo haberse perdido durante el proceso a altas temperaturas y también pudo afectarle
el pH bajo (Cubero et al., 2002) que presenta el producto terminado.

2.2. PRUEBAS PANEL

Cabe hacer mencidon que mediante pruebas paneles se observo que el yogurt elaborado con
grasas vegetales, inulina y aditivos (Formulaciéon 2), no presentd un buen sabor, por lo que se

prepararon dos nuevos productos:

a) Usando sacarosa; la concentracion fue definida tratando de igualar el contenido de so6lidos
totales que hay el yogurt comercial Yoplait®, con ayuda del analisis bromatoldgico realizado

anteriormente.

b) Usando mermelada de frambuesa; la concentracion utilizada fue del 15 %, misma que fue
propuesta por Téllez (2007). Dichas formulaciones se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 13. Formulaciones Elaboradas.

Componentes Formulacion 2 (%) Formulacion 3 (%) Formulacion 4 (%)
Leche Silluette® 89.7 85 74.7.
Inulina 4.0 4.0 4.0
Grasa vegetal 2.3 2.3 2.3
Emulsificantes 0.5 0.5 0.5
Grenetina 0.5 0.5 0.5
Sacarosa - 4.7 -
Cultivos lacticos 3.0 3.0 3.0
Mermelada de frambuesa - - 15.0
Total 100 100 100
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Los resultados de dichos andlisis sensoriales se muestran en las siguientes figuras.

Como se muestra en la figura 19, la Formulacién 3 presentd mejores caracteristicas
organolépticas de color y textura que las formulaciones 2 y 4. Asimismo, la Formulacion 4
presenta mejores caracteristicas de olor y sabor que la Formulacion 2 y 3.

En la figura 20 se presenta la calificacion global de cada formulacion obtenida del promedio
de la suma de las caracteristicas de color, olor, sabor y textura también conocidas en conjunto
como flavor, esto para conocer cual es la formulacion mejor aceptada por los panelistas.

ANALISIS ORGANOLEPTICO
5
g 4 -
_g # Formulacién 2
g & u Formulacion 3
G 1 - & Formulacién 4
0
color olor textura sabor
Caracteristica

Figura 19. Prueba Panel. Analisis comparativo de tres formulaciones elaboradas.
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ANALISIS ORGANOLEPTICO
APARIENCIA GENERAL

oo

ol

& Formmlacion 2
w Formmlacion 3
U Formulacion 4
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bk
LA o= n M 0 W s A

=

=

Formulacion 2  Formulacion 3 Formulacion 4

Figura 20. Prueba Panel. Apariencia general de las tres formulaciones.

La formulacién mejor aceptada por los panelistas fue la Formulacion 3, con una calificacion
de 4.09 en base a la escala hedodnica utilizada. Asi mismo, la Formulacion 4 tuvo una calificacion
de 3.81 y la Formulacion 2 de 3.4.

Una vez seleccionada la Formulacion 3, se evaluaron una serie de pardmetros bromatologicos,
fisicoquimicos y microbioldgicos, asi como la estabilidad del producto al adicionar el probidtico
Saccharomyces boulardii, se comparo con productos en el mercado y se evalud su vida de
anaquel.
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2.3.  ADICION DEL PROBIOTICO. SACCHAROMYCES BOULARDII

Estandarizacion de la leche con grasas vegetales, inulina y aditivos.

Agitacion y pasteurizacion a 63 °C/30 minutos.

Enfriar.

Adicion de bacteria lacticas (cultivo madre) inoculo al 3 %.

Incubacion 6 h/ 43°C.

Agitacion.

Enfriar y adicionar inoculo de Saccharomyces boulardii.
L 2

Almacenamiento a 4 °C

Figura 21. Diagrama de flujo. Adicion de Saccharomyces boulardii.

La levadura Saccharomyces boulardii se incorporo a la Formulacion 3, en una concentracion
de 1.4 x 10" UFC/mL que corresponde al botén celular obtenido al centrifugar la biomasa
obtenida de un caldo nutritivo inoculado con S. boulardii e incubado por 48 h en agitacion a 25
°C.

Este yogurt present6 caracteristicas sensoriales desagradables a las 48 h de almacenamiento a
4°C; atribuidos a los productos de fermentacion de dicha levadura, ya que pudo haber usado
como fuente de carbono a la sacarosa y posiblemente el dcido lactico ya que han sido reportados
como sustratos fermentables por la especie S. cerevisiae (Hours et al., 2005); de igual manera
(Barranco, 1996) describe que S. cerevisiae es productor de inulinasas, y probablemente estas
enzimas actuaron sobre la inulina presente en el producto y contribuyeron en el sabor

desagradable del mismo.
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Por otro lado, en cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas del producto terminado con la
levadura no se presentaron alteraciones, tales como sinéresis a simple vista o cambios en pH y
acidez.

Debido a la fermentacion del producto por la levadura Saccharomyces boulardii, se protegio
por medio de la técnica de microencapsulacion, utilizando el método de emulsion propuesto por
Zamora (2011), y se incorpord a la bebida tipo yogurt, obteniendo resultados favorables, ya que

después de una semana de almacenamiento no se percibian cambios sensoriales desagradables.

Figura 22. Microencapsulacion de Saccharomyces boulardii.

Cabe senialar, que la evaluacion de la viabilidad de la levadura microencapsulada en la bebida
tipo yogurt con respecto al tiempo no es parte de este trabajo; sin embargo se comprobo que se
debe proteger dicho microorganismo para evitar el contacto con un sustrato tan rico en nutrientes

como lo es el yogurt.

3. FORMULACION FINAL ESTANDARIZADA

En este apartado se presenta la Formulacion Final (Formulacion 3).

Asi mismo, se detallan los resultados de los andlisis bromatolégico, fisicoquimico y
microbiologico realizados a la Formulacion Final de la bebida funcional tipo yogurt. Dichos
resultados se muestran en las siguientes tablas.
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Tabla 14. Formulacion Final de la Bebida Funcional tipo Yogurt.

Ingrediente %

Leche siluette® 85.0
Cultivos lacticos 3.0
Grasa vegetal 2.3
Inulina 4.0
Sacarosa 4.7
Grenetina 0.5
Emulsificantes 0.5
Total 100

La formulacion que se muestra contiene la grasa vegetal como sustituto de grasa de la leche y
la inulina como prebiotico, asi como aditivos que logran estabilizarla y evitando asi la perdida de
la emulsion (O/W) y sinéresis. No se incorporo la levadura debido a que el producto presenta
problemas de fermentacion durante su almacenamiento cuando se incorpora de manera libre y se

requieren analisis adicionales para agregarla en forma encapsulada y asegurar su viabilidad.

Tabla 15. Andlisis Bromatolodgico de la Formulacion Final.

Componente Formulacion Final (%)
Humedad 77.96 + 0.06
Carbohidratos 10.62
Fibra dietética 4.62 +0.05
Lipidos 2.50+0.85
Proteina 3.60+0.49
Cenizas 0.70 £0.02
Total 100

La formulacion final presenta un buen balance de proteina, ya que el minimo permitido por la
NOM-181-SCFI-2010 es de 2.9%, y la cantidad de lipidos vegetales es muy semejante a los
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lipidos de origen animal presentes en el yogurt comercial de aproximadamente 2.5 %. En cuanto
a la fibra dietética, es muy buena fuente de fibra, la cual estd compuesta por fibra presente en la
leche Siluette® que se cuantifico por el método de Prosky et al., (1984) resultando de 0.74 %, a
la cual se sumo a la fibra soluble que representa la inulina 3.88 % teniendo un resultado final de
fibra de 4.62 %.

Tabla 16. Andlisis Fisicoquimico de la Formulacion final.

Parametro Formulacién Final

Ph 4.6+0.028
Acido lactico (%) 0.698 = 0.009
Sinéresis (%) 73.2+0.852
Viscosidad 192.7+5.87 cP a 4 rpm

Las caracteristicas de pH se encuentran dentro de lo esperado, 3.7 a 4.6, cuyos valores son
reportados por Rivas (2000). El porcentaje de acido lactico se encuentra dentro de lo establecido
por la NOM-181-SCFI-2010.

La sinéresis o capacidad de retencion de agua, es un fendémeno que varia dependiendo de cada
tipo de yogurt, en este caso se observo una sinéresis alta, pero el producto no la presentd a simple
vista, hay que recordar que esta cuantificacion se hizo por el método de centrifugacion descrita
por Guinee et al. (1995).

La viscosidad que presenta esta bebida, estd clasificada dentro de los yogurts semiespesos
segun lo reportado por Téllez (2007).
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Tabla 17. Andlisis Microbioldgico de la Formulacion Final.

Microorganismo Unidades Formulacion Limite Minimo Limite Maximo
Final
Hongos UFC/ml No detectable - 10
Levaduras UFC/ml No detectable 10
Coliformes totales UFC/ml No detectable - 10
Bacterias lacticas UFC/g 314000000000 2000000 -

El analisis microbioldgico muestra que existid una cantidad minima de microorganismos no
deseados en este tipo de productos de acuerdo a Normas establecidas, asi mismo mostr6 una
cantidad adecuada de bacterias lacticas, Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus therophilus.

En necesario hacer este tipo de analisis al producto para tener la certeza de que se esta
elaborando de manera adecuada, debido a que puede haber fuentes de contaminacion tanto en la

materia prima como en el proceso.

4. ANALISIS COMPARATIVO CON PRODUCTOS EN EL MERCADO

A continuaciéon se muestra un analisis comparativo del producto terminado (Formulacion
final), denominado como YOG AAK, con dos productos en el mercado: Un yogurt de
consistencia liquida Yoplait® (YOG YL) y otro de consistencia semisélida Yoplait® (YOG YB).
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4.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS. pH

4.7

4.6
45
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E_4_3
4.2
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35 -

YOG YB YOG YL YOG ALK
Tipo de yogurt

ab . . L . T .
, Letras iguales no muestran diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

Figura 23. Comparacion del pH en productos lacteos fermentados.

El pH del producto YOG AAK es de 4.60 en comparacion con los comerciales YOG YB y
YOG YL que son de 4.20 y 4.25 respectivamente; el producto elaborado, al igual que los que
estan en el mercado, estan dentro del rango de pH de 4.0 a 4.6, y este valor contribuye a la
hidratacion de las proteinas y por tanto a la consistencia del yogurt. Se menciona que a un pH
inferior de 4.0 se favorece a la contraccion del coagulo y por tanto a la sinéresis; por otro lado, a
un pH superior a 4.6 influye desfavorablemente en la consistencia del producto terminado
(Romero y Mestres, 2004).
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS. ACIDEZ

09
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Letras iguales no muestran diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

Figura 24. Comparacion de la acidez en productos lacteos fermentados.

La acidez del producto YOG AAK es de 0.7% de acido lactico, y por lo tanto cumple con la
NOM-181-SCFI-2010 que indica que debe de contener un minimo de 0.5 % de 4cido lactico, este
parametro es de suma importancia debido a que el acido lactico estd en funcién de la
concentracion de las bacterias lacticas presentes en el producto (Profeco, 2006). Asi mismo el
YOG YBy YOG YL conun 0.67 % y 0.90 % de acido lactico cumple con esta Norma.
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Figura 25. Comparacion del grado de sinéresis en productos lacteos fermentados.

La sinéresis estd intimamente relacionada con los constituyentes de cada producto, y el tipo y

% de sinéresis
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Letras iguales no muestran diferencia significativa, letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

cantidad de aditivos, asi como el proceso de elaboracion utilizado en cada formulacion. Por otro

lado, la agitacion a temperaturas relativamente altas influye en la sinéresis del producto (Tamime

y Robinson, 1991). Cabe hacer mencion que durante la elaboracion del producto, YOG AAK, fue

necesario realizar agitacion a altas temperaturas para una adecuada incorporacion de la grasa

vegetal; que puede haber contribuido a presentar un alto porcentaje de sinéresis: 73.87 %, con
respeto a los observados en los productos comerciales: YOG YB = 70.79%, y YOG YL = 51.47

%.
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Figura 26. Comparacion de los perfiles de viscosidad.

60



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2012

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS. VISCOCIDAD
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Figura 27. Comparacion de la viscosidad de diferentes productos lacteos fermentados.

El tipo de comportamiento reoldgico que se presenta en las muestras de yogurt fue no
newtoniano tixotrépico ya que como se puede observar en la Figura 27 la viscosidad va
disminuyendo al aplicar fuerza. Este tipo de productos dentro de un lapso de tiempo recuperan su
viscosidad inicial tras un tiempo de reposo. Ademas se puede observar que el producto YOG YB
presenta mayor viscosidad que los productos YOG YL y YOG AAK, esta caracteristica esta
relacionada con la cantidad de so6lidos totales entre mayor sea esta mayor sera su viscosidad, otro
factor clave son los aditivos empleados en cada formulacion, sin embargo también se observa que
el comportamiento del YOG AAK es mas estable al aplicar fuerza, a comparacion de los
productos YOG YLy YOG YB.

4.2. ANALISIS BROMATOLOGICO

A continuacidon se presentan los resultados del andlisis bromatoldgico entre el yogurt
elaborado (YOG AAK) y un yogurt comercial Yoplait® (YOG YB).
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Tabla 18. Comparacion Humedad y Solidos Totales.

Componente YOG AAK (%) YOG YB (%)

Humedad 77.96+0.06 79.02+ 0.061

Sélidos Totales 22.04+0.23 20.98+0.354
Total 100 100

Tabla 19. Comparacion Bromatologica.

Componente YOG AAK (%) YOG YB (%)
Humedad 77.96 + 0.06 79.02 + 0.061
Carbohidratos 10.62 14.28
Fibra dietética 4.62 £0.05 0.00
Lipidos 2.50+0.65 2.50+0.91
Proteina 3.60 +0.49 3.30+£0.069
Cenizas 0.70+0.02 0.90 +0.083
Total 100 100

En el andlisis bromatoldgico que se muestra en la tabla 19, se obtienen resultados favorables
debido a que se muestra una diferencia de aproximadamente 1 % del contenido de so6lidos totales
de la formulacion elaborada (YOG AAK) con el yogurt comercial Yoplait® (YOG YB); esto
debido a que se agregd inulina como fibra soluble en la bebida, misma que disminuyo el dulzor,
por lo cual se tuvo que adicionar sacarosa en una concentracion de 4.7 %, en lugar de 3.7 %, que
hubiese sido la concentracion ideal para que nuestra bebida funcional tipo yogurt tuviera la
misma cantidad de solidos totales que el yogurt comercial Yoplait®; ésta es la razoén de que
presente mayor contenido de so6lidos totales el producto YOG AAK elaborado en el presente
trabajo en comparacion con el YOG YB.
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4.2.1. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

En la Tabla 20 se muestra el analisis de perfil de acidos grasos, tanto para la grasa butirica,
grasas naturales de la leche de vaca, y la grasa usada para el desarrollo de nuestro nuevo
producto. Estas grasas, principalmente aceite de palma, fueron proporcionadas por la empresa
AAK.

Tabla 20. Perfil de 4cidos grasos de grasa butirica y vegetal (Palma).

Acidos grasos Grasa de leche YOG AAK (%)
de vaca * (%)

Saturados

Butirico 3.6

Caproico 2.3

Caprilico 1.2

Caprico 2.2

Laurico 3.6 0.205

Miristico 10.7 1.06

Pentadecanoico 1.7

Palmitico 25.9 443

Estearico 10.1 5.94

Araquidonico 0.7

Otros 0.8

Total 62.8 51.5

Monoinsaturados

Miristoleico 1.0

Margarico

Palmitoleico 1.9

Oleico 26.2 39.02

Otros 1.6

Total 30.7 39.02

Poli insaturados

Linoleico 2.0 8.35

Alfa-Linolénico 0.18

Linolénico 0.7

Linoelaidico 0.13

Gladoleico 0.11

Otros 0.2

Total 2.9 8.77

*(Fox 'y Cameron, 2002).
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Como se muestra en la tabla anterior, al sustituir la grasa butirica de la leche por el aceite
vegetal desde el punto de vista de la salud existe un beneficio, debido a que la grasa vegetal tiene
menor cantidad de 4cidos grasos saturados (51.5 %), en comparacion con la grasa butirica de la
leche que contiene un 62.8 %, contribuyendo con ello a disminuir los riesgos de una Enfermedad
Cardiovascular. Ademads, contiene una mayor proporcion de acidos grasos insaturados (47.79 %),
que ayudan a disminuir la cantidad de triglicéridos en sangre comparados con los 33.6% de la
grasa butirica de la leche (Rodriguez et al., 2005).
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Figura 28. Cromatografia. Perfil de Acidos Grasos de la Grasa Vegetal.
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4.3. ANALISIS ORGANOLEPTICO

A continuacién se presenta un analisis comparativo de tres productos lacteos que son; Yoplait
de consistencia semisolida (YOG YB) y Bio Balance (BB) y el elaborado en este trabajo (YOG
AAK).

ANALISIS ORGANOLEPTICO
45 +
4 +
£ 35 4
. 3 '
w
:g =1 & YOG YB
2 1 o
§ 15 + o= m BB
S s
YOG AAK
0.5 +
0 || A tl
color olor textura sabor
Caracteristica

Figura 29. Pruebas Panel. Analisis comparativo de tres productos.

El analisis organoléptico muestra que el producto YOG AAK presentd mejores caracteristicas
de color, textura y sabor que los productos Yoplait y Bio Balance, lo que nos indica que es muy
bien aceptado por el publico; pero se debe continuar trabajando con este pardmetro, con la
adicion de algln tipo de colorante o mermelada.
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ANALISIS ORGANOLEPTICO. APARIENCIA GENERAL
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Figura 30. Prueba Panel. Apariencia general de tres productos.

Como se muestra en la figura 29, se observa una muy buena aceptacion global por parte de los
panelistas hacia nuestro producto, inclusive por encima del Bio Balance y el Yoplait; aunque los

tres productos se encuentran en un buen rango de aceptacion.

5. VIDA DE ANAQUEL

A continuacion se presentan los resultados de las pruebas de vida de anaquel de la formulacién
final (YOG AAK) de la bebida funcional tipo yogurt, los cuales corresponden a las siguientes
tablas y figuras.

Tabla 21. Vida de Anaquel medida en la Formulacion Final durante 21 dias.

Parametro

Ph 4.6 £0.028" 458 £0.042° 458+0.018" 4.56+0.05°

Acido lactico (%) 0.698 +£0.009*  0.710+0.004*  0.713 +0.006" 0.716 £ 0.009*

Sinéresis (%) 73.13£0.852°  72.85+0.966*° 7230+ 1.050>¢ 71.75+0.752°¢

Bacterias Lacticas 3.14x 10" - - 3.4x10°
Vivas (UFC/g)

ab,c. ) . R L . N . L. .
Letras iguales en la misma columna no muestran diferencia significativa, letras diferentes en la misma columna son significativamente

diferentes (p<0.05).
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Acorde a los resultados de la tabla 22; vida de anaquel de 21 dias, se observa que el pH y la
acidez no presentan variaciones significativas. Esto es quiza debido a que durante la fermentacion
se lleg6 a una fase donde el cultivo lactico después de 6 h de incubaciéon no continuo la
fermentacion, y esta caracteristica se mantiene durante el almacenamiento a 4°C, a diferencia de
lo reportado por Diaz et al (2004), que describen que aun en refrigeracion las bacterias lacticas

continiian fermentando el producto.

Por otro lado, se observa que la sinéresis disminuye durante la vida de anaquel. Esto se puede
deber a la presencia de inulina que por ser una fibra tiene la capacidad de absorber agua, asi
mismo se puede deber al tipo de estabilizantes incorporados en la formulacion, esta caracteristica

es favorable ya que ayuda a mantener la estructura del producto.

La concentracion de bacterias lacticas en el producto cumple con las Normas Oficiales, ya que
al final de su vida de anaquel de 21 dias cuenta con una concentracion de bacterias lacticas de 3.4
x 10° UFC/g, tomando en cuenta que lo minimo necesario para considerar un alimento como
probidtico es de 1 x 107 UFC/g, lo cual se cumple a la perfeccion.

Como se puede observar en la Figura 31, la viscosidad incrementa durante su almacenamiento,
esto puede ser debido a que tiene un alto porcentaje de inulina, esta fibra soluble tiene la
capacidad de retencion de agua, y puede influir en el incremento de la viscosidad, de igual
manera que pudo haber influido en la disminucion del porcentaje de sinéresis que se presenta

durante su almacenamiento.

VIDA DE ANAQUEL. VISCOSIDAD
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Figura 31. Vida de anaquel. Viscosidad.
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ANALISIS ORGANOLEPTICO. VIDADE ANAQUEL
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Figura 32. Prueba Panel. Vida de anaquel.

ANALISIS ORGANOLEPTICO. VIDADE ANAQUEL
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Figura 33. Prueba Panel. Vida de anaquel. Apariencia general.

El analisis organoléptico de la bebida tipo yogurt en almacenamiento muestra una buena
aceptacion por el publico al inicio, disminuyendo un poco a los 21 dias de almacenamiento,
encontrandose entre el punto 3: Ni me gusta Ni me disgusta y el punto 4: Me gusta, sin embargo
el resultado es muy favorable encontrandose en un muy buen rango de aceptacion.
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En la figura siguiente se muestra el producto terminado.

Figura 34. Producto terminado.
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VII. CONCLUSIONES

& Se usaron satisfactoriamente las bacterias lacticas Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus para la elaboracion de un yogurt usando como sustrato una leche descremada
con menos del 0.2% de grasa. Se probaron dos tipos de leche y la que mejor funciond fue la
leche comercial Siluette® debido a que presentd mejores caracteristicas de pH y acidez que
la leche Svelty®; las condiciones Optimas de fermentacion de la leche Siluette® fueron un
in6culo al 3% durante 6 h a 43 °C.

< Fue adecuado detener la fermentacion lactica en una fase cercana a la estacionaria para evitar
cambios organolépticos durante el almacenamiento.

# Se adicionaron satisfactoriamente grasas vegetales al producto fermentado, proporcionadas
por la empresa AAK. Se adicionaron aditivos quimicos para estabilizar el producto como
emulsificantes tipo mono y diglicéridos para incorporar la grasa vegetal asi como grenetina
para evitar sinéresis durante el almacenamiento en el producto.

< El descenso del pH producido durante la fermentacion tiene un efecto positivo en la
incorporacion de grasa vegetal.

“  La adicion de grenetina en una concentracion del 0.5 % evitd sinéresis e incremento la
viscosidad en el producto; efecto contrario que se presentd al incorporar aditivo como gomas
o almidon.

& La levadura Saccharomyces boulardii puede ser incorporada en este tipo de productos
lacteos, pero de una manera microencapsulada; ya que de lo contrario se fermenta el
producto al segundo dia de almacenamiento a 4°C, debido a la gran cantidad de nutrientes
que tiene dicho producto.
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