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RESUMEN

En este estudio se elabor6é un queso Panela con adicion de Bifidobacterium breve
en su forma libre y encapsulada, se determind la sobrevivencia del probiético a lo
largo de su almacenamiento durante cuatro semanas a 4°C, y la sobrevivencia
durante su exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (TGlI)
después de 14 dias de almacenamiento. El probidtico se encapsuld en dos
matrices poliméricas: una de concentrado de proteina de suero (CPS) y otra que
fue una mezcla de almidén alto en amilosa fosfatado por método convencional
(90%) vy concentrado de proteina de suero (10%) (90AAM10CPS). EI
encapsulamiento fue realizado mediante el método de secado por aspersion. Se
prepararon tres tratamientos por triplicado: queso control con adicién de B. breve
sin encapsular, queso con adicion de B. breve encapsulado en CPS y queso con
adicién de B. breve encapsulado en 90AAM10CPS. La viabilidad de B. breve se
evalu6 mediante la siembra de extension por superficie en placas de agar MRS
suplementado con cisteina y vancomicina. La viabilidad de B. breve durante el
secado por aspersion se preservd de manera similar en los dos materiales
probados. Durante el almacenamiento en queso Panela a 4°C, las células de B.
breve en su forma libre y encapsulada presentaron la misma tendencia de
incrementar su numero. Durante la exposicion de B. breve de las muestras de
gueso Panela a condiciones del TGI simuladas, las células de B. breve en su forma
encapsulada mostraron una disminucion menor de la viabilidad (de 0.16866 y
0.38207 ciclos logaritmicos para CPS y 90AAM10CPS, respectivamente),
comparadas con las células no encapsuladas (de 1.39278 ciclos logaritmicos).

vii



l. INTRODUCCION

La reciente preocupacion por la alimentacion y la influencia que ésta tiene sobre la
salud humana ha propiciado el desarrollo de los alimentos funcionales. Los
alimentos funcionales son aquellos que pueden proporcionar un beneficio para la
salud mas alldA de Ila nutricibn béasica. Se consideran aquellos que,
independientemente del aporte nutrimental, han mostrado cientificamente que
afectan benéficamente a una o varias funciones del organismo, de tal manera que
propician un mejor estado de salud y bienestar. Entre los muchos ejemplos de
alimentos funcionales, destacan los alimentos que contienen determinados
minerales, vitaminas, acidos grasos o fibra dietética, alimentos a los que se han
afiadido sustancias con actividad biologica, como los fitoquimicos u otros
antioxidantes, y los probidticos, que contienen cultivos vivos de microorganismos
beneficiosos. De esta manera, el consumo habitual de alimentos funcionales puede
reflejarse en la reduccion del riesgo de contraer enfermedades especificas en el

huésped y fomentar una vida saludable.

Los probidticos son microorganismos que se utilizan para suplementar diversos
alimentos y asi crear alimentos funcionales. Los efectos que se atribuyen a los
probidticos incluyen: el control de infecciones intestinales, una mejor utilizacién de
la lactosa en personas con intolerancia, actividad anticarcin6gena, control de

niveles de colesterol sérico y mejora del sistema inmune.

El yogurt y productos relacionados han sido utilizados como el vehiculo mas
popular para la incorporacion de organismos probidticos. Una alternativa para
ampliar la variedad de productos probioticos son los quesos. Estos se perfilan como
potenciales vehiculos de probioticos por ser productos lacteos con propiedades
nutricionales muy reconocidas, y por su matriz sélida compacta, lo cual, junto a las
condiciones de almacenamiento, permiten la supervivencia de los microorganismos

durante el almacenamiento y la digestion.



El tracto gastrointestinal es uno de los principales objetivos para el desarrollo de
alimentos funcionales, pues es la interface entre la dieta y las actividades
metabdlicas que sustentan la vida. La flora microbiana presente en el intestino, en
especial las bacterias acido lacticas, pueden vivir en simbiosis con el ser humano y
Su presencia se asocia a un estado saludable. Este hecho propicia el desarrollo de
alimentos que incentiven la colonizacion de las bacterias benéficas en el intestino,
como son los probidticos, mediante la adicidon de prebidticos y simbidticos. La
pérdida de la viabilidad de microorganismos probioticos se da tanto en los
productos alimenticios como a través de su paso por el tracto gastrointestinal y ha
alentado a los investigadores a encontrar métodos nuevos y eficientes para
conservar la viabilidad, entre los que se encuentra la microencapsulacion. La
microencapsulacion de microorganismos involucra el uso de agentes gelificantes
gue forman una matriz en la cual queda atrapado el microorganismo, la cual puede
ser 0 no ser recubierta con una capa inerte o protectora que incrementa la
estabilidad del probidtico durante el paso por el tracto gastrointestinal. Entre los
métodos mas utilizados se encuentran el de extrusion, de emulsion, y de
coacervacion, los cuales han sido utilizados preferentemente a nivel de laboratorio
debido a su alto costo. El secado por aspersion es un método de
microencapsulacién con posibilidades de escalamiento a bajo costo, y estudios
realizados han demostrado que la encapsulacion por este método es viable y
efectiva en la proteccion de B. breve durante el proceso de secado y posterior

almacenamiento.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la sobreviviencia de Bifidobacterium breve
durante el proceso de microencapsulacion mediante secado por aspersion con
biopolimeros naturales (concentrado de proteina de suero y una mezcla de almidén
alto en amilosa fosfatado (90% y concentrado de proteina de suero (10%), asi
como su sobrevivencia tanto de su forma libre como encapsulada durante su
almacenamiento en queso Panela a 4°C durante un periodo de 28 dias y durante
su exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal después de un

periodo de almacenamiento de 14 dias.



Il. ANTECEDENTES

1.1 Alimentos funcionales

El término “alimento funcional” fue utilizado por primera vez en Japén, en los afios
1980’s, bajo el término FOSHU (Food For Special Health Use), dando de manifiesto
la existencia de alimentos con efectos sobre la salud, y que con su consumo, la
poblacion puede obtener beneficios gracias a éstos. La investigacion y desarrollo
de este tipo de alimentos se expandié de inmediato a varios paises del mundo:
Estados Unidos, Australia, Canada, Espafia, entre otros, debido a la creciente
preocupacion de la poblacion por mantener una alimentacion adecuada y a la
asociacion entre la alimentacion y la salud (Diplock y col., 1999).

Los “alimentos funcionales” son aquéllos que, mas alla de su valor nutricional,
proveen un efecto beneficioso para una o mas funciones en el cuerpo, para mejorar
la salud y el bienestar, reducir el riesgo de enfermedad o prevenirla. Un alimento
funcional debe de permanecer en forma de alimento y debe de demostrar sus
efectos en cantidades que normalmente se espera que sean consumidas en la
dieta y no a través de suplementos en forma de pildora o capsula, sino parte del
patron normal de la alimentacién (Roberfroid, 2000; EFIC, 2006). Se incluyen no
s6lo los productos manufacturados, sino también a ciertos alimentos que pueden
ser convencionales tales como aceites, frutas, hortalizas, entre otros (Taranto y col.,
2005; Hernandez, 2006; ADA, 2009).

El desarrollo de alimentos funcionales tiene actualmente un gran interés para los
sectores comercial, académico y gubernamental. Los productos alimenticios que
tienen beneficios a la salud por sus capacidades funcionales son altamente
aceptados por los consumidores y son prometedores en cuanto a la reduccion de la
morbilidad, mortalidad e incremento en la calidad de vida de la poblacion en
general. Dentro de los alimentos funcionales de mayor interés comercial,
actualmente se encuentran los alimentos que contienen acidos grasos omega 3,

esteroles de plantas y microorganismos probiéticos (Jones y Jew, 2007).



1.2 Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que transitan el tracto gastrointestinal
(Tannock y col., 2000) y tienen un efecto benéfico en el huésped durante su
transito, mejorando el balance microbiano intestinal (Krasaekoopt y col., 2003).
Después de ingerirlos en numero suficiente, brindan beneficios a la salud sobre una
o mas funciones del organismo, mas alla de la nutricion general inherente (Picot y
Lacroix, 2004; Taranto y col., 2005).

Entre los efectos que los probidticos tienen sobre la salud se pueden nombrar:

- Control de las infecciones intestinales: Las bacterias lacticas, que colonizan
el intestino humano, inhiben el crecimiento de microorganismos indeseables y de
bacterias que contaminan los alimentos, como la Salmonella spp, que se puede

encontrar en el tracto gastrointestinal. (Krasaekoopt y col., 2003).

- Mejor utilizacion de la lactosa en personas con intolerancia: Los cultivos
normales de yogurt, Lactobacillus delbrueckii spp, bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, producen (-galactosidasa en presencia de bilis, de lo cual se ha
concluido que la produccion de esta enzima intestinal mejora la digestion de la
lactosa (Krasaekoopt y col., 2003; Hui, 2007).

- Actividad anticarcinégena: Inhibicion de bacterias que convierten
procarcin6genos en carcindgenos, activacion del sistema inmune, incremento de la
peristalsis disminuyendo el tiempo de estancia de patdégenos y carcinégenos al
acelerar la velocidad de transito a través del intestino (Kailasapathy y Chin, 2000;
Hui, 2007).

- Control de niveles de colesterol sérico: Especialmente para cepas de L.
acidophilus. Aungue existe dudosa evidencia cientifica para este uso (Khedkar y
col. 1993).

- Estimulacion del sistema inmune: Incremento de respuestas inmunes tanto

no especificas (funcion fagocitica, actividad de células NK) como especificas
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(produccion de anticuerpos, produccion de citocinas y proliferacion de linfocitos)
(Kailasapathy y Chin, 2000; Hui, 2007).

- Tratamiento en patologias gastrointestinales y terapia antibiética: Actdan
mediante la competencia de nutrientes y espacio, acidificando el colon o
produciendo sustancias antibidticas activas frente a patégenos como Clostridium
difficile y Helicobacter pylori, que impiden la multiplicacion de los mismos y la

produccién de sus toxinas (Hui, 2007).

[1.2.1 Bacterias probioticas

Las bacterias mas comunmente utilizadas para la produccién de alimentos
probidticos se hallan dentro de las bacterias lacticas, como son especies de
lactobacilos y de bifidobacterias (lyer y Kailasapathy, 2005) como son: Lactobacillus
acidophilus, L. lactis, L. casei, Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. breve y B.
infantis (Mortazavian y col., 2007). Los lactobacilos son una poblacién dominante
en el intestino delgado, mientras que las bifidobacterias lo son en el colon (Victoria,
2004; Motohiro y col., 2006).

[1.2.1.1 Bifidobacterias

Las bifidobacterias son bacterias de forma bacilar, gram-positivas, inméviles y no
esporuladas, las cuales tienen una pared externa irregular y son generalmente
coéncavas. Son microorganismos estrictamente anaerobios, aunque el grado de
tolerancia al oxigeno depende de la especie y del medio de cultivo. Son aisladas de
animales y humanos. La temperatura Optima para el desarrollo de las especies
humanas, B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. breve, B. adolescentis, B.
angulatum, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, y B. dentium, esta entre 36 y
38°C, no crecen por debajo de los 20°C y no resisten temperaturas por arriba de
46°C. El pH optimo de crecimiento es entre 6.5 y 7.0, mientras que a pH menores
de 5.0 o mayores de 8.0 no hay crecimiento. A diferencia de los lactobacilos que
cuentan con las enzimas aldolasas y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, las

bifidobacterias cuentan con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La



fermentacién de dos moles de glucosa por bifidobacterias da como resultado tres
moles de acetato y dos moles de lactato (Ballongue, 2004).

[1.2.1.1.1 Bifidobacterium breve (B. breve)

B. breve es una bifidobacteria que se aisla de humanos, principalmente de nifios
menores de 7 meses, fermenta ribosa, manitol, esculina y amigdalina, pero no
fermenta arabinosa o xilosa. Tiene una tolerancia a la temperatura considerada
como baja (<40% de sobrevivencia a 55°C en comparacion con la sobrevivencia a
42°C), sin embargo su tolerancia al oxigeno se considera moderada (entre 5y 30%
de crecimiento aerdbico comparado con el crecimiento anaerébico) (Simpson y col.,
2005).

Este microorganismo se reconoce por su capacidad para regular la microflora
intestinal lo cual permite una condicion gastrointestinal mas saludable (Champagne
y Gardner, 2005). Se ha visto una mejoria mas rapida de la flora intestinal y del
estado de salud de nifios que sufren de diarrea, después de la ingestion de leche

fermentada con B. breve (Ballongue, 2004).

[1.3 Productos lacteos y probidticos

La industria de la leche en México es una industria en expansion. La tendencia al
consumo de derivados lacteos en México se ha incrementado en afios recientes
debido a factores como la modificacion de la piramide poblacional, la reduccién de
la natalidad, envejecimiento de la poblacion, el aumento del ingreso per capita,

entre otros (Trejo, 2009).

Los lacteos representan un vehiculo ideal para el suministro de probiéticos por las

razones siguientes: (DMI, 2004)

- Ofrecen proteccion para los probioticos al mantener un ambiente favorable
durante su transito por el tracto digestivo, en especial por el estbmago e intestino

delgado.



- El tiempo corto y temperatura de almacenaje baja de los lacteos promueven
la estabilidad de los probiéticos y garantizan el efecto positivo al ser ingeridos.

- Los lacteos son ampliamente consumidos y tienen mayor aceptacion al ser

asociados con los beneficios de los probiéticos.

- Se vuelve interesante el uso de productos lacteos con un fin funcional por su
valorado contenido nutricional, pudiendo destacarse su alto contenido en proteinas

de alta calidad bioldgica, vitaminas y minerales.

Ademas, gracias a la actividad metabdlica de las bacterias lacticas que actlan
durante el proceso de elaboracion, la calidad nutritiva se mejora, ya que hay una
predigestion de la lactosa y las caseinas. El metabolismo de la lactosa genera
acido lactico que da lugar a una disminuciéon del pH, esto favorece la coagulacion
de las proteinas y determina la textura del producto, inhibe el desarrollo de
microorganismos patdgenos Y facilita la digestion de la lactosa al consumidor. De
igual manera, la degradacién de la caseina genera péptidos y aminoacidos libres,

mas facilmente asimilables (Sanz y col., 2003; Cabeza, 2006).

[1.3.1 Yogurt y leches fermentadas

El yogurt se ha considerado siempre como un alimento saludable. Este alimento es
considerado un alimento funcional por excelencia y maximo representante de
probidticos y prebidticos por ser un vehiculo ideal para su adicion, pues ademas de
los beneficios, tienen gran aceptacion en los distintos grupos de poblacion y son

faciles de digerir (Figueroa, 2006; Castro y Rovetto, 2006).

Otro tipo de lacteos fermentados también son producidos con adicion de
probidticos, como es el caso de la leche bifido fermentada o la leche aciddfila,
elaboradas con leche de vaca o cabra, con el uso de Bifidobacterium bifidum y
Lactobacillus acidophilus como probiéticos, respectivamente. De igual manera se

ha aplicado esta tecnologia en la produccion de kéfir (Hernandez, 2006).



Se ha observado una baja viabilidad de cultivos probiéticos tanto en yogurt y leches
fermentadas, como durante su paso a través del tracto gastrointestinal al ser
consumidos (Mortazavian y col., 2007). Varios factores se han sefialado como
responsables de la pérdida de viabilidad de los cultivos probidticos contenidos en
yogurt y leches fermentadas como son: la acidez, el pH, la concentracion de acido
lactico y acético, el perdxido de hidrogeno producido, el contenido de oxigeno
disuelto, la temperatura de almacenaje, la concentracién de la proteina de suero,
asi como el dafio que pueden sufrir durante su procesamiento (Picot y Lacroix,
2004; Mortazavian y col., 2007).

11.3.2 Queso

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994 para las
especificaciones sanitarias de los quesos frescos y madurados, un queso se define
como: “Producto elaborado con la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada
de vaca o de otras especies animales, con o sin adicién de crema, obtenida por la
coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas,
acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior por calentamiento,
drenada, prensada o no, con o sin adicién de fermentos de maduracion, mohos
especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a
las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco,

madurado o procesado”.

De acuerdo a la SAGARPA (SIAP, 2010) las variedades de queso mas producidas
son: Amarillo (21.74%), diversos quesos frescos (18.13%), Panela (17.65%),
Chihuahua (15%), doble crema (11.34%), Oaxaca (9.08%), y Manchego (7.06%);
cabe resaltar que los quesos frescos, Panela, Oaxaca y Chihuahua son elaborados
principalmente por empresas de tipo tradicional (Cervantes y col.,, 2008) no
obstante también son elaborados por las grandes empresas dado que son
productos altamente demandados y representan un segmento de mercado

importante.



Hoy es bien sabido que el queso es reconocido por su alto valor nutricional debido
a sus altas concentraciones de proteina, calcio, riboflavina y vitaminas Ay D (Dillon
y Berthier, 2000).

La elaboraciéon de queso generalmente involucra la concentracion de grasa y
caseina de la leche por la coagulacion enzimatica (renina) de la caseina o por

coagulacion acida.

La leche de vaca es ampliamente utilizada para la elaboracion de quesos, pero en
los paises mediterraneos, la leche de cabras y ovejas es preferentemente utilizada
para la manufactura de queso (Johnson y Law, 1999).

La clasificacion de los quesos incluye una indicacion del proceso usado para la
manufactura. Ademas del contenido de humedad, el tipo de maduracién también es

empleado para su clasificacion.

De acuerdo al contenido de humedad se pueden clasificar en: quesos duros (20-
45% de humedad), semi duros/semi suaves (45-55% de humedad), y quesos
suaves (>55% de humedad). Estos tres tipos de queso son consumidos después de
un periodo de maduracibn en contraste con los quesos frescos (>70% de

humedad), el cual es consumido después del drenado.

En cuanto al tipo de maduraciéon, los quesos se clasifican en: no madurados,
madurados internamente por bacterias, madurados internamente por hongos,
madurados externamente por hongos y madurados externa e internamente por

hongos (Heller y col., 2003).

11.3.2.1 Proceso tecnoldgico

Las operaciones que se aplican para la obtencién del queso son principalmente la
acidificaciéon y deshidratacién de la leche. Existen tres factores que condicionan la
elaboracion de un queso, su calidad y sus caracteristicas finales: la leche, la
fermentacion de la misma y la tecnologia empleada en la elaboracion (Chamorro y
Lozada, 2002).



11.3.2.1.1 Preparacion de la leche

La leche es una mezcla de proteinas, grasa, carbohidratos, sales y agua, en
equilibrio dinamico. Sus compuestos se encuentran en suspension coloidal,
emulsion o solucidon. La composicion de la leche depende de varios factores como
tipo y raza de animal, su alimentacion, medio ambiente, hora de ordefio, época del
afio y periodo de lactancia. El contenido de grasa, proteina y minerales (calcio y

fosforo) afecta la calidad del queso y su rendimiento.

Es importante aplicar en la leche una serie de pruebas y procedimientos para
acondicionarla y asegurar la calidad del producto final por obtener. La leche es
sometida a un tratamiento térmico o pasteurizacion para la destruccion de los
patdgenos y de los microorganismos no deseados. Muchas veces en esta etapa se
realiza la estandarizacion de la leche con respecto a la proporcion de grasa/caseina
(L6pez y col., 2002).

[1.3.2.1.2 Inoculacién de cultivos iniciadores

Los cultivos iniciadores se afiaden a la leche para que se produzca la acidificacion
gracias a la produccion de acido lactico. Los microorganismos que se afiaden son

seleccionados de acuerdo con las caracteristicas que se quiera conferir al queso.

En los quesos frescos se puede o no utilizar cultivos iniciadores. Los cultivos
apropiados son bacterias lacticas homofermentativas mesofilas. Actian como
protectores del queso, al impedir el desarrollo de bacterias no deseables por
competencia y por crear un medio inadecuado para éstas; promueven la accion del

cuajo y la sinéresis (Chamorro y Lozada, 2002).

11.3.2.1.3 Coagulacién

La coagulacion de la caseina es el proceso fundamental de la fabricacién del

gueso. Puede ocurrir por dos vias: la lactica y la enzimatica.
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La coagulacion lactica se logra por acidificacién a causa del acido lactico producido
por bacterias, disminuyendo el pH hasta que se desestabilizan las micelas, se
vuelven insolubles y precipitan (pH 4.6). Este método es usado preferiblemente

para quesos blandos (Bylund, 2003).

La coagulacion enziméatica, usada de preferencia para quesos duros, consiste en la
adicion de cuajo para lograr la coagulacion de las caseinas. La actividad enzimética
del cuajo provoca que la leche coagule y pase a formar un gel irreversible
(cuajada). El principio activo del cuajo es la quimosina (Bedolla y col., 2004).

[1.3.2.1.4 Corte de la cuajada y desuerado

Se le da un tratamiento a la cuajada para separarla del suero, ya sea por filtracion o
decantacion. Para acelerar y controlar el escurrimiento es necesario implementar
tratamientos térmicos y mecénicos; es decir aumento de temperatura y corte
(Bedolla y col., 2004).

Una vez transcurrido el tiempo de cuajado se realiza el corte. Se rompe la cuajada
en granos con un tamafo que depende del tipo de queso. Para queso fresco se
debe cortar en tamafio de 1 a 2 cm., en lo posible de forma homogénea. El corte
ayuda a expulsar suero por aumento de la superficie. Mientras mas fino, menor
contenido de humedad, mas intenso el desuerado y mas duro el tipo de queso
(Bylund, 2003)

[1.3.2.1.5 Salado

El salado es un procedimiento que se aplica en todo tipo de quesos. Se sala para
potenciar el sabor, darle cuerpo al producto e inhibir el crecimiento de bacterias no
deseables. Como resultado se tiene una mayor conservacion del queso (Lopez y
col., 2002).

Se puede salar usando uno de los siguientes métodos: directamente en la leche, en
la cuajada antes de moldado, inmersion en salmuera o por aplicacion directa de la

sal en la superficie del queso (Chamorro y Lozada, 2002).
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[1.3.2.1.6 Moldeo

La cuajada se coloca en moldes con perforaciones para obtener piezas de queso
con formas determinadas, permitiendo que se drene el lactosuero que se encuentra
entre los coagulos. Después de haber sido moldeada, la cuajada se somete a un
prensado, ya sea mediante la aplicacién de presion a los moldes o aprovechando el
propio peso de la cuajada, para que los coagulos se unan y formen una masa
continua. Con este proceso se determina la textura del queso y se le da la forma
definitiva. Se recomienda comenzar con un prensado suave e ir aumentando

progresivamente la intensidad (Bylund, 2003).

11.3.2.1.7 Empaque y almacenaje

Para almacenar los quesos se deben cubrir con una pelicula pléstica para prevenir

una excesiva pérdida de agua y protegerlo de la contaminacién microbiana.

En el almacenaje el pH tiende a subir por el consumo de &cido lactico y formacion
de compuestos alcalinos. Los quesos frescos deben almacenarse en refrigeracion,
entre 4 y 10°C, especialmente aquellos que contienen microorganismos Vvivos, para

garantizar su supervivencia y la estabilidad del producto (L6pez y col., 2002).

11.3.2.2 Queso como acarreador de microorganismos probioticos

La incorporacién de los microorganismos probiéticos en el queso parece ser una
buena alternativa para mejorar la sobrevivencia de los mismos. El queso presenta
una serie de ventajas con respecto a las leches fermentadas: el pH es mayor, la
matriz es mas compacta, lo que hace que exista una mayor exclusion de oxigeno,
por tanto genera una atmosfera mas anaerobia, mayor contenido de grasa y mayor
capacidad amortiguadora. El contenido de grasa también ejerce una mayor
proteccion de los microorganismos probioticos, al estar recubiertos por la grasa
lactea, lo cual favorecerd la mayor resistencia y supervivencia de los
microorganismos durante el almacenamiento y transito intestinal (Bergamini y col.,
2005).
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Cuadro 1. Uso y estabilidad de bifidobacterias en quesos (Roy, 2005).

Probiéticos Tipo de Modo de Adicién Tiempo de Estabilidad durante Almacenamiento
Queso Almacenamiento
Bifidobacterium Cottage Crecimiento de B. infantis en el aderezo 14d La viabilidad de Bifidobacterium disminuy6 entre 0.5y 3 log
durante 14 d de almacenamiento a 4°C
Crescenza 10° ufc/ml de leche con B. bifidum, B. infantis y B. 14d B. bifidum y B. longum se encontraron a 8.05 y 7.12 ufc/g
longum incorporados individualmente o como respectivamente, los cuales fueron ndmeros similares
mezclas de multiespecies y como células libres o encontrados a 1 d de maduracion. B. infantis disminuy6
como células inmovilizadas en gel de alginato de gradualmente hasta un nimero final de células de 5.23 log
calcio ufc/g
Cheddar 1. B. bifidum adicionado con la sal, cuajadas molidas 168 d 1. B. bifidum incrementé de 10° a 10" ufc/g de queso
durante 24 semanas de almacenamiento
2. 10° ufc/ml de leche de un cultivo liofilizado de B. 184 d 2. B. lactis sobrevivi6 en altos nimeros (x10° ufc/g de
lactis o B. longum. queso), mientras que los nimeros de B. longum fueron
reducidos a 10° ufc/g de queso, siguiendo seis meses de
maduracion
3. Enriquecimiento con crema fermentada por B. 84d 3. Pérdida de 0.5 log de B. infantis durante la primera
infantis semana, pero estable durante las siguientes 11 semanas
Canestrato 10" ufc de células frescas por gramo de B. bifidum, 90d Las células de B. bifidum sobrevivieron en quesos en
Pugliese B. longum, o ambas especies concentraciones de hasta 6 log ufc/g por al menos 90 d de
maduracion, B. longum mostré una supervivencia menor,
alcanzando un valor de 5 log ufc/g a 56 d
Queso fresco  10° ufc/ml de leche de un cultivo liofilizado de B. 57 d Cuentas viables de Bifidobacterias disminuyeron entre 5y 6
breve o B. longum log después de 36 d de almacenamiento a4 o0 12°C
Bidifobacterium y Queso de Estarter de concentrados de B. lactis y L. acidophilus  70d B. Lactis y L. acidophilus perdieron hasta 1 log durante 70 d
L. acidophilus Cabra adicionados a diferentes niveles de in6culo de almacenamiento
Semiduro
Gouda L. acidophilus y Bifidobacterium sp. como cultivo 70d B. lactis disminuye de uno a dos log a 10" ufc/g y L.
iniciador acidophilus disminuye en un logaritmo a 10” ufc/g con 70 d
de maduracion
Bifidobacterium, Queso Fresco  Cultivos congelados (in6culos de 1% p/p) de 60d Después de 60 d de almacenamiento, el descenso en el

L. acidophilus
y L. casei

Argentino

bifidobacterias
(B. longum, B. bifidum, y Bifidobacterium sp.),
L. acidophilus y L. casei

recuento de colonias fue menor a 1 log para bifidobacterias
y nulo para L. casei. La menor viabilidad de L. acidophilus
durante almacenamiento.
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Se han empleado diferentes tipos de quesos como vehiculos para probidticos, en
especial aquellos de produccion industrial: Cottage, queso crema, Cheddar, Minas

frescal, Gouda, etc.

La mayor parte del trabajo en la produccion de queso con adicion de probidticos ha
sido llevada a cabo con cultivos de bifidobacterias (Cuadro 1). Para el desarrollo de
quesos probidticos se han utilizado principalmente cepas de las especies
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum vy
Bifidobacterium lactis (Roy, 2005; Hernandez, 2006).

Los quesos del tipo fresco parecen ser ideales como acarreadores de bacterias
probidticas, ya que no es necesario un periodo de maduracién durante su

elaboracion.
Este tipo de queso presenta dos opciones para la adicion de probiéticos:
- Junto con el cultivo iniciador
- Junto con la sal.
Si se adiciona junto con el cultivo iniciador pueden presentarse dos problemas:

- El ndmero de bacterias probiéticas en el producto final puede ser dificil de
controlar, ya que un numero considerable de células bacterianas se pierden

durante el drenado de suero.

- La sobrevivencia de bacterias probioticas en el producto se puede ver
afectada negativamente por la alta temperatura de escaldado (arriba de 55°C),
como es en el caso de algunos tipos de queso como el Emmenthal, el Gruyere, el

Parmesano y el Grana.

Debido a ello, la adicién de probioticos junto con la sal es una alternativa deseable.
Esto tiene como ventajas que el namero de probibticos afiadidos puede ser

controlado, los efectos negativos del escaldado se evitan y, después de la adicion y
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el homogeneizado, el producto puede enfriarse inmediatamente por debajo de 8°C
(Heller y col., 2003).

1.4 Microencapsulacion

La tecnologia de encapsulacion en el proceso de alimentos incluye el recubrimiento
de particulas diminutas de ingredientes (acidulantes, grasas y sabores) que se
puede lograr por técnicas de microencapsulacion (Forsell, 2004). La
microencapsulacién puede ser definida  como el proceso de
atrapamiento/enclaustramiento de materiales solidos, liquidos y gaseosos con
materiales que los recubran, en un modo que resulte en una liberacién apropiada
de sus contenidos a tasas controladas bajo la influencia de condiciones especificas,

como en el medio intestinal (Sultana y col., 2000; Mortazavian y col., 2007).

[1.5 Microencapsulacion de probioticos

La microencapsulacién de microorganismos se define como el proceso de atrapar y
rodear células, cubriéndolas con los hidrocoloides apropiados con el fin de segregar
las células del ambiente que las rodea para reducir el dafio o pérdida de la
viabilidad celular, de forma que resulte en la liberacion de las células en el medio
intestinal en el mejor estado fisiol6gico posible (Sultana y col., 2000; Krasaekoopt y
col., 2003).

La microencapsulacion de las células probidticas ha demostrado que las protege de
factores ambientales perjudiciales tales como la alta acidez y bajo pH, sales
biliares, choques de frio, oxigeno molecular, choques térmicos, bacteriéfagos y

agentes quimicos antimicrobianos.

[1.5.1 Materiales encapsulantes para probioticos

Entre los materiales mas utilizados para la encapsulacion de probioticos se

encuentran los siguientes:
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- Alginato y sus combinaciones. Las céapsulas de alginato tienen algunas
ventajas: Facilmente forman matrices de gel alrededor de las células bacterianas,
son seguras, baratas y pueden ser facilmente preparadas. Algunas de sus
desventajas: Son susceptibles a ambientes acidos, presenta dificultad para escalas
industriales. De entre las mezclas destacan alginato con almidén y alginato-glicerol.

- Mezclas de xantana-gelana. Esta mezcla es resistente a condiciones acidas.
Por otro lado, a pesar de que la goma gelana puede generar capsulas para la
microencapsulacion, no se utiliza por si sola para este propésito por la alta
temperatura a la que forma el gel (80 - 90°C durante 1 h), lo cual resulta en el dafio
a las células probidticas.

- Gelatina. La goma de gelatina ha sido usada para la microencapsulacién de
probidticos, sola o en mezclas con otras gomas. Es un polipéptido de alto peso
molecular derivado del colageno, el cual se hincha cuando se coloca en agua fria,
pero al calentarse, esta forma se disuelve y se forma un gel al enfriarse. El
mecanismo de gelatinizacion es el de reversion al azar de la hélice cuando se
enfria. Esta propiedad de formar un gel es la razén por la cual se utiliza en la
industria de los alimentos.

- Ftalato acetato de celulosa. Por su naturaleza segura para propdsitos de
ingestion humana, es usada ampliamente para la encapsulacion de medicamentos
en farmacia.

- Quitosano. Ha sido usado para recubrir capsulas de gelatina. Debido a que
su eficiencia en incrementar la viabilidad de las células probidticas no es
satisfactoria, es usada frecuentemente como recubrimiento, pero no como capsula.

- Proteinas de suero. EI aislado de proteina de suero, que es uno de los
productos secundarios de la produccion del queso, puede ser un sistema efectivo
de pared para las microcapsulas que contienen grasa anhidra de leche, proveyendo
de una barrera efectiva contra la oxidacion.

- Almidén. El almidén de maiz alto en amilosa puede ser aplicado para
mejorar las funciones de la capsula o para la formacién de recubrimientos, sin
embargo, se descompone después de ser sujeta a enzimas pancreaticas. El

almidon resistente no es degradado por la amilasa pancreatica y entra al intestino

16



en su forma indigerible, ademas de que tiene funcion de fibra dietaria. Los
materiales basados en almidones son de bajo costo, de grado alimenticio y de facil
procesamiento. Una buena alternativa para mejorar su desempefio en

microencapsulacion es utilizarlos en combinacion con proteinas y lipidos.

[1.5.2 Aplicaciones y ventajas de la encapsulacién de probidticos

Entre las aplicaciones y ventajas que presenta la encapsulacion de probidticos se

encuentran las siguientes:

- Produccién de cultivos iniciadores. La microencapsulacién puede ser usada
eficientemente para la preparacion de cultivos iniciadores bacterianos con alta
viabilidad, incluso después de procesos de congelacion.

- Viabilidad de probidticos en el tracto gastrointestinal. Varios reportes
confirman que la microencapsulacion incrementa eficientemente la viabilidad a
través de las condiciones acido-enzimatico-biliar del tracto gastrointestinal.

- Aplicacibn en fermentadores. Incrementa la tolerancia de los
microorganismos contra factores tales como infeccion por bacteridfagos, agentes
guimicos venenosos, protege las células de microorganismos contra cambios
indeseables tales como mutaciones genéticas, alcanzan una buena productividad
en produccion de metabolitos especialmente con altas tasas de agitacién y
producen biomasas mas densas.

- Produccion de productos alimenticios. Incrementa la viabilidad de los
probidticos en los productos hasta el momento de su consumo.

- Viabilidad de los probidticos. La microencapsulacion puede mejorar
notablemente la viabilidad de los microorganismos probiéticos debido a sus efectos
protectores contra factores ambientales perjudiciales. Incrementar la viabilidad de
los probidticos permitirad incrementar la vida de anaquel de los productos.

- Nuevos métodos en produccion de alimentos. La encapsulacion especifica
de células probidticas puede causar tasas deseables de actividad metabdlica

celular.
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- Inmovilizacién de células probidticas. La inmovilizacion de células probioticas
puede realizarse usando el proceso de encapsulacion para hacer una dispersion
homogénea de las células a través del producto. Esto es importante especialmente
en productos de polifase y viscosos como la mayonesa.

- Correccién y mejora de las propiedades sensoriales de los productos
probidticos. En general, la acidez de los productos fermentados (tales como el
yogurt) producida por cultivos encapsulados es mas suave que la producida por

cultivos no encapsulados.

11.5.3 Factores que afectan la encapsulacion de probioticos

Diferentes parametros pueden ser considerados para evaluar la efectividad del
proceso de encapsulacion tales como el mantenimiento de la viabilidad después de
someterse a condiciones ambientales perjudiciales, la liberacion de las células y la
habilidad para recuperarse. Varios factores pueden influenciar los parametros

mencionados, entre los que destacan los siguientes: (Mortazavian y col., 2007)

- Caracteristicas de las capsulas con respecto a su entorno. La fuga de los
iones de calcio de las capsulas de alginato permite su descomposicion, por lo que
las capsulas de alginato deben evitar ambientes que contengan una alta acidez y
agentes quelantes.

- Recubrimiento de las capsulas. El recubrimiento de las céapsulas es una
manera eficiente de mejorar sus caracteristicas fisicoquimicas. Por ejemplo, el
recubrimiento de las capsulas de alginato las hace resistentes a los agentes
guelantes de iones de calcio.

- Concentracion de la solucién encapsulante y el didametro de las capsulas. Al
incrementar el diametro de las capsulas, sus efectos protectores contra los factores
ambientales drasticos se incrementa. En el caso de las soluciones de alginato, al
elevar su concentracion de 0.75% a 1.8%, se tienen notables efectos en la
viabilidad de L. acidophilus bajo condiciones gastricas simuladas.

- Condiciones ambientales. El tipo y la severidad de los factores ambientales

perjudiciales son algunos de los parametros mas importantes que reducen la
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efectividad de las capsulas. Por ejemplo, las capsulas toleran ambientes de baja
acidez, como del yogurt, mucho mas que en condiciones acidas severas como las
de los jugos gastricos.

- Modificacién de los materiales de las capsulas. La modificacion estructural
de los materiales de las cdpsulas puede hacerse mediante cambios estructurales
directos y/o por adicion de aditivos especiales. Adicionar glicerol como agente
crioprotector le confiere a las capsulas la habilidad de proteger las células contra la

congelacion.

[1.5.4 Métodos de encapsulacién de probioticos

Actualmente existen varios métodos para encapsular microorganismos, Como son
el método de extrusién, de emulsién y de coacervacion que proveen a las células
de buena proteccion, sin embargo, la mayor aplicacion de estos métodos ha sido a
nivel de laboratorio, ya que presentan dificultades para su escalamiento a nivel
industrial, especialmente costos elevados de produccién. El secado por aspersion
es un método de microencapsulacion con posibilidades de escalamiento a bajo
costo, sin embargo tiene limitantes importantes pues los microorganismos se ven
afectados por el propio proceso de encapsulacion, debido a las condiciones
agresivas a que se exponen durante el secado por aspersion (Sultana y col., 2000;
Gouin, 2004).

11.5.4.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion, es el método mas utilizado para la microencapsulacion en
la industria de los alimentos, es econémico y flexible, y produce productos de
buena calidad. Este proceso puede ser operado en una base continua, es de facil
escalamiento y de bajo costo, sin embargo, el proceso involucra factores como
altas temperaturas, deshidratacion y fuerzas de corte que al aplicarse
simultdneamente originan pérdidas en la viabilidad de las bacterias probidticas

(Mortazavian y col., 2007).
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El proceso involucra la dispersion del material a encapsular en una solucién de
polimeros, formando una emulsion o dispersion seguida de la homogenizacioén de
la mezcla y su atomizacion en una camara de secado con aire caliente. La
interaccion de la gota pequefia del liquido con el aire caliente resulta en un rapido
calentamiento y transferencia de masa y genera un producto en forma de polvo
fino, es decir, se evapora el solvente (agua) y se forman las microcapsulas.
Finalmente el polvo cae al fondo de la cabina y es separado del aire en el ciclon. La
vida de anaquel de un producto secado por aspersion se extiende debido a la
remocion de agua o humedad. Todos los procesos de secado por aspersion en la
industria de los alimentos se llevan a cabo en formulaciones acuosas de
alimentacion, por lo que el material encapsulante debe de ser soluble en agua a un

nivel aceptable y de viscosidad limitada (Goudin, 2004).

Varios estudios han demostrado que la encapsulacion por secado por aspersion es
efectiva en la proteccion de las células encapsuladas tanto en las condiciones del
proceso, como el ambiente en que se almacenan y su paso a través del tracto
gastrointestinal (Sultana y col., 2000; Talwalkar y Kailasapathy, 2003; Picot y
Lacroix, 2004; Champagne y Gardner, 2005; Mortazavian y col., 2007).

Para la eleccion de la cepa probidtica a encapsular se deben de considerar varios
aspectos, como son la facilidad de su produccién a nivel industrial, costo, efecto
biolégico deseado, competencia entre cultivos lacticos, asi como su adaptacion al
proceso al que serd sometida (Champagne y Gardner, 2005) como la tolerancia a
altos niveles de cizallamiento y condiciones de deshidratacion y calor en el caso del
secado por aspersion (Picot y Lacroix, 2004). Se ha observado que las
bifidobacterias tienen una tendencia mayor a resistir las condiciones del proceso de
secado por aspersion, asi como una mayor tolerancia de sus células encapsuladas
a las condiciones acidas del estbmago (Favaro-Trindade y Grosso, 2002; Picot y
Lacroix, 2004).
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Il HIPOTESIS

La sobrevivencia de Bifidobacterium breve se preservara en mayor numero en su
forma encapsulada en comparacibn con su forma libre, después de su
incorporacion y almacenamiento en queso Panela a 4°C y al ser sometida a

condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.
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V. OBJETIVOS

IV.1 General

e Estudiar la sobrevivencia de Bifidobacterium breve durante el proceso de
microencapsulacién mediante secado por aspersion con biopolimeros naturales,
asi como su sobrevivencia tanto de su forma libre como encapsulada durante su
almacenamiento en queso Panela y durante su exposicion a condiciones

simuladas del tracto gastrointestinal.

IV.2 Especificos

e Microencapsular mediante secado por aspersion células viables de B. breve
utilizando dos sistemas de materiales encapsulantes: por un lado una mezcla de
almidon alto en amilosa fosfatado por el método convencional (90%) y
concentrado de proteina de suero (10%), y por otro lado concentrado de proteina

de suero usado individualmente como material de referencia.

e Determinar la tasa de sobrevivencia de B. breve después del proceso de
microencapsulacion mediante secado por aspersion en los dos materiales de
pared a emplear.

e Adicionar en queso Panela las cédpsulas de materiales propuestos utilizando
como control microorganismos sin encapsular.

e Evaluar periodicamente la sobrevivencia de B. breve encapsulado y en su forma
libre en queso Panela durante un periodo de almacenamiento de 4 semanas a
4°C.

e Exponer las bacterias, encapsuladas y en su forma libre adicionadas a queso
Panela a los 14 dias de almacenamiento a condiciones gastrointestinales

simuladas y evaluar su tasa de sobrevivencia.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales
V.1.1 Materiales biolégicos

Para el desarrollo del estudio se trabajo con una cepa de coleccion ATCC 15700 de

B. breve.

V.1.2 Materias primas

Se utilizé almidén alto en amilosa fosfatado quimicamente con trimetafosfato de
sodio (STMP) (ver Anexo 1) y concentrado de proteina de suero como materias

primas para las capsulas.

Para la elaboracion del queso panela se utilizé leche cruda proveniente de un

establo local.

V.1.3 Materiales quimicos

Cisteina, fosfato monobasico y dibasico de sodio (Sigma Chemical Co.).

V.1.4 Antibi6ticos

Vancomicina de marca comercial.

V.2 Métodos
V.2.1 Modificacién y caracterizacion de los materiales
V.2.1.1 Fosfatacion por método convencional

La fosfatacion del almidon alto en amilosa se llevé a cabo en una suspension de
almidon de acuerdo al método propuesto por Paschall (1964) con algunas
modificaciones. A una suspension de almidon (56 g/100 ml de agua destilada) se le
adicion6 2.5 g de sal de trimetafosfato de sodio (STMP) por cada 100 g de almidon
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en base seca, y se ajustd a pH 8 utilizando una solucibn de NaOH al 5%. La
suspension se agitd por 1 h a temperatura ambiente, se colocd hasta sequedad a
45°C en una estufa (Binder 115-UL) y posteriormente se colocO en la estufa a
130°C durante 2 h. Las muestras se molieron en un triturador de alimentos. El polvo
se crib6 en una malla de apertura de 100 um y se almacend a temperatura
ambiente en una bolsa de polietileno cerrada para su posterior caracterizacion. La
cantidad de STMP utilizada se eligio en base a los resultados obtenidos por Lim y
Seib (1993).

V.2.1.2 Determinaciéon del grado de sustitucion de los materiales

modificados

El contenido de fésforo de los materiales modificados y sin modificar se determiné
siguiendo el método descrito por Smith y Caruso (1964). Se realizaron 3

repeticiones para cada analisis y se reporté el valor promedio.

El grado de sustitucion de calcul6 con la ecuacion:

GS = 162P/(3100-124P).

El porcentaje de fésforo se obtuvo de acuerdo a la siguiente formula:

% fosforo = (P x volumen de dilucion x 100)/(volumen de la alicuota x peso en g de

la muestra x1000).
Donde P = contenido de fésforo (mg/100 ml) en el almidén fosfatado.
Grado de sustitucion = (162 x % fésforo)/(3100 — 124 x % fosforo).

V.2.1.3 Determinacion del indice de solubilidad en agua (ISA) e indice de

absorcion de agua (IAA) del almidon fosfatado

Ambos indices se determinaron a los materiales fosfatados y sin fosfatar siguiendo
el método descrito por Anderson y col. (1969) con algunas modificaciones. Para

cada muestra, se pesaron 0.25 g en tubo de ensaye y se adicionaron 3 ml de agua
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destilada. Los tubos se mantuvieron a 30°C y en agitacion constante por 30 min.
Enseguida, se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se
decanté en un crisol de aluminio, puesto previamente a peso constante, y se
evaporé en una estufa a 105°C durante 2 h y el peso del residuo en el crisol se
registré6 como residuo de evaporacion. Por otra parte, el peso del pellet que quedd
en el tubo de ensaye se registré como residuo de centrifugacion.

Los indices de absorcion de agua (IAA) y de solubilidad en agua (ISA) se

calcularon de acuerdo a las siguientes relaciones:
ISA = (Peso del residuo de evaporacién x 100)/(Peso seco de la muestra)

IAA = (Peso del residuo de centrifugacion)/(Peso de la muestra — Peso del residuo

de evaporacion)

V.2.2 Caracterizacion de Bifidobacterium breve

V.2.2.1 Activacion de la cepa

El cultivo liofilizado de Bifidobacterium breve se activd mediante una transferencia
en 3 ml de caldo MRS suplementado con 0.05% (p/v) L-cisteina-HCI (MRS-c) bajo
condiciones de anaerobiosis a 37°C por 24 h.

V.2.2.2 Conteo de microorganismos

Como técnica para contar las unidades formadoras de colonia (UFC) de B. breve se
utiliz6 el método de siembra de extension por superficie. Se llevaron a cabo
diluciones decimales de las muestras en una solucion de peptona al 1%. Se
colocaron con una micropipeta 100 pl del medio con las células a contar sobre una
caja petri con agar MRS-c, el liquido de las células se extendio sobre el agar hasta
sequedad utilizando una varilla en forma de “L”. El agar se preparo de acuerdo a lo
especificado por el proveedor y se vacid en cajas petri estériles. Las cajas
sembradas se incubaron a 37°C durante 48 h en jarras anaerébicas utilizando

sobres generadores de didxido de carbono (BD GasPak*EZ Anaerobe Container
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System, USA). Transcurrido el tiempo de incubacién se contaron y registraron las
UFC de cada caja.

V.2.2.2.1 Conteo de B. breve en queso Panela

Para contar las células de B. breve viables en queso Panela se utilizé la técnica ya
descrita (ver V.2.2.2) con la diferencia de que el agar MRS-c se adicion6 de 5 mg/L
de vancomicina (MRS-cv), después de la esterilizacion, cuando el medio alcanzé
una temperatura aproximada de 40°C.Las diluciones de las muestras de queso
Panela se realizaron en una solucion amortiguadora de fosfatos. La solucién
amortiguadora de fosfatos se prepar6é con 33 ml de solucién 0.2 M de fosfato
monobdasico de sodio y 67 ml de solucion 0.2 M de fosfato dibasico de sodio.

V.2.2.3 Preparacion de la cepa para su microencapsulacion

La cepa probiotica activada (ver V.2.2.1) se inocul6é en 100 ml de caldo MRS-c y se
incubé a 37°C durante 18 h para obtener aproximadamente 10° UFC/ml en fase
logaritmica tardia. Las bacterias se recuperaron del medio mediante centrifugacion
a 4500 rpm por 15 min y se lavaron dos veces en solucion salina estéril al 0.085%
bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Después de los lavados se desechd
la solucion salina y se conservd el pellet de bacterias para ser utilizado en el

proceso de microencapsulacion.

V.2.3 Microencapsulacion de células de B. breve y caracterizacion

fisicoquimica de las capsulas obtenidas por secado por aspersion
V.2.3.1 Preparacién de materiales matriz

Se prepararon suspensiones acuosas con un contenido de soélidos de 10% de los
siguientes materiales encapsulantes: concentrado de proteina de suero (CPS) y
una mezcla de 90% de almidén alto en amilosa fosfatado por método convencional
y 10% CPS (90AAM10CPS). Las soluciones se homogenizaron durante 5 min en

un homogenizador a velocidad media; el pH se ajustdé a 7 con una solucion de
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NaOH al 2%, se calentaron a bafio maria durante 10 min a 80°C. Las suspensiones
se enfriaron a temperatura ambiente antes de agregar las bacterias. En cada
suspensién del material matriz se dispersaron aproximadamente 10° UFC/ml de
células de Bifidobacterium breve previamente lavadas y centrifugadas (ver V.2.2.3).
Antes de la microencapsulacion por secado por aspersion se tomo una muestra de
1 ml para determinar la concentracion de bacterias (ver V.2.2.2) antes del proceso

de secado.

V.2.3.2 Microencapsulacion de B. breve por secado por aspersion

El proceso de microencapsulacion se llevo a cabo en un secador por aspersion de
laboratorio marca Bichi, Modelo 191. Las condiciones de operacion del secador
fueron las siguientes: temperatura de aire de entrada 160°C, capacidad de bomba
de alimentacién 45% y capacidad de bomba de aspiracion 95%. Las capsulas se
recuperaron del vaso colector del producto del secador con una espatula estéril y
se almacenaron en frascos de vidrio estériles cerrados herméticamente y en
refrigeracién a 4°C para estudios posteriores. Antes de secar cada muestra, las
piezas del secador por aspersion se lavaron y desinfectaron con alcohol al 70%, y

se dejo que el alcohol se evaporara por completo antes de montar el equipo.

V.2.3.3 Determinacién de la viabilidad de B. breve después del proceso

de secado por aspersion

Se suspendieron por triplicado 0.5 g de capsulas de cada material en tubos con 4.5
ml de diluyente de peptona al 0.1%. Las suspensiones se agitaron en un vortex
(Thermolyne, tipo 37600 Mixer, USA) a velocidad maxima durante 1 min, y se
sembraron (ver V.2.2.2) para determinar la viabilidad de B. breve antes y después

del secado por aspersion.

V.2.3.4 Determinacion del contenido de humedad en las microcapsulas

El contenido de humedad de las microcapsulas se determind gravimétricamente

mediante secado en estufa con circulacion forzada a 105°C durante 2 h.
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V.2.4 Desarrollo de queso panela adicionado de probidticos

V.2.4.1 Elaboraciéon de queso Panela con adiciéon de Bifidobacterium

breve

Se prepar6 el queso Panela a partir de leche cruda de bovino que se filtr6 sobre
una manta de cielo y se depositd en una tina de acero inoxidable con chaqueta
alimentada con vapor. La leche se pasteurizé a 65°C por 30 minutos con agitacion
constante. Transcurrido ese tiempo, la leche se dejo enfriar a 35°C, una vez a dicha
temperatura la leche se inoculdé con una cepa comercial de cultivo lactico iniciador
de adicion directa (Lyofast, SACCO, ltalia) al 0.05%, posteriormente se le agrego
cloruro de calcio al 50% (40 ml para 100 litros de leche), el cual fue diluido en 10
veces su volumen con agua destilada estéril, se mezclé cuidando que la

temperatura se mantuviera a 35°C.

A continuacién se agregaron 25 ml de cuajo por cada 100 L de leche, el cuajo fue
disuelto en 10 veces su volumen en agua destilada estéril previo a su incorporaciéon
a la leche. Se mezcl6 perfectamente y se dejé reposar (aproximadamente 45 a 75

min) hasta que la prueba de la cuajada indico que estaba lista para cortarse.

Se cort6 la cuajada con liras horizontales y verticales, con el fin de obtener cubos
de 1 cm® para acelerar el desuerado del grano. Posteriormente se procedié a
cocinar la cuajada a 40°C por 30 min. Se hizo un desuerado parcial
(aproximadamente 2/3 partes del suero, o 50 a 60% del volumen de leche) y se
agrego 0.85% de sal en relacién a la cantidad de leche empleada y se agité por 10

min.

A la cuajada cocinada y salada se le retir6 el suero restante, se pesaron 100 g de la
cuajada, y se le adicion6 1 g de microcapsulas de B. breve (ver V.2.3.2), en el caso
de las células sin encapsular se adiciono el pellet de bacterias (ver V.2.2.3) que fue
resuspendido en 3 ml de leche descremada en polvo reconstituida en agua
destilada, con un contenido de soélidos de 10% (p/p) esterilizada a 115°C por 15

min. La cuajada y los probidticos se homogenizaron perfectamente con ayuda de
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cucharas de aluminio estériles. Se realizaron muestras de queso Panela
adicionadas de B. breve por triplicado, de acuerdo al material con el cual fue

encapsulado el probiotico: CPS, 90AAM10CPS y células sin encapsular.

La pasta con los probidticos se moldeé en canastos limpios y hervidos con
capacidad aproximada de 100 g, se dejaron desuerar los quesos apilando un
canasto encima de otro durante 20 minutos, luego se voltearon los quesos en el
mismo canasto y se dejaron desuerar 15 minutos mas. Por ultimo se empacaron los

guesos en bolsas de polietileno con cierre tipo zip-lock y fueron refrigerados a 4 °C.

La viabilidad de las bifidobacterias se determindé por recuento en placa (ver
V.2.2.2.1) y fue monitoreada al momento de empacar el queso (semana cero) y
semanalmente durante cuatro semanas de su almacenamiento en refrigeracion a
4°C.

V.2.4.2 Andlisis proximal del queso Panela con probioticos

Las determinaciones de la composicién del queso Panela con probidticos se

realizaron al cabo de 24 h después de la produccion (ver Anexo 2).

V.2.4.2.1 Humedad

Se determind con el método de secado en horno a 105°C descrito en el método
926.08 de la AOAC (2000) mediante diferencia de pesos.

V.2.4.2.2 Grasa

Se determind con el método de Gerber-Van Gulik descrito en la Norma Mexicana

NMX-F-100-1984 para la determinacion de grasa butirica en quesos.

V.2.4.2.3 Proteina

Se determind mediante el calculo del contenido proteico basado en el método
920.123 de la AOAC (2000), que determina el contenido total de nitrogeno en la

muestra mediante el método Kjeldahl.
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V.2.4.2.4 Carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales se determind por célculo de la diferencia de

100 % y la suma de los porcentajes de humedad, grasa y proteina.

V.2.5 Tolerancia a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

A los 14 dias (muestras de seccidon V.2.4.1) de almacenamiento, se evalud in vitro
la sobrevivencia de las células encapsuladas y en su forma libre adicionadas al
gueso Panela, en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, de acuerdo a lo
reportado por Charteris y col. (1998) y Blazenka y col. (2000) con algunas

modificaciones.

Para la exposicion de las muestras a condiciones gastricas simuladas se
adicionaron 3 ml de saliva artificial y 24 ml de jugo géstrico simulado a 3 g de la
muestra de queso Panela con probidticos, se homogenizaron las muestras
manualmente por 1 minuto y fueron colocadas a 37°C durante 2 h. Se monitoreo la
cuenta viable (ver V.2.2.2.1) recién colocados la saliva y el jugo gastrico simulado y
a las 2 horas de residencia en estas soluciones. A continuacién fueron expuestas
las muestras a condiciones intestinales simuladas. Para ello se tomaron 25 ml de
las suspensiones y se centrifugaron a 6000 rpm por 5 minutos. Se decanté el
sobrenadante y sobre la pastilla se adicion6 1 ml del sobrenadante recién
decantado mas 27 ml de jugo intestinal simulado, las muestras se colocaron a 37°C
durante 4 horas. La cuenta viable de estas suspensiones se determind recién

agregado el jugo intestinal simulado, alas 2 hy a las 4 h de residencia.

La saliva artificial se preparé diluyendo 6.2 g de cloruro de sodio, 2.2 g de cloruro
de potasio, 0.22 g de cloruro de calcio y 1.2 g de bicarbonato de sodio en 1 L de
agua destilada. La mezcla se esterilizo a 121°C durante 15 min. Los jugos gastrico
e intestinal simulados se prepararon el dia del experimento. Para el jugo gastrico
simulado se resuspendieron 3 g de pepsina en 1 L de solucién salina estéril al 0.5%

acidificada a pH 2 con acido clorhidrico 0.1 M. EIl jugo intestinal simulado se
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prepard con 1 g de pancreatinay 1.5 g de sales biliares en 1 L de solucion salina al
0.5% estéril, el pH se ajusto a 8 con solucién de NaOH 0.1 M.

V.2.6 Analisis de datos experimentales

Los tratamientos fueron aleatorizados y fueron analizados por triplicado para su
aplicacion. La viabilidad de los microorganismos encapsulados fue la variable

respuesta durante el trabajo experimental. Hubo dos fases experimentales:

1. Comparacion de materiales encapsulantes. En este caso el disefio
estadistico que se utilizd para la microencapsulacién fue de un factor de 2
niveles (CPS, 90AAM10CPS).

2. Para la evaluacion de la viabilidad durante el almacenamiento a 4°C y la
tolerancia a dos condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (pH 2.0 y
pH 8.0 a 37°C) se empled un disefio de un factor de tres niveles, los dos ya
mencionados para la microencapsulacion en el punto 1, méas el

correspondiente a las bifidobacterias sin capsula.

Los datos experimentales se analizaron mediante un analisis de varianza y se
compararon las medias entre si utilizando una prueba de Tukey. Todos los analisis

se realizaron con el programa JMP versién 5.0.1.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Microencapsulacion de Bifidobacterium breve con concentrado de proteina
de suero (CPS) y una mezcla de 90% de almiddn alto en amilosa fosfatado
por método convencional y 10% de concentrado de proteina de suero
(90AAM10CPS) y determinacion de la viabilidad del probiotico después del

proceso de secado por aspersion

En la Figura 1 se muestra el efecto del proceso del secado por aspersion sobre la
viabilidad de B. breve en funcion del material matriz con el que se encapsuld. Se
observa que la viabilidad de B. breve fue mayor en las capsulas de CPS que en las
capsulas de 90AAM10CPS una vez terminado el proceso de encapsulacién por

secado por aspersion.
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Secado por aspersion

Figura 1. Viabilidad de B. breve en la suspension acuosa de los materiales matriz
(antes del secado por aspersion) y una vez encapsulado (después del secado por

aspersion).
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La viabilidad de B. breve en la suspension acuosa de CPS inici6 con 9.1 ciclos
logaritmicos y en la suspension acuosa de 90AAM10CPS fue de 9.06 ciclos
logaritmicos. Una vez sometidas las suspensiones al proceso de secado por
aspersion, la viabilidad que presentd B. breve encapsulado fue de 8.7 y 8.3 ciclos

logaritmicos para las capsulas de CPS y 90AAM10CPS respectivamente.

Cuadro 2. Disminucion de la viabilidad de B. breve durante su encapsulaciéon por

secado por aspersion en los materiales matriz.

Material Disminucion promedio de la viabilidad de )
Error estandar
encapsulante B. breve Log (UFC/ml)
CPS 0.43019 0.14719
90AAM10CPS 0.71561 0.02456

En el Cuadro 2 se muestra la disminucion de la viabilidad total de B. breve por cada
material encapsulante. De acuerdo a lo observado las bacterias de B. breve
encapsuladas con CPS presentaron la menor disminucion de su viabilidad total. Sin
embargo no existe diferencia significativa (P > 0.05) entre la disminucion de la

viabilidad de las capsulas de 90AAM10CPS respecto a las capsulas de CPS.

VI.2 Evaluacién de la sobrevivencia de B. breve encapsulado y en su forma

libre en queso Panela a 4°C

En la Figura 2 se muestra el crecimiento de B. breve, encapsulado en CPS,
90AAM10CPS vy sin encapsular, adicionado a queso Panela, durante su

almacenamiento a 4°C en un periodo de cuatro semanas.

Se observa que en los dos materiales matriz y en las células sin capsula, se
presentd la misma tendencia de B. breve de incrementar su viabilidad durante las
primeras dos semanas, manteniéndose sin cambio significativo los recuentos entre

la semana tres y cuatro de almacenamiento. En la semana cero el queso Panela
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adicionado de B. breve mostro conteos iniciales de 7.3, 6.8 y 8.6 ciclos logaritmicos
para los materiales matriz CPS, 90AAM10CPS vy sin capsula respectivamente. Al
cabo de cuatro semanas de almacenamiento a 4°C los conteos de B. breve fueron
de 8.6, 8.9 y 9.2 ciclos logaritmicos para los materiales matriz CPS, 90AAM10CPS

y sin capsula respectivamente.
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Figura 2. Sobrevivencia de B. breve encapsulado en CPS, 90AAM10CPS y sin

encapsular, adicionado a queso Panela durante su almacenamiento a 4°C.

A pesar de que los conteos iniciales de los tres tratamientos fueron diferentes se
observd un crecimiento significativo en las muestras de queso adicionadas de las
células encapsuladas en ambos materiales de pared, siendo mas pronunciado el
crecimiento en la muestra 90AAM10CPS en el que se redujo la diferencia en ciclos
logaritmicos de 1.8 a 0.6 con respecto a la muestra con células sin encapsular y de
0.5 a 0.3 UFC/g con respecto a la muestra de células encapsuladas con CPS, en

los recuentos del tiempo 0 y 4 semanas respectivamente.
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VI.3 Evaluacién de la sobrevivencia de B. breve encapsulado y en su forma
libre adicionado a queso Panela, durante su exposicion a condiciones

simuladas del tracto gastrointestinal

En la Figura 3 se muestra el cambio de la sobrevivencia de B. breve, encapsulado
en CPS, 90AAM10CPS vy sin encapsular, adicionado a queso Panela, durante su
exposicion a las condiciones simulas del tracto gastrointestinal (pH 2.0 y pH 8.0 a

37°C) alos 14 dias de almacenamiento a 4°C.

Durante la exposicién a las condiciones gastricas simuladas, no se aprecié una
disminucién significativa en la sobrevivencia de B. breve tanto encapsulado en
CPS, 90AAM10CPS vy sin capsula, al cabo de dos horas de residencia en la

solucion gastrica.

Las células sin encapsular mostraron la mayor sensibilidad al cambio de pH del
medio gastrico e intestinal (2.0 y 8.0 respectivamente) registrdndose una

disminucién de la viabilidad de mas de un ciclo logaritmico con el cambio de medio.

Cuadro 3. Disminucién de la viabilidad de B. breve, encapsulada en CPS,
90AAM10CPS y sin encapsular, adicionado a queso Panela, durante su exposicién

a condiciones gastrointestinales simuladas.

Material Disminucion promedio de la viabilidad de
Error estandar
encapsulante B. breve Log (UFC/Q)
CPS 0.16866 0.16874
90AAM10CPS 0.38207 0.01731
Sin capsula 1.39278 0.03402
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Figura 3. Sobrevivencia de B. breve encapsulado en CPS, 90AAM10CPS vy sin encapsular, adicionado a queso Panela

durante su exposicion a condiciones gastricas e intestinales simuladas.
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De manera similar se observd que las muestras de queso con B. breve sin
encapsular presentaron la mayor disminucion de viabilidad al cabo de cuatro horas
de residencia en la solucion intestinal, mientras que no se aprecio una disminucion
tan notable en las muestras de queso Panela con las capsulas de CPS y
90AAM10CPS.

En el Cuadro 3 se muestra la disminucion de la viabilidad total de B. breve en cada
tratamiento. De acuerdo a lo observado las bacterias de B. breve encapsuladas con
CPS y 90AAM10CPS presentaron la menor disminucion de su viabilidad total, no
existiendo diferencia significativa (P > 0.05) entre la disminucion de la viabilidad de
las capsulas de 90AAMI10CPS respecto a las capsulas de CPS. La mayor
disminucién en viabilidad total de B. breve se observo en las bacterias sin capsula,
donde su pérdida de viabilidad al término de su exposicion a las condiciones

simuladas del tracto gastrointestinal fue de 1.4 ciclos logaritmicos.
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VIl.  DISCUSION

VIl.1 Microencapsulacion de Bifidobacterium breve con concentrado de proteina
de suero (CPS) y una mezcla de 90% de almiddn alto en amilosa fosfatado
por método convencional y 10% de concentrado de proteina de suero
(90AAM10CPS) y determinacion de la viabilidad del probiotico después del

proceso de secado por aspersion

En la Figura 1 se observa que los materiales matriz CPS y 90AAM10CPS,
mostraron una tendencia similar en la proteccion de B. breve durante el proceso de
secado por aspersion. Es importante mencionar que las capsulas de B. breve en
CPS fueron de dificil manejo en el secador por aspersion (y en su empleo posterior
para incorporarse a queso Panela), pues las cépsulas tendian a quedarse
adheridas en el interior del equipo, por lo que la recuperacion del producto seco al
final del proceso fue mucho menor en relacién con las que se recuperaron de
90AAM10CPS.

El resultado obtenido de la preservacion de la viabilidad de B. breve coincide con lo
reportado por Castro (2010), quien observd una disminucion de entre 0.3 y 0.6
ciclos logaritmicos en la viabilidad de B. breve (ATCC 15700) durante su
encapsulaciéon en concentrado de proteina de suero asi como en mezclas con
almidon alto en amilosa fosfatado por método convencional y por extrusion, por
medio de secado por aspersion. Dicho resultado puede atribuirse a una alta
tolerancia de B. breve al calor, ademas de la proteccién brindada por los materiales

encapsulantes (Castro, 2010).

En el Cuadro 2 se muestra la disminucion de la viabilidad total de B. breve por cada
material encapsulante, y como puede observarse, el material que confiri6 menor
disminucién de la viabilidad fue CPS. Sin embargo es importante destacar que no
existe diferencia significativa entre la disminucion de la viabilidad de las capsulas
de 90AAM10CPS respecto a las capsulas de CPS. Con lo anterior podemos decir
gue la combinacion de un pequefio porcentaje de CPS (10%) con almidon alto en

amilosa fosfatado por método convencional, brinda una proteccion a las células de
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B. breve durante el proceso de secado muy similar a la proteccion brindada por
CPS por si solo. EI CPS representa el material de referencia en este estudio, ya
gue ha sido probado para la proteccion de bacterias probidticas durante su
almacenamiento en yogurt y exposicion a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal (Picot y Lacroix, 2004; Castro, 2010).

Para poder realizar la comparacion de la viabilidad de B. breve antes y después del
proceso de secado por aspersion (Figura 1) fue necesario hacer un ajuste en las
unidades de los microorganismos viables en las capsulas, siguiendo el ajuste de

unidades de peso (g) por unidades de volumen (ml) descrito por Castro (2010).

VII.2 Evaluacion de la sobrevivencia de B. breve encapsulado y en su forma

libre en queso Panela a 4°C

En la Figura 2 se muestra el cambio de la sobrevivencia de B. breve, encapsulado
en CPS, 90AAM10CPS vy sin encapsular, adicionado a queso Panela, durante su
almacenamiento a 4°C en un periodo de cuatro semanas. Se puede observar un
aumento en el nimero de células de B. breve con respecto a su namero inicial
desde la semana cero hasta la semana cuatro para los tres tratamientos. Aunque
no se mostré disminucion en la viabilidad de B. breve durante el almacenamiento
en queso panela a 4°C, la sobrevivencia de la cepa ATCC 15700 de B. breve,
utilizada en este estudio fue mayor en los materiales encapsulantes utilizados que
la reportada por Castro (2010), quien obtuvo una disminucion de entre 0.5y 1.4
ciclos logaritmicos de B. breve encapsulado en materiales modificados por método
convencional y en su forma libre al cabo de 28 dias de almacenamiento en yogurt a
4°C. Esta diferencia en la sobrevivencia de B. breve puede atribuirse a las
caracteristicas de la matriz en la cual se almacend (yogurt y queso), las
bifidobacterias requieren ambientes anaerdbicos y pH neutro para sobrevivir y
mantener sus nimeros por arriba de 10° UFC/g, pero no todos los alimentos
pueden proveer ambientes Optimos para el crecimiento de las bifidobacterias, el

gueso, sin embargo, provee un ambiente que puede conducir a prolongar la
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sobrevivencia de estas bacterias (valores de pH mas elevados, mayor contenido de
grasa y una consistencia mas sélida) (Boylston y col., 2004).

VII.3 Evaluacion de la sobrevivencia de B. breve encapsulado y en su forma
libre adicionado a queso Panela, durante su exposicion a condiciones

simuladas del tracto gastrointestinal

Al exponer las muestras de queso Panela almacenadas por 14 dias, con B. breve
encapsulado y en su forma libre a condiciones simuladas géstricas (pH 2) no hubo
diferencias significativas en la disminucion de la viabilidad de las bacterias
encapsuladas o libres al cabo de dos horas de exposicién. Este mismo resultado
fue obtenido por Castro (2010), quien lo atribuyé a que las bacterias de B. breve
estaban ya adaptadas a un pH acido al ser el pH del yogurt de 4.5. Sin embargo, en
este estudio las bacterias se encontraban adaptadas a un pH méas neutro (pH de
6.1 correspondiente al queso Panela). Chéavarri y col. (2010) reportaron que la
sobrevivencia de B. biffidum fue de 8.9 ciclos logaritmicos (partiendo de una
poblacion inicial de 9.38 ciclos logaritmicos) en microesferas de alginato después
de 120 min de exposicién a jugo gastrico simulado, mientras que las células de B.
biffidum libres tuvieron una disminucion dramatica de mas de 9 ciclos logaritmicos
al cabo de una hora de residencia en el jugo gastrico simulado. Chavarri y col.
(2010) realizaron su estudio utilizando B. biffidum encapsulado y en su forma libre,
sin incorporarlo a ningun alimento vehiculo, por lo que con nuestros resultados
podemos atribuir un efecto protector no sélo por la conferida por la capsula sino
también por parte del alimento vehiculo en el cual se adicionan las bacterias, con lo
gue aun las bacterias sin capsula pueden mantener una viabilidad considerable
durante las condiciones gastricas simuladas, ademas de las caracteristicas de

resistencia propias de la cepa de B. breve utilizada.

Durante la exposicion a condiciones intestinales simuladas (pH 8) se observé una
disminucién significativa de la viabilidad de las bacterias sin encapsular, mientras
gue las bacterias encapsuladas con CPS y 90AAM10CPS no mostraron diferencia

significativa con respecto a la disminucion de la viabilidad total durante su
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exposicion a las condiciones gastrointestinales simuladas (Figura 3). Estos
resultados se contraponen con lo reportado por Castro (2010), quien reporta una
disminuciéon de la viabilidad de B. breve de 1.4, 1.8 y 4.3 ciclos logaritmicos en
muestras de yogurt adicionado de B. breve encapsulado en matrices de CPS, de
una mezcla de almidén modificado por método convencional con CPS y con
células sin encapsular respectivamente, durante su exposicion a condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, mientras que en este estudio la viabilidad de
B. breve encapsulado en CPS y 90AAM10CPS disminuyé en menos de 0.5
unidades logaritmicas, y las células sin capsulas alcanzaron una reduccién de 1.4
ciclos logaritmicos, lo cual puede atribuirse a la diferente proteccion brindada a las
células tanto encapsuladas como no encapsuladas por los dos diferentes vehiculos

lacteos utilizados (Cuadro 3).

Los resultados de la sobrevivencia de B. breve en su forma libre adicionado a
gueso Panela de este trabajo, coinciden con el resultado obtenido por Makelainen y
col (2009), quienes obtuvieron una reduccién de poco menos de 2 ciclos
logaritmicos de L. acidophilus y L. rhamnosus contenidos en muestras de un queso
Gouda semi-suave después de haberse sometido a una simulacion de las
condiciones del tracto gastrointestinal. Ha sido reportado que el queso debido a su
alta capacidad amortiguante y el contenido lipidico de la matriz puede proveer
proteccién a los probiéticos durante su paso a través del transito gastrointestinal
(Kailasapathy y Chin, 2000; Vinderola y col., 2000). Esta situacion fue corroborada
al comparar la sobrevivencia de la cepa de B. breve utlizada cuando fue
almacenada en yogurt y en queso Panela, registrandose una mayor sobrevivencia

del microorganismo en el queso Panela.
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VIII. CONCLUSIONES

El material de pared utilizado para la microencapsulacién de la cepa ATCC 15700
de B. breve mediante secado por aspersidén consistente en una mezcla de almidon
alto en amilosa fosfatado por método convencional (90%) y concentrado de
proteina de suero (10%), brindé una proteccion muy similar al microorganismo
comparada a la conferida por el concentrado de proteina de suero usado

individualmente como material microencapsulante de referencia.

El queso Panela mostré ser un buen vehiculo para la incorporacion de B. breve
encapsulado y en su forma libre, permitiendo una sobrevivencia de la cepa en
ndmeros suficientes (>10° UFC por gramo de queso) durante su almacenamiento a

4°C y durante su exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.

La sobrevivencia de B. breve se preservd en mayor namero en su forma
encapsulada en comparacion con su forma libre, durante su almacenamiento en
gueso Panela a 4°C y al ser sometida a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Caracterizacion del almidon alto en amilosa fosfatado por método

convencional

Las muestras de almidén fosfatado por método convencional fueron caracterizadas
con respecto al porcentaje de fésforo y grado de sustituciéon. La cantidad maxima
de fésforo permitida en alimentos para almidones modificados es de 0.4%
equivalente a un grado de sustitucion de 0.02.

Por otro lado se determinaron el indice de solubilidad (ISA) e indice de absorcién
de agua (IAA) de los almidones preparados. (ver.V.2.1.2 y V.2.1.3). Para cada
determinacién se realizaron tres repeticiones de las cuales se reporta el valor
promedio (Cuadro Al).

Cuadro Al. Caracterizacion del almidén alto en amilosa fosfatado por método

convencional.

Porcentaje de Grado de indice de solubilidad indice de absorcion
fésforo (%) sustitucion en agua (ISA) de agua (IAA)
0.295 0.015 2.41 1.06

Anexo 2. Analisis proximal del queso Panela con probioticos

Se llevaron a cabo las determinaciones de humedad, grasa, proteina y
carbohidratos totales de acuerdo a lo reportado en la metodologia (ver V.2.4.2.1,
V.2.4.2.2,V.2.42.3y V.2.4.2.4). Las determinaciones de la composicion del queso
Panela con probidticos se realizaron al cabo de 24 h después de la produccion.
Para cada determinacion se realizaron dos repeticiones y se reporta el valor
promedio (Cuadro A2). La composicion del queso panela con probidticos cumplié
con lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994.
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Cuadro A2. Analisis proximal del queso Panela con probidticos.

Componente  Porcentaje (%)

Agua 52.14
Carbohidratos 2.8
Proteinas 18.06
Lipidos 27
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