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RESUMEN

El estrés, los malos habitos alimentarios y el abuso de antibiéticos son sélo
algunos de los factores que pueden afectar negativamente el equilibrio necesario
de nuestra flora intestinal. La ingestién de probidticos en nuestra dieta diaria,
ayuda a mantener una flora intestinal balanceada y saludable disminuyendo la
susceptibilidad de sufrir infecciones de estbmago y del intestino. El desarrollo de
"alimentos funcionales” constituye una gran oportunidad a contribuir a la calidad
de la dieta y la seleccion de alimentos que puede afectar positivamente a la salud
y bienestar del individuo. De los alimentos funcionales que se comercializan en
México, los probidticos son los que tienen mayor mercado. El objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto de la incorporacion de microorganismos probidticos
(L. casei ATCC 334) microencapsulados mediante secado por aspersion en la
manufactura y calidad de un yogurt estilo griego, evaluar la sobrevivencia del
microorganismo a lo largo de su almacenamiento en yogurt en su forma
encapsulada y su forma libre durante 28 dias a 4°C y en condiciones
gastrointestinales simuladas (TGI) después del periodo de almacenamiento, asi
como sus propiedades reoldgicas. Se utilizd una matriz de aislado de proteina de
suero (APS) como agente encapsulante. La viabilidad de L. casei ATCC 334 fue
determinada en agar MRS adicionado con vancomicina (MRS-V). Para el estudio
se evaluaron 3 tratamientos: yogurt control, yogurt con probiéticos libres y yogurt
con los probiéticos microencapsulados. Las bacterias mostraron una
sobrevivencia al proceso de secado mayor a 94%. Al término del
almacenamiento, ninguno. de los tratamientos mostré diferencias significativas
entre la cantidad inicial y final de células viables de L. casei. No se observaron
diferencias significativas en ambos tratamientos al exponerse durante 2 horas a
jugo gastrico artificial (pH 2); al ser expuestas a condiciones intestinales
simuladas (pH-8), se evidencié una disminucion de la viabilidad de células de L.
casei en células libres registrandose una diferencia significativa con respecto a
las células encapsuladas. Las evaluaciones de viscosidad, textura y propiedades
reolégicas en las 3 muestras de yogurt a las 24 horas y a las 2 semanas de
almacenamiento a 4°C mostraron un incremento en estos parametros durante el
tiempo de monitoreo. El porcentaje de sinéresis fue menor en el tratamiento de
células microencapsuladas (similar al control). Se obtuvo un producto funcional
con buenas caracteristicas de textura y viscosidad. ElI proceso de
microencapsulacion tuvo un efecto protector en el probidtico durante el
almacenamiento y exposicion a condiciones simuladas del TGI.

vi



1. ANTECEDENTES
1.1 Alimentos funcionales

Actualmente, existe una tendencia mundial hacia una alimentacion mas saludable
por lo que los consumidores demandan cada vez méas productos naturales y
funcionales. Este tipo de alimento es el que proporciona beneficios para la salud
mas alla de la nutricion basica y, ademas, es capaz de mejorar una o varias
funciones en el organismo. Esa funcionalidad se consigue mediante diferentes
estrategias: maximizar la presencia de un compuesto funcional en el propio
alimento, la incorporacion externa de un componente bioactivo, el incremento de la

biodisponiblidad del compuesto de interés, entre otros (Campora, 2016).

La incorporacion de bacterias de origen intestinal en la dieta humana corresponde
a los efectos benéficos que estas bacterias confieren al metabolismo intestinal, lo
cual ha dado lugar a la aparicion de una nueva generacion de alimentos

funcionales (Champagne et al., 2005).

Los alimentos funcionales pueden ser definidos como alimentos modificados o
ingredientes alimentarios que puedan proveer beneficios a la salud, superiores a
los ofrecidos por los alimentos  tradicionales, cuyo efecto puede ayudar en el
mantenimiento del estado de salud como en la reduccion del riesgo de padecer
alguna enfermedad (Ramirez et al., 2006). Pueden ser un alimento natural, un
alimento al que se haafadido, eliminado o modificado un componente por medios
biotecnolégicos, un alimento en el que se ha modificado la biodisponibilidad de
uno o mas de sus componentes 0 una combinacion de cualquiera de estas

posibilidades.

Actualmente la Asociacion Americana Dietética (ADA) ha categorizado a los

alimentos funcionales como se observa en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Categorias de Alimentos Funcionales (ADA, 2009).

Alimentos convencionales | Alimentos no modificados

Alimentos modificados Alimentos fortificados, enriquecidos o mejorados

Alimentos medicinales Alimentos formulados para ser consumidos o

administrados bajo supervision médica

Alimentos  para  usos | Alimentos infantiles, hipoalergénicos y alimentos
dietéticos especiales gue se ofrecen para descenso de peso

Ciertos alimentos presentan una gran diversidad de funciones especiales.
Algunas de estas funciones pueden dar origen a la reduccién del riesgo o a la
prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades (a estos componentes también
se les conoce como nutracéuticos), a la mejoria de algunas funciones corporales y

a su utilizacién como suplementos para dietas especiales (Silva, 2003).

Para adaptarse a las regulaciones de los diferentes paises, se han propuesto
diferentes criterios y métodos que permitan demostrar la existencia de una
relacion entre el consumo de estos alimentos y la disminucion de los riesgos de
enfermedades cronicas, o bien que favorezcan la salud fisica y mental de los
individuos. Este avance metodolégico ha facilitado el desarrollo de una Ciencia de
los Alimentos. Funcionales, que se preocupa por resolver interrogantes como las

que a continuacion se detallan:

a) 'ldentificar interacciones beneficiosas entre el alimento y uno o mas
funciones fisioldgicas y obtener evidencias acerca del mecanismo de estas
interacciones.

b) Identificar y validar marcadores relevantes a las funciones y su modulacion

por los componentes del alimento.



c) Formular hipotesis a ser ensayadas en estudios clinicos controlados en
humanos.
d) Desarrollar metodologias de evaluacion, utilizando técnicas que sean
minimamente invasivas y, en consecuencia, aplicables a poblaciones,
e) Garantizar la inocuidad de su consumo.
(Araya, 2003).

En México, aunque el término de alimentos funcionales se utiliza familiarmente
entre la comunidad cientifica, a la fecha no hay leyes que reglamenten

especificamente el uso de estos alimentos (Alvidrez-Morales, 2002).

En los ultimos afos los alimentos funcionales han tenido una creciente demanda.
Existe una conciencia creciente entre los consumidores de la importancia de la
dieta en el estado de salud, lo que se ve acentuado por el envejecimiento de la
poblacién y el incremento de la expectativa de vida. El desarrollo de "alimentos
funcionales” constituye una gran oportunidad de contribuir a la calidad de la dieta y
la seleccién de alimentos que pueden afectar positivamente a la salud y bienestar
del individuo. (Ramirez et al., 2006). Los alimentos funcionales pueden ser
alimentos naturales, alimentos a los que se les ha adicionado, removido o
modificado algiin componente o-a los que se les ha modificado la biodisponibilidad
de alguno de ellos (llianes, 2015). Entre éstos, se encuentran los alimentos
funcionales adicionados de probidticos o prebidticos, o de ambos, llamados

simbidticos (Champagne et al., 2005).

La aceptacion de estos alimentos se relaciona con diversos factores: gusto,
calidad, precio, comodidad, fiabilidad de las declaraciones en etiqueta, familiaridad
con el producto, naturaleza de la compafia oferente, forma de comunicar los
efectos en la salud y de los conocimientos y conciencia que se tengan sobre los
mismos, reflejando la importancia y necesidad de comunicar e informar a los
consumidores con mensajes sencillos, claros y de facil comprension (Millone,
2011).



1.2 Probidticos

Las bacterias probioéticas, definidas como "microorganismos Vivos, que en ciertos
casos ejercen beneficios de salud mas alla de la nutricion basica inherente", se
han convertido en un tema importante de la investigacion de bacterias acido

lacticas en los ultimos 20 afios (Maragkoudakis et al., 2006).

La FAO (Organizacion de Alimentos y Agronomia de las Naciones Unidas) y la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud) recomiendan la descripcion de
probidticos como “microorganismos vivos que cuando son administrados en
cantidad adecuada, confieren beneficios en la salud del huésped” (Ross et al.,
2005).

Estos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son también
conocidas corno bioterapéuticos o bioprotectores 'y se utilizan para prevenir las

infecciones gastrointestinales (Ramirez et al., 2006).

Los criterios que debe cumplir un microorganismo para considerarse probidtico
incluyen que la cepa sea de origen humano, segura para su uso y estable en
ambiente 4cido y en presencia de sales biliares. Ademas, deben llegar viables y
establecerse en el colon, adhiriéndose al epitelio intestinal para sobreponerse a

las condiciones de estrés (Baeza, 2008).

La eficiencia de las bacterias probidticas depende de la cantidad y de la viabilidad
gue estos microorganismos mantengan durante el almacenamiento, vida de
anaquel del producto al que se adicionan y su sobrevivencia en el tracto intestinal.
(Kailasapathy y Chin, 2000). Se ha sugerido que los alimentos probidticos deben
contener al menos 10 microorganismos vivos por g o mL de producto al momento

del consumo para producir beneficios terapéuticos (Shah, 2000).

Durante el procesado y almacenamiento de los alimentos, las bacterias probidticas
son expuestas a diferentes factores como estrés oxidativo, cambios de acidez y
temperatura entre otros que comprometen su viabilidad. La viabilidad de los

probioticos disminuye rapidamente en productos lacteos fermentados



almacenados a temperaturas superiores a la de refrigeraciéon. Ademas, durante su
paso por el tracto gastrointestinal, los probioticos son adversamente afectados por
la accion de enzimas como pepsina y bajos valores de pH en el estbmago, asi
como al antagonismo asociado con la actividad antimicobiana de las sales biliares
y enzimas poteoliticas predominantes en el intestino (Tripathi y Giri, 2014; El-
Salam y EI-Shibiny, 2015).

Dado que la adicion de bacterias vivas tiene algunos problemas tecnolégicos y
podrian aparecer efectos secundarios, se ha recurrido a sustancias que estan de
manera natural en los alimentos o que pueden afiadirse a éstos y que favorecen la
presencia y las acciones de los microorganismos probioticos, como los prebiéticos,
los cuales son componentes no digeribles de un alimento que al ingerirse
promueven el crecimiento y establecimiento de microorganismos beneficiosos de
la flora intestinal. La mezcla de ambos, probidticos y prebioticos, es denominada
“simbidtico”. Esta mezcla simbidtica mejora la supervivencia e implantacion de los
microorganismos suplementados con la dieta. La presencia en un solo alimento de

pro y prebidticos constituye los simbidticos (Ferrer Lorente, 2001).

Para que un ingrediente alimenticio pueda ser clasificado como prebiotico debe
cumplir los siguientes requisitos: - no debe ser hidrolizado u absorbido en la parte
superior del tracto gastrointestinal; debe ser un sustrato selectivo tanto para una o
varias bacterias comensales benéficas al colon, que son estimuladas en su
crecimiento y metabélicamente activas; deben ser capaces de alterar la flora en

favor de una composicion mas saludable (Baeza, 2008).

Entre los posibles candidatos se encuentran, los carbohidratos no digeribles (oligo
y polisacéridos), algunos péptidos y proteinas, ciertos lipidos (tanto ésteres como
eteres). Debido a su estructura quimica, dichos compuestos no logran ser
absorbidos por la parte superior del tracto gastrointestinal, ni hidrolizados por
enzimas humanas. Tales ingredientes pueden ser llamados “alimentos colénicos”,
entre los cuales los carbohidratos no digeribles se encuentran de manera natural.

Entre estos ultimos destacan: el almidon resistente, los polisacaridos vegetales,



hemicelulosas, pectinas, gomas, asi como los oligosacaridos no digeribles. Los
probidticos ejercen acciones diversas sobre la salud mediante distintos
mecanismos de accién. Actdan acidificando la Iluz intestinal, segregando
sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos patdgenos,
consumiendo nutrientes especificos 0 uniéndose competitivamente a los
receptores intestinales de forma que mantienen la flora intestinal y evitan la accion

de microorganismos patdgenos (Baeza, 2008).

Cuadro 2. Ejemplos de microorganismos probioticos y sus efectos reportados

(Silva, 2003).
Especie Efectos Reportados Otra informacioén
Lactobacillus
L. acidophilus -Estimulacién del sistema | Actualmente
inmunolégico usados en

-Balance de la flora | productos

intestinal probioticos (Nestlé,
-Reduccién de enzimas | Suiza, por ejemplo).
fecales Los efectos pueden variar
-Antitumoral dependiendo en la

-Reduccion del colesterol | especie.

serolégico

-Coadyuvante de
vacunas

-Prevencion de

constipacion
-Prevencion de la

iniciacion del cancer

L. brevis Balance de la flora | Actualmente usado en

intestinal productos probioticos

L. casei subespecie | *Estimulacion del sistema | Actualmente usado

rhamnosus inmunoldgico en productos




» Balance de la flora
intestinal

* Reduccion de enzimas
fecales

* Antitumoral

* Prevencion de la diarrea

del rotavirus

probidticos
Algunos autores se
refieren a este
microorganismo
como L. caseio L.

rhamnosus.

L. delbreuckii subespecie

Estimulacion del sistema

Actualmente usado

Bulgaricus inmunolégico en productos
* Reduccién de enzimas | probiéticos.(Meiji
fecales Milk Products,
* Antitumoral Japon, por ejemplo)
* Prevencion de. la | Algunos autores se
"diarrea refieren a este
del viajero" microorganismo
solo como L.
delbreuckii o L.
bulgaricus
L. gasseri * Reduccion de las | Subespecie ADH
enzimas
fecales
* Antitumoral
* Reduccidn de colesterol
L. helveticus * Balance de la flora Actualmente

intestinal

. Mejoramiento de
sistema

inmunoldgico

+ Tratamiento de |la
gastritis

* Mejora la patégenicidad

usados en
productos
probioticos (Nestle,

Suiza, por ejemplo)




contra E. Coli

Se ha reportado que los probitticos tienen propiedades inmunomoduladoras:
modifican la respuesta a antigenos, producen enzimas hidroliticas y disminuyen la
inflamacion intestinal. Mediante la supresion del crecimiento de bacterias que
convierten los procarcinégenos en carcinégenos, el consumo de enzimas
procarcinogénicas o a traves de la produccion de sustancias inhibidoras de dichas
enzimas, es posible disminuir el desarrollo de determinados tumores (Ferrer
Lorente, 2001).

Los probidticos aumentan la actividad de las hidrolasas de las sales biliares que se
unen al colesterol y ayudan a su eliminacion, por 1o que tienen un efecto
hipocolesterolémico. Mediante la produccién de ftriglicéridos de cadena corta
inhiben la sintesis de colesterol, lo redistribuyen desde el plasma al higado y, por
de conjugacion de las sales biliares, el colesterol no se reabsorbe y es utilizado

para la sintesis de novo de acidos biliares (Ferrer Lorente, 2001).

Los productos probidticos comercializados actualmente se pueden dividir en tres
tipos: a) alimentos fermentados. convencionales a los que se les adicionan
probiéticos y que se consumen, principalmente, con fines nutritivos (yogur, leche,
queso, etc.), b) leches cultivadas y fermentadas, utilizadas, basicamente, como
vehiculos de bacterias probidticas (leche acidoéfila, etc.), y c¢) los suplementos

dietéticos o preparaciones farmacéuticas liofilizadas.

La propia definicion de probiodtico exige el mantenimiento de la viabilidad de los
microorganismos que lo integran durante todo el periodo de vida util del producto,
ya que esto condicionara su efectividad; si bien ciertas propiedades inmunoldgicas

también se han atribuido a bacterias no viables (Sanz, 2003).

Varios factores influencian la viabilidad de las bacterias probidticas acido lacticas
en los productos lacteos. Estos factores incluyen las cepas usadas, las
interacciones entre especie, el pH, la temperatura y condicion de almacenamiento

y la presencia de inhibidores microbianos en la matriz del alimento. También la




composicion quimica del medio de la fermentacion para el crecimiento,
disponibilidad de nutrientes y promotores del crecimiento, contenido en oxigeno,
las condiciones de cultivo, acidez final, etc. Otros factores que pueden afectar la
viabilidad de los microorganismos son tratamientos térmicos, homogeneizacion y

envasado (Vergara, 2007).

1.2.1 Los probioticos y el yogurt

El yogurt y productos relacionados han sido utilizados como el vehiculo mas
popular para la incorporacion de organismos probiéticos (Sultana et al., 2000). En
los productos lacteos, principalmente yogures, se pueden. encontrar productos
probiéticos pero las dosis suelen ser bajas (Ramirez et al., 2006). El problema que
se presenta al incorporar probiéticos a cualquier formulacidbn es la escasa
resistencia de los microorganismos a los procesos tecnolégicos y a diferentes
condiciones ambientales como el pH, el oxigeno o la temperatura (Villena et al.,
2009).

Muchos estudios han mostrado una pobre viabilidad de probiéticos en yogurt y
leches fermentadas. Se han llevado a cabo varias acciones para mejorar la tasa
de sobrevivencia de microorganismos probiéticos durante el almacenamiento de
los cultivos iniciadores deshidratados y en alimentos, tales como la adicion de
promotores del crecimiento, manipulacién de las condiciones de fermentacion y
almacenamiento de los productos probiéticos, asi como la seleccion cuidadosa de

cultivos interrelacionados y resistentes al acido y sales biliares (Shah et al., 2000).

1.2.2. Lactobacillus casei

Entre los lactobacillus, las especies de L. acidophilus y L. casei son usados
frecuentemente como probidticos, éstos son considerados microorganismos
autoctonos y asociados con el anfitrion humano. Lactobacillus casei es un tipo de

bacteria probidtica muy eficaz para equilibrar la microflora intestinal, prevenir los



trastornos intestinales, regular el sistema inmune especificamente de la respuesta
inmune celular y ademés posee una potente accion antidiarreica. Industrialmente,
L. casei tiene aplicaciones como probiético en humanos, como cultivo iniciador
acido-productor para fermentaciones de leche y especialmente como cultivos para
la intensificacion y aceleracion de desarrollo de sabores en ciertas variedades de

quesos madurados con bacterias (Velasquez et al., 2015).

Son bacilos cortos y corineformes, heterofermentativos facultativos, aun se
observa crecimiento a 15°C, pero su desarrollo es variable a 45°C." Su tamafio es
variable por su tendencia pleomorfica, pero generalmente gira alrededor de 2
micrones. Se hallan en el intestino del hombre y también en los cultivos naturales
para la produccion de quesos. Se emplean como microorganismos probioticos
(Vergara, 2007).

y . P

Figura 1. Lactobacillus casei (Fuente: Fine Art America)

Una de sus especies llamada Lactobacillus casei sp. shirota es una bacteria
probidtica ampliamente comercializada a nivel mundial en lacteos fermentados y
en diferentes productos de BAL. Es utilizada especificamente para reducir o

eliminar la levadura Candida albicans del intestino humano, pero por su altisima
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resistencia a sobrevivir las enzimas y acidos gastricos, también ejerce su efecto

protector contra otros patégenos (Dalel y Zambrano, 2002).

Segun estudios realizados en vivo, L. casei es resistente al &cido de la bilis por su
viabilidad en una gama de pH de 3.0 a 7.0. Concluyendo que sobrevive al transito
a través del estdbmago, particularmente cuando el alimento o los productos lacteos
que acttan como vehiculo tienen un pH > 3.0 (Vergara, 2007).

1.3 Microencapsulacién

La microencapsulacion estd definida como un proceso en el cual pequefias
particulas o gotas son rodeadas por un recubrimiento, o incrustadas dentro de una
matriz homogénea o heterogénea, para obtener pequefias capsulas con muchas
propiedades utiles. La microencapsulacion puede proveer una barrera fisica entre
el compuesto dentro del ndcleo y -los otros componentes del producto.
Especialmente, en el campo de alimentos, es una técnica mediante la cual gotas
liquidas, particulas sélidas o compuestos gaseosos son atrapados en peliculas
delgadas de un agente microencapsulante de grado alimenticio. La retencion de
estos ndcleos esta gobernada por su funcionalidad quimica, solubilidad, polaridad
y volatilidad (Gharsallaoui et al., 2007).

Desde el punto de vista microbiolégico la microencapsulacion se define como el
proceso de atrapar y rodear células de microorganismos, cubriéndolas con los
materiales 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 liberacién de las células en el medio intestinal en el mejor estado fisiol6gico
posible (Sultana et al., 2000; Krasaekoopt et al., 2003; Martin et al., 2015).

En su forma mas simple, una microcapsula es una pequefia esfera con una pared
uniforme alrededor. El material dentro de la microcapsula es referido como el

nacleo, fase interna o relleno, mientras que la pared es llamada capa,
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recubrimiento, material de pared o membrana. Practicamente el nucleo puede ser
un material cristalino, una particula adsorbente irregular, una emulsion,
suspensiéon de solidos, 0 una suspension de microcapsulas mas pequefas. El
tamafo y forma de las microparticulas formadas depende de los materiales y
métodos usados para prepararlas. En la Figura 2 se muestra la morfologia de

diferentes tipos de microcapsulas (Gharsallaoui et al., 2007).

Los diferentes tipos de microcapsulas y microesferas son producidos por un
amplio rango de materiales de pared (mondmeros y/o polimeros) y por un gran
namero de diferentes procesos de microencapsulacibn como: secado por
aspersion, secado por enfriamiento, secado por refrigeraciébn, secado por
congelamiento, extrusion, extrusion centrifuga, coacervacion, separacion por

suspension rotacional, co-cristalizacion, etc. (Gharsallaoui et al., 2007).

SIMPLE IRREGULAR
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@

Figura 2. Morfologia de diferentes tipos de microcapsulas (Gharsallaoui et al,
2007).

1.4 Microencapsulacion de Probidticos

Cuando se usan probiéticos en alimentos, el principal problema que se presenta,
es la escasa resistencia de éstos a diferentes condiciones ambientales y

tecnoldgicas. Las técnicas de microencapsulacién son un buen método para
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proteger a estos microorganismos, sin embargo, no todas las técnicas son

apropiadas para los probioticos (Villena et al., 2009).

Para la incorporacion de bacterias probidticas inmovilizadas en productos
alimenticios son deseables preparaciones secas de microcdpsulas insolubles en
agua con tamano de particula bajo (<100um) y controlado. Los cultivos con estas
caracteristicas tienen mayor estabilidad y su manejo y almacenamiento es mas
facil, ademas de tener bajo impacto sobre las caracteristicas sensoriales del
producto, especialmente la textura (Picot y Lacroix, 2003). La dificultad técnica y el
alto costo del proceso son factores limitantes importantes para la aplicacion a gran
escala de las tecnologias de microencapsulacion, particularmente de grado
alimenticio. Se han reportado varios métodos para la encapsulacion de bacterias
probidticas, como son: emulsidn, extrusion, coacervaciony secado por aspersion
(De Prisco, 2016).

Entre los materiales mas utilizados para la encapsulacién de probioticos se
encuentran polisacaridos, proteinas y lipidos (Serna-Cock y Vallejo Castillo, 2013,
El-Salam y EI-Shibiny, 2015).

Debido a su gran versatilidad, la familia de los polimeros es la mas utilizada en la
microencapsulacion de sustancias. Dentro de ella estan los polimeros naturales,
los semisintéticos y los sintéticos. Los polimeros naturales principalmente son de
naturaleza polisacaridica, de origen animal y vegetal, se destacan el alginato,
carragenina, gomas de xantana y gelana, pectina, dextrana, goma arabiga y

quitosano (Caicedo, 2010).

La eleccion del material encapsulante es el mayor elemento de éxito en la
microencapsulacién de probiéticos y su uso en alimentos funcionales. Las
proteinas de leche se encuentran entre los materiales mas usados de forma
individual o en combinacion con otros biomateriales como encapsulantes de

probioticos (Hug et al., 2013).
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1.4.1 Técnicas de microencapsulacion de probidticos

1.4.1.1 Técnica de extrusion o goteo
Es la técnica mas antigua y comun para elaborar capsulas a base de
hidrocoloides. Esta consiste en preparar una solucion hidrocoloidal, adicionar los
microorganismos y hacer pasar la suspension por una aguja de jeringa (a nivel
laboratorio) o tubos de extrusion (para planta piloto), para formar gotas que se
dejaran caer en caida libre en 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. ElI material de
soporte usado para la técnica de extrusion es el alginato, debido a las propiedades
funcionales que éste posee, como la fortaleza en su composicion que contribuye a

la formacion del gel (Caicedo, 2010).

1.4.1.2 Técnica de emulsion
En esta técnica, un pequefio volumen de suspensién 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 emulsién se forma, ésta
se puede insolubilizar para formar capsulas 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 (Caicedo, 2010).

El aceite vegetal, es usado en esta técnica como fase continua. En algunos casos
se adicionan emulsificantes debido a que éstos disminuyen la tension superficial y
se refleja en el tamafio de las esferas formadas en la emulsion. Otros métodos
gue han sido reportados para la encapsulacion de bacterias probidticas son:

coacervacion, capsulas de alginato y secado por aspersion (Caicedo, 2010).

1.4.1.3 Coacervacion
La coacervacion es una tecnologia que puede lograr un alto nivel de atrapamiento

celular (hasta 99%), ademas ofrece posibilidades de liberacion controlada basadas
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en el esfuerzo mecanico, temperatura o liberacién sostenida. El fundamento de la
microencapsulacién por coacervacion (simple o compleja) es la separacién de
fases de uno o muchos hidrocoloides de la solucién inicial y posterior depésito de
la fase coacervada recién formada alrededor del ingrediente activo suspendido o
emulsificado en el mismo medio de reaccidbn. A pesar de las ventajas de la
coacervacion como método de encapsulacion, se han enfrentado graves
problemas al intentar comercializar ingredientes alimenticios coacervados pues el
costo del proceso es muy elevado, el proceso es complejo y la unidén del material
de pared generalmente involucra glutaraldehido, que debe @ ser utilizado

cuidadosamente de acuerdo a la legislaciéon de varios paises (Gouin, 2004).

1.4.1.4 Secado por aspersion

El secado por aspersion, es el método mas utilizado para la microencapsulacién
en la industria de los alimentos, es 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 probioticas (Mortazavian et al.,
2007). Se ha reportado que un adecuado ajuste y control de las condiciones del
proceso, como la temperatura de entrada del aire, pueden dar como resultado
cultivos viables encapsulados con una distribucibn y tamafio de particula
adecuado (Kailasapathy, 2002; Huang, 2017).

Esta técnica consiste en una operacién unitaria mediante la cual un producto
liguido es atomizado en wuna corriente de aire caliente para obtener
instantdneamente un polvo. El gas generalmente usado es aire 0o menos
comunmente un gas inerte como nitrdgeno. El secado por aspersién produce,
dependiendo del material de alimentacion inicial y las condiciones de operacion,
un polvo muy fino (10-15 um) o particulas grandes (1-3 mm) (Gharsallaoui et al.
2007).

Disminuyendo el contenido de agua y la actividad de agua, el secado por

aspersion es generalmente usado en la industria alimenticia para asegurar la
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estabilidad microbiolégica de los productos, evitar el riesgo de degradacion
quimica o biologica, reducir los costos de almacenamiento y transporte, para
obtener finalmente un producto con propiedades especificas como, por ejemplo,
solubilidad instantdnea. Es la técnica mas econGmica y comun para producir
materiales alimenticios microencapsulados. El equipo es accesible y los costos de

produccion son menores que la mayoria de los otros métodos (Gharsallaoui, et al.
2007).

En la Figura 3 se muestra un esquema del funcionamiento de un_secador por
aspersion de laboratorio.

Entradadeairede

aspersian =3 Alimentacian

we-# Airedesecada (fria)
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Calentadar

’*[DTHC,

T entrada
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Figura 3. Esquema de funcionamiento de un secador por aspersion de laboratorio
(Hernandez-Rojas et al., 2014).
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1.4.2 Materiales encapsulantes para microencapsulacion de probioticos

La seleccion del material pared para la encapsulacion de microorganismos
probidticos, juega un papel muy importante, pues de este dependera la eficaz
proteccion contra factores adversos. Para la encapsulacion se utilizan diferentes
tipos de material pared, como proteinas, lipidos y carbohidratos. Los materiales de
recubrimiento mas empleados en la encapsulacion de bioactivos son los lipidos,
piolisacaridos (almidon y sus derivados- amilosa, amilopectina, dextrinas
maltodextrinas, celulosa y derivados), exudados y extractos de plantas (goma
aradbiga, goma tragacanto y goma de mezquite, entre otras) carragenatos,
alginatos, adicionalmente proteinas como suero lacteo y proteina aislada de soya.
En términos generales, los polisacaridos presentan una alta facilidad para formar
macroparticulas esféricas durante el secado, por lo que son ampliamente usados.
Entre las proteinas, algunos investigadores han trabajado con polipeptonas,
proteinas de soya, derivados de leche, gelatinas, entre otros. Entre los lipidos se
han aplicado liposomas, parafinas, acido estearilico y estearico, entre otros. Los
materiales pared a base de carbohidratos pueden ser entre otros almidones, goma
arabiga, prebidticos como maltodrextrina, fosfooligosacaridos (FOS) e inulina. El
empleo de almidones durante la encapsulacion genera una desventaja, puesto
gue cuando la concentracién del material encapsulante es muy alta, se pueden
ocasionar problemas durante el secado debido a altas viscosidades (Rodriguez et
al., 2016).

1.4.3 Aislado de proteina de suero como material encapsulante de

probiéticos mediante secado por aspersion

Una de las proteinas mas utilizadas para encapsular ingredientes alimenticios por
secado por aspersion son las provenientes de la leche (o suero de leche). Debido
a gque poseen propiedades funcionales requeridas como material de pared; éstas
proteinas se han utilizado con éxito para encapsular probiéticos proporcionando
una proteccion eficaz (Gharsallaoui et al., 2007). La leche bovina es un sistema

muy complejo que contiene aproximadamente un 3.5% p/p de proteina. Esta se
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divide en dos fracciones principales basadas en su solubilidad. Las caseinas, que
representan cerca del 80% del nitrogeno de la leche y el 20% restante que es
soluble en el suero corresponde a un 15% de proteinas y el remanente son

compuestos nitrogenados no proteicos (Philips y Williams, 2000).

La proteina del suero de leche estd compuesta por un conjunto de proteinas
globulares que pueden ser aisladas fisicamente del suero de la leche, subproducto
de procesos industriales de productos como el queso. Desde el punto de vista
quimico es una mezcla de proteinas solubles en agua en sus formas nativas
independientemente del pH de la solucion (Rocha et al., 2014). Este material
posee alta capacidad emulsificante y genera microcapsulas. de tamafio inferior a 2
micrémetros. Pueden utilizarse en forma individual 0 combinadas con
carbohidratos para modificar las propiedades de la pared y el tamafio de las
particulas. El uso de proteinas del suero de la leche tiene efectos sobre la
morfologia de las microcapsulas haciéndolas mas esféricas y de superficie tersa

en comparacion con los polisacaridos (Villena et al, 2009).

1.5 Yogurt

El yogurt es un producto que se obtiene al fermentar la leche utilizando un cultivo
mixto formado por las bacterias Lactobacillus delbrueckii, subespecie bulgaricus, y
Streptococcus salivarius, subespecie thermophilus. Como resultado de la
fermentacién, se produce acido lactico a partir de la lactosa presente en la leche y
una serie ‘de.compuestos que le imparten al yogurt un sabor y aroma tipicos
(Hernandez, 2003).

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-181-SCFI-2010, el yogurt es el producto
obtenido de la fermentacion de leche, estandarizada o no, por medio de la accidn
de microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii

subespecie bulgaricus, y teniendo como resultado la reduccion del pH.

18



En la actualidad se elaboran diferentes tipos de yogurt, los cuales difieren en su
composicién quimica, meétodo de produccién, sabor, consistencia, textura vy
proceso post-incubacion. Entre ellos estan el yogurt aflanado, yogurt batido y
yogurt liquido. En el Cuadro 3 se muestra una clasificacion de yogurt de acuerdo a
Hernandez (2003).

Cuadro 3. Clasificacion del yogurt en funcién a sus diferentes caracteristicas
(Hernandez, 2003).

Yogur entero

Por el contenido graso Yogurt semidescremado
Yogurt descremado
Yogurt aflanado

Por la consistencia del gel Yogurt batido

Yogurt bebible o liquido
Yogurt natural

Por su aroma Yy sabor Yogurt frutado

Yogurt aromatizado
Yogurt tratado térmicamente
POI’ Su trgtamiento post- Yogurt Conge|ado
incubacion Yogurt deshidratado
Yogurt concentrado

1.5.1 Bacterias acido lacticas en yogurt

Las BAL son un grupo amplio de bacterias con la caracteristica comun de producir
acido lactico como el principal producto final del metabolismo; se encuentran en la
leche y en otros ambientes naturales. Las bacterias lacticas pueden clasificarse
como homofermentativas cuando producen de un 70-90% de &cido lactico como
producto de su metabolismo. Ejemplos de estas bacterias son Lactobacilus

bulgaricus, Streptococcus thermophilus y Lactobacilus acidophilus (Spreer, 1995).

Las BAL forman parte de un grupo de bacterias fisioldgicamente uniforme, de
pared Gram-positiva, son anaerobias facultativas, catalasa negativa, y no

formadoras de esporas. A pesar de su metabolismo anaerobio, son anaerobios
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tolerantes y en los medios de cultivos sdlidos forman colonias en presencia de
aire. Diferentes factores afectan el crecimiento de BAL en un medio de
fermentacion. Ademas de los requerimientos nutricionales, la temperatura es uno
de los factores mas importantes que influyen en el crecimiento de éstas. EXxiste
una temperatura Optima a la cual la velocidad de crecimiento es mas alta y
depende de las caracteristicas del microorganismo utilizado, como también de las
condiciones ambientales; la mayoria de las especies necesitan varios aminoacidos

y vitaminas del grupo B para su desarrollo (Parra Huertas, 2010).

1.5.2 Streptococcus thermophilus

Es una bacteria Gram-positiva, no movil, anaerobio facultativo, se desarrolla a 37-
40°C de temperatura, pero puede resistir 50°C e incluso 65°C por media hora.
Posee gran relevancia en la industria lactea, S. thermophilus utiliza principalmente
azucares como sustrato para la generacion de productos de fermentacién, siendo
el acido lactico el principal producto, esta bacteria tiene menor poder de

acidificacion que el lactobacilus (Spreer, 1995).

1.5.3 Lactobacilus bulgaricus

Es una bacteria lactea homofermentativa. Se desarrolla muy bien entre 42 y 45°C,
produce disminuciéon del pH, puede producir hasta un 2,7% de acido lactico, es
proteolitica, produce hidrolasas que hidrolizan las proteinas. Esta es la razén por
la que se liberan aminoacidos como la valina, la cual tiene interés porque favorece

el desarrollo del Streptococcus thermophilus (Spreer, 1995).

1.5.4 Fermentacion del yogurt

La fermentacion de yogurt se lleva a cabo en dos fases de crecimiento

exponencial separadas por una fase de transicidn con un menor crecimiento. La
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primera fase se caracteriza por el crecimiento S. thermophilus, el cual es tolerable
a un pH neutro y es mas efectivo en la absorcion de aminoacidos y elementos
trazas que L. bulgaricus. Durante esta fase se produce acido formico. Esto puede
ayudar a la biosintesis de purinas en L. bulgaricus como precursor y cofactor,
respectivamente, porque a esta bacteria le faltan genes para la biosintesis de
acido folico de novo y por lo tanto se ve afectada en la biosintesis de purina
efectiva. Ademas, S. thermophilus consume Oz y produce COz, lo que beneficia a
L. bulgaricus, que es menos tolerante al oxigeno (Sieuwerts, 2016). Estas

reacciones de cooperacion se pueden observar en la figura 4.

En la fase de transicidn, el crecimiento de S. thermophilus disminuye, debido a la
falta de amino&cidos azufrados. También, se inicia el crecimiento de L. bulgaricus
y su expresion del gen de proteasa prtB, aumentan los niveles de oligopéptidos
gue pueden absorberse y soportan una segunda fase de crecimiento exponencial
de S. thermophilus a la vez que apoyan el crecimiento exponencial de L

bulgaricus, se producen acidos grasos y acetaldehido (Sieuwerts, 2016).
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Figura 4. Reacciones de cooperacion de las bacterias del yogurt (Romero y
Mestres, 2004).

1.5.5 Coagulacion acida

La formacion de geles de proteina de leche es un paso vital en la elaboracién de
yogurt. Es formado por la fermentacién lenta de la lactosa y se produce &cido

lactico, se reduce el pH de la leche, de 6.7 a 4.6, lo que ocasiona un
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desordenamiento de las proteinas estructurales internas de las micelas de
caseinas, debido a la solubilizacién de fosfato de calcio micelar. A medida que las
caseinas se aproximan a su punto isoeléctrico (pH= 4.6) se reduce la carga neta,
lo que hace disminuir la repulsion electroestatica. Las caseinas insolubles se
agrupan formando una red de disposicion laminar. El reticulo formado retiene
parte de la fase acuosa. Los enlaces intermoleculares son hidrofobos y
electrostaticos, por lo que el coagulo sera fragil, sin rigidez, ni compacidad, friable
(se rompe por deformacién) y poco contractil (en comparacion con la coagulacion
enzimatica) (Sbodio, 2012).

1.6 Yogurt estilo griego

El yogurt estilo griego es una leche fermentada semisélida producto de la
separacion del suero del yogurt batido o de la adicién de componentes lacteos
para ajustar sus solidos (Lange, 2013), tiene un cuerpo liso y suave, su color se
encuentra entre crema/blanco con un sabor ligeramente acido y poca sinéresis
(suero en la superficie del gel); es conocido por diferentes nombres (concentrado,
tenso, Labneh, Skyr entre otros) y se consume usualmente en el medio oriente (Al-
Kadamany et al., 2003). Actualmente el yogurt estilo griego se encuentra como el

sector de mayor crecimiento en la industria lactea (Desai et al., 2013).

La composiciéon de este yogurt dependera del contenido de grasa y sélidos.
Nsabimana et al. (2005) reportaron los siguientes rangos de nutrientes en el yogurt
estilo griego: 6.42-10.70% grasa, 8.24-10.43% proteina, 2.86-4.91% lactosa,
14.12-16.47% solidos de leche no grasos, 20.54-24.61% sdélidos totales, 1.07—
1.33% minerales y un pH de 3.67— 4.05. Para un yogurt bajo en grasa su
composicion aproximada es 4.2 % grasa, 17.4 % sélidos no grasos, 0.9 % de

estabilizador, sal 0.5 % y 23 % de solidos totales (Tamime y Robinson, 2007).
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1.6.1 Procesos de manufactura de yogurt estilo griego

Existen varios métodos para la manufactura del yogurt estilo griego entre los que
se encuentran: separacidbn mecanica, separacion por membranas y método
tradicional. En el proceso por separador mecanico, la leche descremada es
calentada, enfriada a 42°C e inoculada con microorganismos iniciadores (durante
4 horas aproximadamente), una vez fermentada la leche es agitada
vigorosamente, calentada a 60°C por 15 min, enfriada a 15°C y concentrada hasta
18 g/100 g mediante el separador mecénico, el concentrado puede mezclarse con
crema o0 bien con fruta, para su posterior envasado (Al-Kadamany et al., 2003;

Tamime y Robinson, 2007).

Dentro de los métodos basados en membranas se encuentran principalmente la
ultrafiltracion y ésmosis inversa; sin embargo,. los yogurts concentrados por
Osmosis inversa no cuentan con las propiedades de gel similares a los elaborados
por el método tradicional mediante la concentracion de solidos donde se usa una
bolsa de tela, piel animal o vasija de barro; la separacion del suero lacteo puede
lograrse ya sea mediante drenaje por gravedad o por presion (apilando bolsas de
25 kg), el proceso es lento (15-20 horas a menos de 10°C) y se lleva a cabo
principalmente en pequefias escalas o bien en hogares (Tamime y Robinson,
2007; Lange, 2013).

Todos los métodos anteriores consisten en el aumento de los solidos lacteos
separando el suero, sin embargo, la concentracion de los sélidos también se
puede realizar por la adicién de ingredientes lacteos (leche descremada en polvo,
aislados de proteina de leche, aislados de suero de leche, concentrados de suero
de leche, concentrados de proteina de leche, caseina micelar y caseinatos) a la
base lactea antes de ser fermentada alcanzando caracteristicas de calidad muy
similares a los anteriores con menor inversion de tiempo y tecnologia (Karam et
al., 2013; Lange, 2013).
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1.6.2 Parametros de calidad de yogurt estilo griego

La aceptabilidad del yogurt estilo griego esta definida por diferentes caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales. Ozer (2006) reporté que gran parte de la
aceptabilidad del yogurt concentrado es dependiente de sus caracteristicas

reologicas y/o texturales.

La sinéresis (suero lacteo en la superficie del gel) que eventualmente es un
defecto en los productos lacteos (Magenis et al., 2006) esta relacionada con la
microestructura del yogurt y también es una caracteristica importante de calidad y
vida de anaquel. La formacién de agregados de proteina también son parametros
de calidad y pueden producirse durante la manufactura por tratamientos térmicos
severos, una relacion alta de proteinas de suero/caseinas, altas temperaturas de
incubacion, uso excesivo de microorganismos iniciadores o también a un
incremento en el tamafio de las micelas de caseina por su interaccion con las

proteinas del suero desnaturalizadas (Lange, 2013).

Las caracteristicas sensoriales juegan un rol importante para la aceptacién del
yogurt estilo griego. Desai et al. (2013) realizaron un estudio sobre qué atributos
sensoriales de yogurt griego conducen a la aceptacion por consumidores. La
textura firme (fuerza requerida para comprimir el producto entre la lengua y el
paladar) y densa (la compacidad de la seccién transversal, la ausencia de aire
percibido por la lengua al moverla a través de la muestra), aroma moderado dulce,
sabores a grasa de leche y sabores agrios lacteos (asociados a los compuestos
aromaticos de la fermentacién), y un sabor amargo moderado (asociado a los
acidos) son los factores de mayor importancia. Entre los compuestos aroméaticos
mas_predominantes del yogurt se encuentran: el etanol, diacetil, 2- butanona y el
acetaldehido, siendo este ultimo el mas predominante del aroma tipico del yogurt
(Gardini et al., 1999).

1.6.3 Propiedades reoldgicas del yogurt

Una de las maneras de evaluar la calidad de un producto alimentario, es a través

de la caracterizacion reoldgica, la cual es correlacionada con la textura, los
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atributos sensoriales y los cambios microestructurales que tienen lugar en los
productos alimenticios. (Gonzalez et al., 2014). La reologia es la ciencia de la
deformacion y del flujo de la materia, es decir estudia la forma en que los
materiales responden al aplicarles cierta fuerza o tension. Todos los materiales
tienen propiedades reoldgicas, que varian en funcion de la temperatura, presion,

composicién, tiempo y la manera en que sean modificados (Chavez et al., 2003).

Existen varias razones para justificar el estudio del comportamiento reoldgico de
los alimentos, entre las cuales se encuentran: (1) la contribucion al conocimiento
de la estructura de los alimentos, (2) control de procesos y (3) ayuda al disefio de
maquinas (Méndez, 2001). En reologia, los métodos para determinar las funciones
viscoelasticas lineales son estaticos y dindmicos, los cuales se caracterizan por

ser de bajo esfuerzo o deformacion.

En los ensayos reoldgicos dinamicos, las muestras se someten a un movimiento
que varia arménicamente con el tiempo (movimiento oscilatorio), aunque soélo se
pueden aplicar deformaciones que no excedan el intervalo de viscoelasticidad
lineal, los cuales harian una recuperacion completa imposible. Se aplica de forma
oscilatoria una velocidad de cizalla sobre un material y se mide la respuesta del
esfuerzo y del angulo de fase entre el esfuerzo y la deformacion. Esta prueba
corresponde al estado de la viscoelasticidad lineal, si el esfuerzo es linealmente
proporcional a la deformacién aplicada y si la respuesta del esfuerzo es en forma
de una onda sinusoidal (Barnes, 2000). Estos ensayos permiten determinar la
proporcion entre la componente elastica (G") y viscosa (G”) de un material y
establecer en qué medida se comporta como un sélido o como un liquido. Si G” es
mayor que G” el material se comportara como un sélido; en la cual, la deformacién
sera esencialmente elastica o recuperable. Sin embargo, si G” es mayor que G’, la
energia usada para deformar el material es disipada y el material se comportara
como un liquido (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005). G se define como
la medida de la energia de deformacion almacenada por la muestra durante el
proceso de cizallamiento. Después de retirar la carga, esta energia esta disponible

en su totalidad, y actia ahora como la fuerza de impulsién para el proceso de
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reformacion que compensara parcial o completamente la deformacion lograda
anteriormente de la estructura. G' representa el comportamiento elastico de una
muestra. Mientras que G” representa la medida de la energia de deformacion
consumida por la muestra durante el proceso de deformacion que es
posteriormente perdida por la muestra. Esta energia se consume durante el
proceso de cambio de la estructura del material, es decir, cuando la muestra fluye
parcial o completamente. G" representa el comportamiento viscoso de un material
(Mezger, 2014).

Los pardmetros reologicos en general pueden ser afectados por el crecimiento de
las bacterias utilizadas durante la fermentacion, ya que en esta etapa se producen
cambios en la composicion nutricional del producto lacteo fermentado (consumo
de lactosa y produccion de acidos) y se originan metabolitos tales como
acetaldehido, diacetilos, &cido lactico y otros compuestos organicos que
contribuyen enormemente con las caracteristicas sensoriales del yogurt, pero que
pueden afectar la viabilidad de la bacteria de interés, conllevando a una
disminucién en las actividades enzimaticas de las bacterias probidticas por efecto

de la acumulacion de dichos metaholitos (Gonzalez et al., 2014).

1.7 Yogurt estilo griego con probioticos

En las Ultimas décadas, las bacterias probioticas se han agregado frecuentemente
al yogurt, al helado o al queso para incrementar los beneficios de estos productos
para la salud. Por definicién, los probiéticos son microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la
salud del huésped. Para tener un impacto bioactivo se considera que el alimento
debe contener un nimero minimo de células probidticas vivas. La evaluacion de la
supervivencia de las bacterias probidticas en el yogurt se ha realizado
principalmente en yogurt batido. Se sabe que la adicion de proteinas de suero o
caseinas promueve el crecimiento y la viabilidad de algunos lactobacilos

probioticos, ya que un contenido mas alto de proteinas incrementa la capacidad

26



amortiguadora de la leche, resultando en valores de pH mas altos en los productos
lacteos fermentados. EI conocimiento sobre las proteinas de la leche sugiere que
el yogurt estilo griego producido por centrifugacion o ultrafiltracion podria
incrementar la supervivencia y la estabilidad de las bacterias probidticas en
comparacion con el yogurt batido regular. Moineau-Jean et al. (2019) compararon
los recuentos viables de Streptococcus thermophilus (iniciador) y Lactobacillus
helveticus R0052 (probiotico), en funcion de éstos dos métodos de concentracion
de los compuestos de la leche durante la elaboracion de yogur estilo griego y
observaron que este tipo de yogurt puede ser 10 veces mejor vehiculo que el

yogur tradicional para la liberacién de bacterias probiéticas viables.
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2. HIPOTESIS

La sobrevivencia de Lactobacillus casei ATCC 334 se preservara en mayor
namero en su forma encapsulada en comparacion con su forma libre, durante su
almacenamiento en yogurt estilo griego a 4°C y después de su exposicion a
condiciones gastrointestinales simuladas; de igual forma, las propiedades
reolégicas del producto adicionado. de probi6ticos se preservaran durante el

tiempo de almacenamiento.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Formular un yogurt tipo griego adicionado del probi6tico Lactobacillus casei ATCC
334 microencapsulado mediante secado por aspersion utilizando como acarreador
aislado de proteina de suero, asi como hacer una caracterizacion quimica y

reoldgica del producto.
3.2 Especificos

e Formular un yogurt estilo griego.

e Caracterizar el producto formulado mediante andlisis bromatologicos y
microbiologicos.

e Microencapsular Lactobacillus casei ATCC 334 mediante secado por
aspersion en una matriz polimérica de aislado de proteina de suero.

e Determinar la viabilidad del probiotico microencapsulado y en forma libre en
yogurt durante el tiempo de almacenamiento (4 semanas).

e Determinar la viabilidad del probidtico en ambos tratamientos en
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal después de 4 semanas de
almacenamiento.

e Evaluar la firmeza y viscosidad en yogurt y efecto de la adicion de
probiéticos microencapsulados y en forma libre, durante el almacenamiento
con respecto a un control no adicionado de probidticos.

e FEvaluar los pardmetros reoldgicos (médulo G’y G™) del yogurt control y el
yogurt adicionado de probidticos, tanto microencapsulados como en forma

libre.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales

Leche entera proveniente de la UAQ Campus Amazcala, concentrado de proteina
de suero (MPC 70), grenetina, almidon modificado y azlcar. Cultivos lacticos para
elaboracion de yogurt tipo griego marca Bioprox, clave YO-PROX 569
(Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) y probidtico Lactobacillus casei ATCC 334.

4.2 Activacion y conteo de células probioticas

El cultivo liofilizado de Lactobacillus casei ATCC 334 se activd mediante una
transferencia en 3 mL de caldo MRS bajo condiciones de anaerobiosis a 37°C por
24 h. El conteo de células se realiz6 por medio del método de siembra de
extension por superficie en agar MRS (BD Difco). Se llevaron a cabo diluciones
decimales de las muestras en una solucion de peptona al 0.1%. Las cajas
sembradas se incubaron a 37°C durante 48 h. Para el conteo de células de L.
casei ATCC 334 adicionadas en yogurt, el agar MRS fue adicionado de 5 mg/L de

vancomicina, después de la esterilizacién del medio a temperatura de 40°C.

4.3 Preparacion de la cepa para el proceso de microencapsulacion

La cepa probiotica activada fue inoculada en 100 mL de caldo MRS e incubada 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 6000 rpm por 3 min y se lavaron dos veces en solucion salina estéril al 0.085%.
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4.4 Microencapsulacion de células probidticas

Se prepararon suspensiones acuosas del material encapsulante APS (aislado de
proteina de suero) al 10% de solidos. Las soluciones se homogenizaron durante 5
min en un homogeneizador a velocidad media; el pH fue ajustado a 7.0 con una
solucion de NaOH al 5% estéril. Las suspensiones fueron calentadas a bafio
Maria durante 10 min a 80°C. En las suspensiones del material matriz se
dispersaron aproximadamente 10° UFC/mL de células del probiético. Antes de la
microencapsulacion por secado por aspersion se tomaron muestras de 1 mL de
suspension para determinar la concentracién de bacterias antes del proceso de
secado. La microencapsulacion se llevé a cabo en un secador por aspersion de
laboratorio marca Biichi, Modelo B-290. Las condiciones de operacién del secador
fueron: 150°C de aire de entrada, 56-60°C aire de salida, aspiracion del 90% y
velocidad de alimentacion de 25%. 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 refrigeracion a 4°C.

4.5 Sobrevivencia durante proceso de microencapsulacion

Las bacterias microencapsuladas fueron liberadas mediante homogenizacién
manual por 1 minuto de 1.g de polvo en 9 mL de una solucidén de agua peptonada
al 0.1% estéril. Las muestras homogeneizadas fueron diluidas en concentraciones
apropiadas y contadas en placas de agar MRS adicionado de vancomicina de
acuerdo lo descrito en el apartado 4.2. EIl rendimiento de encapsulacion, que es
una combinacion de la eficiencia de encapsulacion y sobrevivencia de las células
microencapsuladas durante el proceso de microencapsulacion, fue calculado de

acuerdo a lo reportado por Chavarri et. al (2010) utilizando la siguiente ecuacion:

RE = (N/No) X 100
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Dénde N es el numero de células viables encapsuladas liberadas de las
microcpsulas y No es el numero de bacterias libres adicionadas a la suspension
del material matriz (aislado de proteina de suero) antes del secado por aspersion.

4.6 Formulacion de yogurt griego

Se formulé un yogurt concentrado (yogurt estilo griego) mediante la adicion de
sélidos de leche (concentrado de proteina de suero), leche entera, azucar, almidon
y grenetina como estabilizantes, en cantidades permitidas por la norma mexicana
NOM-181-SCFI-2010 (ver tabla de formulacion). Se prepararon tres diferentes
lotes para evaluar la viabilidad del probidtico microencapsulado y en su forma
libre, asi como un control que no contenia probiéticos para la evaluacion de
viscosidad, textura y propiedades reoldégicas. Se dio un tratamiento térmico de
85°C durante 10 minutos. La mezcla se enfrid a una temperatura de 45°C y fue
inoculada con el cultivo iniciador de adicion directa en la proporcién indicada por el
fabricante. Se adicioné el cultivo probiético microencapsulado y en su forma libre
en una proporcion de 1%. Las muestras fueron incubadas a 42-45°C en
recipientes estériles y tapados hasta alcanzar un pH de 4.6. El yogurt se enfrio y

fue almacenado en refrigeraciona 4°C para los analisis posteriores.

Cuadro 4. Formulacion del yogurt estilo griego

Ingrediente Cantidad
Leche 1L
Azlcar 50 ¢
Grenetina 29
Almidén 59
modificado

Concentrado de | 38¢g
proteina de suero
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4.7 Analisis Bromatoldgicos

El total de sélidos, proteina, grasa y cenizas fueron determinados por los métodos
de prueba descritos en las siguientes normas mexicanas (NMX-F-083-1986, NMX-
F-068-S-1980, NMX-F-387-1982 y NMX-F-066-S-1978) respectivamente.

4.8 Acidez titulable

La acidez titulable y pH fueron determinados en muestras de 10 g, a la cuales se
adicionaron 10 mL de agua destilada. Se determiné el % de acidez mediante una
titulacion utilizando 0.5 mL de fenolftaleina como indicador y NaOH 0.1 N como

titulante (NOM-185-SSAI-2002) de acuerdo a la siguiente férmula.

% Acid VxNx9

0 AClAeZ = —————
M (g)

V: Volumen gastado de hidroxido de sodio

N: Normalidad del hidréxido de sodio

M:Masa de la muestra (g)

4.9 Sinéresis

Se determiné el grado de sinéresis mediante la técnica de Farnswort et al. (2002)
con modificaciones. Se pesaron 10 g de muestra y se centrifugaron a 6000 rpm
por 5 min-a 4°C, la muestra se decant6 y se pesé el suero decantado. El analisis

se llevd a cabo cada semana durante 3 semanas.
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4.10 Evaluacion de la sobrevivencia de Lactobacillus casei ATCC 334 en

muestras de yogurt estilo griego almacenadas a 4°C.

Se determiné la viabilidad de las células de las muestras con células libres y
encapsuladas cada semana durante 28 dias de acuerdo a lo descrito en el

apartado 4.2.

4.11 Tolerancia a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

A los 21 dias de almacenamiento, se evalud in vitro la sobrevivencia de las células
microencapsuladas y en su forma libre adicionadas al yogurt estilo griego en
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, de acuerdo a lo reportado por

Charteris et al. (1998) con algunas modificaciones.

Para la exposicion de las muestras -a condiciones géastricas simuladas se
adicionaron 10 mL de saliva artificial y 80 mL de jugo gastrico simulado a 10 g de
la muestra de yogurt con probiéticos, se homogenizaron las muestras
manualmente por 1 minuto y se incubaron a 37°C durante 2 h. Se monitoreé la
cuenta viable recién colocada la saliva y el jugo gastrico simulado y a las 2 horas
de residencia en estas soluciones. Las muestras fueron posteriormente expuestas
a condiciones intestinales simuladas. Para ello se tomaron 30 mL de las
suspensiones y se centrifugaron a 6000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue
decantado; sobre la pastilla resultante de la centrifugacion se adicionaron 3 mL del
sobrenadante recién decantado y 27 mL de jugo intestinal simulado. Las muestras
fueron colocadas a 37°C durante 4 horas. La cuenta viable de las suspensiones se
determind recién agregado el jugo intestinal simulado, a las 2 hy a las 4 h de

residencia.

La saliva artificial se prepar6 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
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agua destilada. La mezcla fue esterilizada a 121°C durante 15 min. Los jugos
gastrico e intestinal simulados fueron preparados el dia del experimento. Para el
jugo géstrico simulado se suspendieron 3 g de pepsina en 1 L de solucién salina
estéril al 0.5% acidificada a pH 2.0 con acido clorhidrico 0.1 M. El jugo intestinal
simulado se preparé con 1 g de pancreatina y 1.5 g de sales biliares en 1 L de
solucién salina al 0.5% estéril, ajustando el pH a 8.0 con una solucion de NaOH
0.1 M

4.12 Viscosidad aparente

La medicion de viscosidad aparente, se llevd a cabo con un reémetro Anton Paar
(Rheoplus/ 32V3.4) equipado con un recirculador para mantener la temperatura
constante de la muestra (10°C). Se usé una geometria de cilindro concéntrico,
haciendo una lectura de viscosidad con respecto a la tasa de corte (shear rate) de
0.1 a 100 s-1 modificando la metodologia utilizada por Pinto et al. (2017). Las

lecturas de tomaron a las 24 h y a las 2 semanas de almacenamiento a 4°C.

4.13 Firmeza y adhesividad

La firmeza y la adhesividad se determinaron siguiendo la metodologia de
Dominguez-Soberanes et al. (2002) con modificaciones, mediante un andlisis de
perfil de textura (TPA) usando un analizador de textura NEXYGEN Plus con una
sonda cilindrica de didmetro de 50 mm. Para el ensayo se utilizaron las siguientes
velocidades: 2 mm s de pre-ensayo, 1mm s de ensayo y 2 mm s de post-
ensayo. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion y se llevaron a una

temperatura de 10°C para su andlisis.
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4.14 Reologia

El barrido de deformacion de los yogurts se llevé a cabo con un reémetro Anton
Paar (Rheoplus/ 32V3.4) equipado con un recirculador para mantener la
temperatura constante de la muestra (10°C), con una geometria de placas
paralelas de 25 mm de diametro y 1 mm de espacio entre ellas. Se realiz6 una
prueba dinamica oscilatoria. La deformacion se incrementé de 0.01 a 100% con
una frecuencia constante de 1 Hz modificando la metodologia utilizada por
Ghorban et al. (2012).

4.15 Analisis de los datos experimentales

Los tratamientos fueron aleatorizados y analizados por triplicado. Se analizaron
los datos de sobrevivencia de los microorganismos microencapsulados y libres
durante el almacenamiento y durante su exposicién a condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal mediante un andlisis de varianza, comparando las medias

utilizando la prueba de Tukey.

Los datos de sinéresis y de textura fueron analizados para tres muestras de
yogurt estilo griego: control (sin adicién de probiéticos), con células del probidtico
libres y células microencapsuladas de forma similar a la descrita para la
sobrevivencia de las células. Los datos fueron analizados con el programa Mini

Tab version 17.
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5. RESULTADOS
5.1 Andlisis Bromatolégicos

Se hizo un analisis a la formulacién del yogurt y de acuerdo a la NOM-181-
SCFI/SAGARPA-2018, los valores obtenidos son los adecuados para este tipo de
producto. (Ver Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis bromatologico del yogurt formulado.

Parametros Resultados
Humedad (%) 76.16% 0.805*
Cenizas (%) 0.91 £ 0.110%
Proteina (%) 15.61 £0.515*
Grasa (%) 3.0+0.0

*Promedio = DE (n=3)

5.2 Secado por aspersion

La viabilidad de las bacterias L. casei ATCC 334 en la suspension de aislado de
proteina de suero fue de 8.94 ciclos logaritmicos y después del secado, la
viabilidad de las bacterias fue de 8.45 ciclos logaritmicos. Por lo que el proceso de
secado por aspersion redujo en solamente 0.49 ciclos logaritmicos la viabilidad de
las células en suspensién. El rendimiento y sobrevivencia de microencapsulacion
fue de 94.51%. En la Figura 5 se observa una ligera pendiente en la gréafica que

muestrala reduccién de viabilidad.
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Figura 5. Viabilidad de L. casei ATCC 334 durante su-exposicion al secado por
aspersion. Resultados expresados como las medias (n=3). Letras diferentes
indican diferencia significativa mediante la prueba de Tukey con un nivel de

confianza del 95 %.

5.3 pHy acidez titulable

Tanto el pH como la acidez titulable del yogurt fueron determinados a lo largo de
tres semanas de almacenamiento. En el Cuadro 6 se muestran los valores de
ambos parametros determinados. Se puede observar que, a mayor tiempo de
almacenamiento, el pH disminuye y el porcentaje de acidez aumenta, debido a un
proceso de post-acidificacion producido por las bacterias iniciadoras y el
probiético.  La- muestra de yogurt adicionada de bacterias libres mostré un
descenso mas pronunciado en el pH y mayor porcentaje de acidez comparado con

las muestras control y la adicionada de probidticos microencapsulados.
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Cuadro 6. Efecto del almacenamiento en el pH y la acidez de las muestras de

yogurt
Muestra Tiempo de almacenamiento | pH Acidez (%)
Control 24 horas 4.76"8 | 10.5
1 semana 4.40°¢ 13.5
2 semanas 4.33P 14.5F
3 semanas 4.24F 16P
Libres 24 horas 4.748 10t
1 semana 4.05¢ 17¢
2 semanas 3.88" 21.58
3 semanas 3.80' 25A
Microencapsulados | 24 horas 4,794 10K
1 semana 4.33P 13
2 semanas 4.31PE | 146
3 semanas 4.29E 15.5EF

Letras diferentes indican diferencia significativa mediante la prueba de Tukey con

un nivel de confianza del 95 %

5.4 Sinéresis

Se determind el porcentaje de sinéresis en los 3 diferentes tratamientos como se
muestra en la figura 6. En la muestra control y con bacterias microencapsuladas
se registraron valores similares a lo largo del almacenamiento, tendientes a
disminuir ligeramente, aunque no se hubo una diferencia significativa entre las
mediciones desde el inicio al final del almacenamiento. La muestra con bacterias
libres mostr6 un comportamiento contrario al aumentar el porcentaje de sinéresis
durante el almacenamiento, mostrando una diferencia significativa en la segunda

semana.
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Figura 6.Efecto del almacenamiento en la sinéresis de las muestras de yogurt con
diferentes semanas de almacenamiento. Resultados expresados como las medias
(n=3) £ DE. Letras diferentes indican diferencia significativa mediante la prueba de

Tukey con un nivel de confianza del 95 %

5.4 Evaluacion de la -sobrevivencia de Lactobacillus casei ATCC 334 en

muestras de yogurt estilo griego almacenadas a 4°C.

Se determiné el nimero de bacterias viables del probiotico durante tres semanas
de almacenamiento. En el Cuadro 7 se muestran los datos registrados y en la
Figura 7 se puede observar que hubo una tendencia a incrementar el nimero de
bacterias durante la primera semana de almacenamiento, descendiendo
ligeramente a las dos semanas, no mostrandose diferencias significativas en el
namero de bacterias entre el inicio y final del almacenamiento en ambos

tratamientos.
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Cuadro 7. Viabilidad de las bacterias durante el tiempo de almacenamiento.

Muestra Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
(log UFC/mL) (log UFC/mL) | ((log UFC/mL) (log UFC/mL)
Libres 10.50 £+ 0.03 P 10.83 + 0.05* | 10.60 + 0.08BCD 10.39 + 0.20°P

Microencapsuladas

10.40 £ 0.01¢P

10.93 + 0.038

10.64 + 0.078¢

10.73 £ 0.05"8¢

Promedio = DE (n=3), Letras diferentes indican diferencia significativa mediante la

Log UFC/mL

11.50

11.00

CcD -
10.50 = AB
10.00 D
9.50
9.00
T0 S1

Bc  ABC
= T
BCD L
D
2 s3

Tiempo.(semanas)

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95 %.

Libres

Microencapsuladas

Figura 7. Viabilidad de L. Casei ATCC 334 encapsulado y sin encapsular en yogurt

almacenado a 4°C durante 3 semanas. Resultados expresados como las medias

(n=3) + DE. Letras diferentes indican diferencia significativa mediante la prueba de

Tukey con un nivel de confianza del 95 %.

5.6 Tolerancia a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

Se puede observar en la Figura 8 el comportamiento de las bacterias en el yogurt

durante la exposicion de las muestras a condiciones gastrointestinales simuladas.

Al exponerlas a condiciones gastricas simuladas (pH 2), no se observo un efecto

adverso del medio en la viabilidad de las bacterias, debido a la tolerancia
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intrinseca de las bacterias a pH acido. En el Cuadro 8 se reporta la disminucién

de la viabilidad de las bacterias al final de la exposicion a condiciones simuladas

del TGI.

Cuadro 8. Viabilidad de las bacterias durante la prueba de simulacion del tracto

Muestra TG Oh TG 2h Tl 2h Tl 4h Tl 6h Diferencia
(log (log (log (log (log después
UFC/mL) | UFC/mL) | UFC/mL) | UFC/mL) | UFC/mL) | del TGI

Libres 8.99 + 9.11 + 7.18 + 4.87 + 4.67 + 4.32 log
0.134 0.01~ 0.46¢ 0.04F 0.02F UFC/mL

Microencapsuladas | 8.61 + 8.35+ 6.79 = 6.16 % 6.26 + 2.35log
0.065 0.078 0.15¢ 0.11P 0.01P UFC/mL

gastrointestinal después de 3 semanas de almacenamiento

Promedio + DE (n=3), Letras diferentes indican diferencia significativa mediante la

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95 %.

Los cambios de pH (y la presencia de sales biliares tuvieron un efecto adverso en

la viabilidad del probidtico cuando fueron expuestas al medio simulador de las

condiciones intestinales. Se determind la viabilidad de las bacterias recién

adicionado el jugo intestinal simulado a pH béasico (8.0) y se registr6 una

disminucién drastica de la viabilidad de las bacterias probidticas en ambos

tratamientos con el cambio de pH. Las bacterias microencapsuladas mostraron

mayor estabilidad durante su exposicion al jugo intestinal durante 4 horas.

42




10.00 A A
9.00 = - Libres

8.00
_7.00 :
S6.00 c
1£5.00
55, = :
.00 . :

3.00

2.00

1.00

0.00
TGOh TG2h TI2h Tl 4h Ti6h

Tiempo (horas)

Figura 8. Viabilidad de L. casei ATCC 334 encapsulado y sin encapsular en yogurt
durante su exposicién a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.
Resultados expresados como las medias (n=3) + DE. Letras diferentes indican
diferencia significativa mediante la prueba de Tukey con un nivel de confianza del
95 %.

Al final de la prueba se registr6 una disminuciéon de 4.32 Log UFC mL? en el
yogurt con bacterias libres y una disminucién de 2.35 Log UFC mLt en el yogurt
con bacterias microencapsuadas, dejando evidente el efecto protector de la
microencapsulacion del probiotico.

5.7 Viscosidad aparente

Como se pude observar en las Figuras 9 y 10, los valores de viscosidad aparente
de las muestras de yogurt disminuyeron a medida que se incrementé la tasa de
corte (s!) lo que indica que las muestras tienen un comportamiento de fluido no
Newtoniano (Pinto et al, 2017). Las mediciones de viscosidad del tiempo cero se
realizaron después de 24 horas del proceso de fermentacién. En este punto se
observo una diferencia significativa en la viscosidad de los tres tratamientos (con
células encapsuladas, células libres y control sin células adicionadas). El yogurt

adicionado de células sin encapsular exhibié la mayor viscosidad. En general se

43



observdé una tendencia en los tres tratamientos a incrementar la viscosidad
aparente (Fig. 9). Después de 2 semanas de almacenamiento el control mostré la
mayor viscosidad seguido del tratamiento con células microencapsuladas (Fig.
10).

100 —s— Control

Libres

Microencapsuladas

10

Viscosidad (Pa.s)

0.1
1 10 100

Shear Rate'(s%)

Figura 9. Viscosidad aparente vs tasa de corte (Shear Rate) de las diferentes

muestras de yogurt almacenado 24 h a 4°C.
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Figura 10. Viscosidad aparente vs velocidad de corte (Shear Rate) de las

diferentes muestras de yogurt almacenado 2 semanas a 4°C.

5.8 Textura

Se determinaron los valores de firmeza y adhesividad de las muestras de yogurt a
las 24 horas y después de 14 dias de almacenamiento a 4°C, los cuales se
presentan en el Cuadro 9. En general, la firmeza aumenté significativamente en
los tres tratamientos durante el almacenamiento. La muestra de yogurt adicionada
de probidticos libres. mostr6 una diferencia significativa tanto en la firmeza y la
adhesividad a‘las 24 horas con respecto a los otros tratamientos, pero no se

observaron estas diferencias al final del periodo de almacenamiento.
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Cuadro 9. Efecto del almacenamiento en la firmeza y adhesividad de los yogures

(sin probidticos y con probidticos libres y microencapsulados).

Muestra Firmeza (N) | Adhesividad (J)
Semana 1

Control 2.27 +0.248 -0.79 + 0.0568

P. Libres 1.88 £0.13¢ -0.63 £ 0.023°¢

P. Microencapsulados | 2.54 £ 0.208 | -0.84 + 0.0498
Semana 2

Control 2.34+0.134 -1.01 + 0.0814

P. Libres 2.02+0.124 -0.88 +0.0444

P. Microencapsulados | 2.67 +0.14%| -1.03 +0.101A

Resultados expresados como los promedios = DE (n=3). Letras diferentes indican
diferencia significativa entre los yogures mediante la prueba de Tukey con un nivel

de confianza del 95 %.

3.00

M 24 hrs

M 2 semanas
2.50
2.00

A
C
c A
A
I B I
Libres
Tipo de yogurt

Control Microencapsuladas

Figura 11. Firmeza de los diferentes yogures, con diferentes tiempos de
almacenamiento. Resultados expresados como las medias (n=3) + DE. Letras
diferentes indican diferencia significativa entre los yogures mediante la prueba de

Tukey con un nivel de confianza del 95 %.
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5.9 Reologia

Se llevd a cabo un estudio reoldgico del yogurt estilo griego. Se obtuvieron
barridos de frecuencia y de deformacion a las 24 horas de preparacion de las
muestras y a las dos semanas de almacenamiento a 4°C tomando en cuenta para
el estudio de su comportamiento, que este alimento es considerado como una
matriz tipo gel. Saha y Bhattacharya (2010) definen a un gel como un sistema
viscoelastico con un "modulo de almacenamiento” (G ') mayor que el “modulo de
pérdida” (G”).

En las Figuras 12 y 14 se presentan curvas de deformaciéon. En general todos los
tratamientos presentan un comportamiento no-Newtoniano ya que G” es constante
a velocidades bajas de cizallamiento (“strain”) pero a velocidades altas disminuyen
los valores del mddulo de almacenamiento (G’). . En las Figuras 13 y 15 se
presentan curvas de frecuencia, en las cuales se observa que hay una caida en
los valores de G” a mayores valores de frecuencia, mientras que a frecuencias

mas bajas se observa una G” mas estable.

1000 —s— Control

Libres

Microencapsuladas

G"/ G (Pa)

10
0.010 0.100 1.000 10.000

% Deformacion

Figura 12.Barrido de deformacion de las muestras de yogurt a las 24 h de su
preparacion. Resultados expresados como

los promedios de tres réplicas + DE.
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Figura 13. Barrido de frecuencia para las muestras de yogurt a'las 24 h de su
preparacion. Resultados expresados como

los promedios de tres réplicas + DE.

10,000 —e— Control

—&— Libres

G"/G’(Pa)

10
0.005 0.050 0.500 5.000

% Deformacion

Figura 14. Barrido de deformacion para las muestras de yogurt a las 2 semanas de
almacenamiento. Resultados expresados como los promedios de tres réplicas +
DE.
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Figura 15. Barrido de frecuencia para las muestras de yogurt a las 2 semanas de
almacenamiento. Resultados expresados como los promedios de tres réplicas +
DE.

6. DISCUSION
6.1 Andlisis Bromatolégicos

En el Cuadro 5 se puede observar que los pardmetros obtenidos cumplen con las
especificaciones para un yogurt de acuerdo a la NOM-181-SCFI/SAGARPA-2018
ya que los valores gue da la norma no son excedidos. Segun Mayer et al. (2012),
el porcentaje de proteina es similar a lo reportado para este tipo de productos,
pero el porcentaje de grasa que tiene el yogurt formulado en este trabajo es
mucho menor a lo reportado por los autores para un yogurt griego con 12 % de
grasa. Esta diferencia se debe al proceso de elaboraciéon del yogurt, ya que, en
vez de concentrar los sdlidos tanto grasos como no grasos mediante filtracion, al
yogurt formulado se le agregaron sélidos de leche (concentrado de proteina de
leche). Los pardmetros de humedad y cenizas comparado con los yogurts griegos
tradicionales analizados por Serafeimidou et al. (2012), son similares y dentro del
rango de estos productos (humedad: 79.4- 87%, cenizas: 0.71-1.1%). El valor de
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humedad fue ligeramente menor debido a los sélidos afadidos para elaborar el

yogurt estudiado.

6.2 Secado por aspersion

De acuerdo a la Figura 5, la bacteria L. casei ATCC 334 tuvo una ligera pérdida en
su viabilidad después del secado por aspersion (0.49 ciclos logaritmicos), esto es
debido a la deshidratacion y la inactivacién térmica de las células durante el

proceso de secado.

No se encontraron registros del uso de esta técnica con el material encapsulante
utilizado en este trabajo para la encapsulacion de L. casei, sin embargo, segun lo
reportado por Caicedo (2010) utilizando la técnica de extrusion con alginato de
sodio para la encapsulacién de L. acidophilus, la mayor cantidad de células
obtenidas fueron 6 ciclos logaritmicos con una pérdida de 0.4 unidades

logaritmicas durante el tratamiento.

Gevara et al. (2009) encapsularon dos microorganismos Lactobacillus casei y
Lactobacillus reuteri en una solucién de maltrodextrina a 25 y 30% y se observo
qgue la reduccion de la viabilidad del microorganismo fue mucho menor para L.
reuteri que para L. casel siendo la reduccion de 0.62 y 2.00 ciclos logaritmicos,

respectivamente.

Ivanoska et al. (2012), reportaron una pérdida de viabilidad de células de L. casei
de 1.2 ciclos logaritmicos por gramo utilizando alginato de sodio vy
fructooligosacaridos como materiales encapsulantes mediante secado por
aspersion, resultando en una sobrevivencia del microorganismo con ambos
materiales mayor a 8 ciclos logaritmicos, similar a lo registrado en este estudio

utilizando aislado de proteina de suero como matriz encapsulante.

Con estas comparaciones se puede observar que los resultados reportados por
diferentes autores confirman que L. casei ATCC 334 soporta el proceso de secado

por aspersion sin pérdidas excesivas en la viabilidad. Jiménez (2009) reportd que
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esta especie en particular es muy resistente a rangos muy amplios de pH vy

temperatura.

6.3 pH y acidez titulable

De acuerdo a la NOM-181-SCFI/SAGARPA-2018, el porcentaje minimo de acidez
para un yogurt es de 0.5%, por lo que el producto esté dentro de lo establecido por

dicha norma.

De acuerdo a lo evaluado por Serafeimidou et al. (2012), algunos yogurts griegos
tradicionales tienen un rango de pH entre 4.19 y 4.64 y un porcentaje de acidez
entre 0.92 y 1.3. Estos valores son comparables con los obtenidos en el yogurt

control y el adicionado con probidticos microencapsulados.

Es importante tener en cuenta estos valores ya que la textura del gel de yogurt es
una consecuencia del desarrollo de una red tridimensional de proteinas de la leche
provocada por la reduccion del pH. La disolucién del fosfato de calcio coloidal y la
reduccion de la carga negativa neta en las micelas de caseina mejoran las
atracciones y la agregacion de proteinas. Las micelas de caseina crean enlaces
covalentes con proteinas de suero desnaturalizadas, que junto con la disminucién
del pH, conducen a la formacién de cadenas y la agrupacién a través de enlaces
hidrofébicos y electrostaticos durante la fermentaciéon que finalmente dan como

resultado la creacion de la estructura del yogurt (Lee y Lucey, 2010).

A las 24 horas del proceso de fermentacion las muestras de yogurt registraron
valores de pH similares (alrededor de 4.7). En el Cuadro 6 se puede observar una
disminucion progresiva en el pH y un aumento en la acidez titulable de las
muestras de yogurt conforme aumenta el tiempo de almacenamiento. Esto es
debido a una post-acidificacion por la actividad metabdlica de las bacterias
iniciadoras del yogurt, que se ve aumentada por el metabolismo del probidtico L.
casei ATCC 334 microorganismo que ha sido reportado como productor de acido

lactico (Velazquez et. al., 2015).
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Mani-Lopez et al. (2014) evaluaron el tiempo de fermentacion y la post-
acidificacion en leches fermentadas con diferentes mezclas de probiéticos, entre
ellos L. casei. Segun lo reportado por los autores, las bacterias probidticas
retrasan el crecimiento de los cultivos iniciadores observandose una post-
acidificacion durante el tiempo de almacenamiento. Ellos registraron
disminuciones en el pH (0.17 a 0.50 unidades) y aumentos en la acidez titulable
(0.09 a 0.29%) durante un periodo de 35 dias a 5 °C. De acuerdo a los autores la
disminucion del pH puede atribuirse a la actividad residual de los

microorganismos.

El yogurt con probi6ticos sin encapsular mostré una mayor disminucion de pH y un
mayor aumento de acidez, mostrando diferencias significativas con los otros dos
tratamientos. La microencapsulacién del probidtico previno una mayor post-

acidificacion en el producto, comparable a la del control sin probidtico.

6.4 Sinéresis

La sinéresis espontanea es un defecto visible importante, que aparece como una
acumulacion de suero en la superficie de los geles de yogurt y puede afectar
adversamente la aceptabilidad del producto por parte del consumidor. La
sinéresis es un defecto comin en el procesamiento de productos lacteos
fermentados. La evaluacion de la sinéresis es especialmente importante durante el
almacenamiento. Las causas mas importantes de su aparicion en productos
fermentados incluyen el uso de altas temperaturas de incubacion, bajo contenido

de sélidos o temperaturas de almacenamiento inadecuadas (Bosena et al., 2017).

Se midi6 el grado de sinéresis de las muestras de yogurt adicionadas de
probioticos y el control durante un tiempo de almacenamiento de tres semanas a
4°C. Todas las muestras de yogur mostraron un grado variable de sinéresis
inducida mediante centrifugacion, entre 8 y 10% (Figura 6). Siendo la muestra de
yogurt adicionada de bacterias libres la que mostrd la menor sinéresis a las 24

horas de almacenamiento, sin embargo, esta muestra tuvo una tendencia a
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incrementar el porcentaje inicial de sinéresis, de casi el doble, cuando este
parametro fue medido al final del almacenamiento (3 semanas). Las muestras de
yogurt control y adicionada de bacterias microencapsuladas no mostraron

diferencias significativas en este parametro durante el tiempo de prueba.

La reduccién del pH durante el almacenamiento resulta en una mayor contraccion
de la red de caseina debido a la reduccion en la carga negativa neta de las
micelas que la forman, lo que lleva a una disminucion en la repulsion electrostéatica
entre las moléculas cargadas y un aumento en las atracciones de caseina debido
a las interacciones hidrofobas, lo que resulta en consecuencia, en una mayor

expulsion de suero de la red proteica (Sah et al., 2016).

Los resultados de sinéresis muestran una correlacion-con los valores de pH y
acidez registrados durante el almacenamiento de las muestras de yogurt. Como
se mencion0 anteriormente la muestra adicionada de probidticos libres presento el
mayor porcentaje de sinéresis al final del periodo de prueba alcanzando un valor
de pH de 3.8. Una liberacion acelerada de fosfato de calcio coloidal de las micelas
de caseina debido a una velocidad de acidificacion mas rapida induce la liberacién
temprana de las caseinas individuales de las micelas, lo que facilita el desarrollo
temprano de la red de caseina (Lee y Lucey, 2010). Esto conduce a una rapida
agregacion de proteinas que da como resultado la formacion de un pequefio
namero de enlaces de proteinas y un extenso reordenamiento de las particulas /
agrupaciones y, en consecuencia, un gel débil con poros grandes y una mayor
separacion de suero (Sah et al., 2016).

6.5 Evaluacién de la sobrevivencia de Lactobacillus casei ATCC 334 en

muestras de yogurt estilo griego almacenadas a 4°C.

En la Figura 7 se muestra el comportamiento de la viabilidad de las bacterias
probioticas encapsuladas y sin encapsular en el yogurt durante su

almacenamiento a 4°C por 3 semanas. En general el recuento de las células
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mostré que el probidtico mantuvo su viabilidad durante el almacenamiento en
ambos tratamientos. Se observdé una estabilidad mayor de las bacterias
probiéticas microencapsuladas que incrementaron su numero al final del
almacenamiento, mostrando una diferencia significativa con respecto a las

bacterias libres.

Un comportamiento similar lo obtuvieron Dimitrellou et al. (2016), al evaluar la
sobrevivencia de L. casei ATCC 393 microencapsulado mediante secado por
aspersion con leche descremada reconstituida y el probidtico sin encapsular, en
leche fermentada. Los autores obtuvieron niveles mas altos de células
microencapsuladas en comparacion con las células libres, especialmente después

de 3 semanas de almacenamiento a 4 °C.

Aungue se mantuvo la viabilidad de las bacterias al final del almacenamiento, en la
segunda semana hubo una ligera disminucién en el nimero de bacterias en
ambas muestras. Esto es comparable con. los resultados obtenidos por Mani-
Lopez (2014), quienes reportaron disminucion de L. acidophilus en yogur y leche
fermentada de 1,5 y 1 ciclos logaritmicos respectivamente, durante el
almacenamiento (35 dias a 5°C). / Los autores atribuyeron esta disminucion al
cese de la actividad metabglica de las bacterias debido al almacenamiento

prolongado.

Cabe mencionar que, por los valores obtenidos, el producto tiene las propiedades
para ser considerado como un alimento funcional al final del almacenamiento de
tres semanas, ya que para que un alimento probiético tenga un efecto benéfico en
la salud debera contener una poblacién minima de 10° células viables por gramo
de _producto. Esta capacidad es posible gracias a factores como el
almacenamiento en frio (4°C), que hace que las células entren en un estado de

latencia (Bernal et al, 2017).
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6.6 Tolerancia a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

Las muestras de yogurt con los probioticos fueron expuestas a condiciones
gastrointestinales simuladas después de 21 dias de almacenamiento. Se puede
observar en la Figura 8 que a condiciones gastricas simuladas (pH 2) no hubo
diferencias significativas en la viabilidad de las bacterias en ambos tratamientos
después de 2 horas de exposicion. Este comportamiento fue descrito por Castro
(2010), quien reportd que las bacterias se encuentran adaptadas a un pH &cido
dentro del alimento vehiculo (el yogurt tiene un pH entre 4.7 y 3.8 durante el

almacenamiento) antes de la adicién del jugo gastrico.

Al exponer las muestras de yogurt a condiciones intestinales simuladas (pH 8), se
puede observar que si hubo una disminucién significativa en la viabilidad de las
bacterias, la cual fue mas pronunciada en la muestra de yogurt con bacterias sin
encapsular. Al término del periodo de exposicion las bacterias probiéticas libres y
microencapsuladas mostraron una disminucion general de 4.32 y 2.35 ciclos
logaritmicos respectivamente. Estos datos muestran el efecto protector del

proceso de microencapsulacion sobre las bacterias probioticas.

Los resultados del ensayo muestran que las bacterias sufren un estrés debido al
cambio drastico de pH a condiciones alcalinas y adicionalmente Lactobacillus
casei fue vulnerable a las fases de ensayo que contienen bilis. La bilis tiene el
potencial de influir en los fosfolipidos y las proteinas de las membranas celulares y
distorsionar la ‘homeostasis celular, ademas de socavar la estabilidad de las
macromoléculas, lo que evidencié una disminucion en la supervivencia de

bacterias libres. (Gheisari et al., 2018).

En este estudio se manejaron condiciones extremas con respecto al cambio de
pH, lo que resulté en una disminucion considerable de bacterias con la adicion del
jugo gastrico intestinal simulado. Es importante considerar que esto no
necesariamente es lo que corresponde a las condiciones gastrointestinales reales
en humanos, en donde los cambios de pH durante el proceso de digestion
gradual. Los cambios graduales de pH durante la exposicion de probidticos a
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condiciones simuladas del tracto gastrointestinal han resultado en una menor
disminucién en la viabilidad de las bacterias. Madueira et al. (2011) evaluaron la
sobrevivencia de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus en queso fresco al
ser sometido in vitro a condiciones secuenciales que son paralelas a los cuatro
pasos principales de la digestion: boca (saliva artificial, pH 6.9), es6fago-estomago
(jugo géstrico artificial, pH de 5.5 a 2), duodeno (jugo intestinal artificial, pH 5) e
ileon (pH 6.5). En el estudio realizado por los autores se observo una disminucién
(ambas cepas tuvieron una disminucién de 2 ciclos logaritmicos después de ser

sometidas a las condiciones de digestion).

Considerando que L. casei ATCC 394 microencapsulado (este estudio) tuvo una
reduccion de 2.34 ciclos logaritmicos durante su exposicion a condiciones
gastrointestinales simuladas aun con los cambios drasticos de pH del jugo géastrico
y jugo intestinal simulados, un cambio gradual de pH puede tener como resultado
una menor reduccion en la viabilidad de las bacterias, lograndose una tasa de

sobrevivencia mayor.

6.7 Viscosidad aparente

Al evaluar la viscosidad aparente en las muestras de yogurt a las 24 horas y a las
2 semanas de almacenamiento (Figuras 9 y 10) los valores de viscosidad aparente
de las muestras de yogurt disminuyeron a medida que se incrementé la tasa de
corte (s?) lo que indica que la muestra tiene un comportamiento de fluido no
Newtoniano (Pinto et al., 2017). Una disminucion en la viscosidad aparente con un
incremento en la tasa de corte (pseudoplasticidad) también ha sido observada
previamente en otros estudios, para yogurt enriquecido con acidos grasos poli-
insaturados, yogur con calcio y fibra, asi como yogur con cajeta, entre otros

muchos estudios (Reyes y Vélez-Ruiz, 2015).

Las mediciones de viscosidad del tiempo cero se realizaron después de 24 horas
del proceso de fermentacién. En este punto se observé una diferencia significativa

en la viscosidad de los tres tratamientos (con células microencapsuladas, células

56



libres y control sin células adicionadas). El tratamiento adicionado de células
microencapsuladas exhibié la mayor viscosidad seguido del tratamiento control.
(Ruiz y Ramirez, 2009).

También se pudo observar que hubo un incremento de la viscosidad en las
muestras de yogurt después de 2 semanas de almacenamiento, lo cual coincide
con las curvas de deformacion realizadas. El incremento de viscosidad en el
yogurt se debe a la agregacion de las proteinas provocada por el incremento de
acidez formando asi un producto cremoso (Pinto et al., 2017). Algunos autores
han establecido que la influencia de varios factores durante el almacenamiento,
tales como la capacidad de retencion de agua y formacién de pequefios
agregados de microcristales pueden tener cierto efecto en el comportamiento
reoldgico de los sistemas alimentarios. (Reyes y Vélez-Ruiz, 2015).

6.8 Textura

La textura es un atributo importante de la calidad del yogurt. La estructura del gel
de yogurt es el resultado de la agregaciéon de caseina por la reduccion del pH y la
unién de disulfuro entre las k-caseinas y las proteinas de suero desnaturalizadas.
(Sah et al., 2016).

Los valores de firmeza y adhesividad del yogurt durante 14 dias de
almacenamiento-a 4 °C se presentan en el cuadro 9. Se puede observar una
tendencia de los tres diferentes tratamientos, yogurt adicionado de probidticos
microencapsulados y sin encapsular, asi como el control, a incrementar ambos
pardmetros con el transcurso del tiempo de almacenamiento. Los datos
registrados del control y yogurt adicionado de bacterias microencapsuladas no
mostraron diferencias significativas al inicio y final del tiempo de prueba, mientras
que el yogurt con probidticos sin encapsular mostro diferencias significativas entre
las dos mediciones, incrementando los valores de ambos parametros evaluados.
Al final del almacenamiento ya no se registraron diferencias significativas entre los

tres tratamientos en ambos parametros.
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Un aumento en la firmeza durante el almacenamiento podria estar relacionado con
una mayor reduccion del pH que probablemente resultd en la contraccion de la
estructura del gel, con la consiguiente elevacion de la resistencia. El gel de yogurt
semisolido que resulta de la fuerza del gel elevada, puede mostrar propiedades de
red relativamente dinamicas que son susceptibles de reordenacion estructural.
(Sah et al., 2016).

En el caso de la adhesividad, los valores de firmeza mas grandes generalmente se
asocian con valores de adhesién bajos, esta variacion se debe al mismo motivo
que la firmeza ya que la adhesividad esta fuertemente vinculada a la firmeza.
Mani-Lopez et al. (2014) reportaron en un estudio acerca de la estabilidad de
distintos probiéticos en yogurt y leches fermentadas durante el almacenamiento,
que valores de adhesividad de -0.024 a -0.049 N - s, se relacionan con geles
blandos. Los geles con adhesividad de -0.073 a =0.147 N - s se perciben como
consistentes, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el yogurt estilo

griego de este estudio.

6.9 Reologia

En las Figuras 12 y 14 se presentan curvas de deformacién. En ellas se observa
para los tres tratamientos, que G” es mas estable a valores de cizalla menores. El
comportamiento anterior es el resultado de rearreglos microestructurales, ya que a
velocidades bajas de cizallamiento existen interacciones particula-molécula que
dan como resultado la formacion de una red que ofrece una mayor resistencia
(valores mas altos de G’), sin embargo, a velocidades altas de cizallamiento se
pueden superar estos efectos y como consecuencia las moléculas y polimeros se
reorganizan, mostrando una tendencia de los agregados a descomponerse. Una
consecuencia de estos reordenamientos serd una disminucion en la interaccion

molécula-particula, que contribuyen a una disminucién de G” (Malver, 2016).

En las Figuras 13 y 15 se presentan curvas de frecuencia, se puede apreciar que

existen diferencias cuantitativas en las graficas para las magnitudes de los
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pardmetros viscoelasticos de las muestras de yogurt y un incremento en ambos
maddulos al ir aumentando la frecuencia siguiendo un comportamiento constante;
este comportamiento también fue apreciado por Ramirez-Sucre y Vélez-Ruiz,

(2013) en yogurts adicionados con caramelo.

Los valores de G’ y G” mostraron dependencia de la frecuencia, G’ fue mayor que
G” en el rango de frecuencias estudiadas (0.05 — 5.0 Hz) para las 3 muestras de
yogurt, lo que es caracteristico de un gel débil, que es tipico del yogurt (Meyer et
al. 2011). Los mayores valores de G’ se encontraron en el yogurt elaborado con
los probioticos libres; esto concuerda con los valores obtenidos en la curva de

deformacion a las 24 horas (Figura 12) para este tratamiento.

En general se observo que los valores de G’ y G” para todos los tratamientos se
incrementaron después de las 2 semanas de almacenamiento. Este
comportamiento también fue observado por Sah etal. (2016). al analizar muestras
de yogurt fortificado con fibra en polvo de céscara de pifia durante su

almacenamiento por 28 dias.

En la Figura 14 se muestran las curvas de deformacion a las 2 semanas de
almacenamiento de los tres tratamientos, en las cuales se puede apreciar que los
valores mayores de G’ y G” corresponden a las muestras de yogurt control y la
adicionada de probiéticos microencapsulados respectivamente. Mayores valores
de G’ representan que estas muestras de yogurt tienen una estructura que
requiere de mayores esfuerzos de cizalla para su deformacién. En la figura 15 se
muestran.las curvas de frecuencia a las 2 semanas de almacenamiento, en ellas
se puede observar que los valores mayores de G’ y G” corresponden a la muestra
de yogurt con los probidticos libres, por lo que se puede decir que es un gel mas
compacto. Este comportamiento se debe a que hubo una mayor disminucion de
pH en esta muestra, y al tener el pH mas bajo se tiene un gel mas firme ya que la
reduccion del pH resulta en una mayor contraccion de la red de caseina (Sah et
al., 2016). Este comportamiento también fue observado por Acevedo et al. (2014)

en sueros costefios elaborados en zonas de Colombia, estos autores atribuyen
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esta conducta a la formacion de un gel por parte de las caseinas de la leche que

atrapa la grasa presente.

7. CONCLUSIONES

A través de este trabajo se pudo demostrar que el secado por aspersion es una
técnica adecuada para microencapsular el microorganismo L. casei ATCC 334 en
una matriz polimérica de aislado de proteina de suero, registrandose una
reduccion de la cuenta viable de so6lo 0.45 ciclos logaritmicas, con una

sobrevivencia > a 94%.

El yogurt tipo griego fue un buen alimento vehiculo para L. casei ATCC 334 en su
forma libre y encapsulada, registrandose un numero de bacterias viables mayor a
10%° UFC/g después del almacenamiento a 4°C durante tres semanas en ambos
tratamientos. Durante este periodo se registrd6 una disminucion de pH y aumento
de acidez en las muestras que corresponde-a una post-acidificacion después del
periodo de fermentacion, siendo la muestra adicionada de probiéticos libres la que

mostré los mayores valores de acidez y de sinéresis.

La microencapsulacion del probidtico mediante secado por aspersion en una
matriz polimérica de ‘aislado de proteina de suero confiri6 proteccion al
microorganismo durante su exposicion a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal ~mostrando diferencias significativas con el probiético no
encapsulado. La muestra con el microorganismo microencapsulado conservo la

propiedad de ser un alimento probidtico (>10% UFC por gramo).

El analisis de textura mostré que los tres tratamientos incrementaron los valores
de firmeza y adhesividad durante el almacenamiento. El tratamiento adicionado
de probidticos microencapsulados exhibi6é valores ligeramente mas altos en ambos
parametros comparado con los otros tratamientos, no observandose una

diferencia significativa entre los tres tratamientos al final del almacenamiento.
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Los valores de viscosidad aparente mostraron un incremento de este parametro

en los tres tratamientos a lo largo del almacenamiento.

El andlisis reoldgico confirmd que el yogurt estilo griego es un fluido no
Newtoniano. Las curvas de deformacibn mostraron un incremento en los
parametros de G’ y G” a las dos semanas de almacenamiento en las muestras de
yogurt adicionado de probidticos sin microencapsular, microencapsulados y

control.

Las caracteristicas de textura, viscosidad y propiedades reoldgicas registradas en
la muestra del probidtico microencapsulado mostraron propiedades deseables de
un yogurt estilo griego, las cuales no se vieron afectadas por la adicion del
microorganismo, conservandose la firmeza y consistencia del producto final. Esta

muestra de yogurt exhibié caracteristicas similares al control.
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