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Resumen

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-181-SCFI-2010, el yogur se define
como el producto cbtenido de la fermentacion de leche, estandarizada o no, por
medio de la accibn de microorganismos Streptococcus thermophilus 'y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, y teniendo como resultado la
reduccion del pH, enriquecida en extractos secos por medio de la concentracion
de esta o agregando leche en polvo, fratada térmicamente y coagulada
biolégicamente por la fermentaciéon obtenida de la siembra en simbiosis de los
fermentos lacteos. Su consumo en los Ultimos afios, se ha incrementado
drasticamente debido a que los consumidores asocian el yogur como un alimento
saludable ya que se ha demostrado que su consumo induce beneficios a la salud
ligados a la presencia de bacterias vivas que logran sobrevivir en el tracto
gastrointestinal. Por sus propiedades biolégicas y quimicas inhibe la proliferacion
de organismos patégenos como Staphylococcus aureus, Campylobacter vy
Salmonella, los cuales pueden ingresar al organismo por medio de los alimentos;
también mejora la digestion de la lactosa (para los intolerantes a ella) a nivel
intestinal. Es un buen tratamiento y prevencién de diarreas, ya que neutralizan los
efectos de las enterotoxinas con eficacia, ademas, disminuye los niveles de
colesterol en la sangre. Contiene un minimo de 1000 millones de microorganismos
vivos por gramo, y dentro de sus propiedades se encuentran: estabilizar la biota
intestinal, favorecer la absorciéon de las grasas, tratamiento de diarreas y
estrefiimiento, facilitar el aprovechamiento de nutrientes, disminuir la
concentracion de colesterol y reducir los efectos negativos de los antibidticos. De
estos, el 61,87% del yogurt que se consume en nuestro pais es bebible, le sigue
en preferencias con 32,32 % el de cuchara y en tercer él licuado con 5,81 %. En
este sentido, el yogur bebible, se considera como una buena opcién por su facil
manejo y transporte ademas de una buena aceptacion a cualquier hora del dia y
su alto valor nutritivo. Un alimento es funcional si contiene un componente
alimenticio con efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, cuyos
efectos positivos justifican que sea funcional (fisiolégico) o incluso saludable. Los
probidticos son microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas confieren un beneficio en la salud del huésped. Para que un
microorganismo pueda ser considerado probiético tiene que ser habitante normal
del tracto gastrointestinal humano, no ser patégeno ni toxico, presentar un tiempo
corto de reproduccion, ser estable al contacto con el acido, bilis, enzimas y
oxigeno, tener capacidad para adherirse a la mucosa intestinal, mostrar potencial
de colonizacion en el tracto gastrointestinal, y producir sustancias antimicrobianas.
Los prebibticos se definen como “sustancias no digeribles que cuando son
consumidas, provee un efecto benéfico en el huésped por estimulacion selectiva
o actividad limitada de un numero de bacterias”. Los prebibticos estimulan el




crecimiento preferencial de un ndmero limitado de bacterias, especialmente
aunque no exclusivamente, lactobacilos y bifidobacterias. Este efecto sobre el
crecimiento de bacterias benéficas, depende de la concentracidon inicial de las
especies probidticas nativas y del pH intraluminal. La inulina es el nombre con el
que se designa a una familia de glicidos complejos (polisacéridos), compuestos
de cadenas de fructosa. Es, por lo tanto, un fructosano o fructano, que se
encuentran generalmente en las raices, en tubérculos y rizomas de ciertas plantas
como sustancia de reserva. Forma parte de la fibra alimentaria.

La fibra soluble natural obtenida de los fructanos de la pifia del Agave Tequilana
Weber variedad azul, es de alta solubilidad, de estructura ramificada. Los
beneficios de los fructanos en la salud se debe fundamentalmente a la presencia
de los enlaces B(2-1) y B(2-6). Finalmente un area promisoria en el desarrollo de
estos ingredientes alimenticios son los simbidticos, los cuales pueden ser
definidos como la combinacién de probidticos y prebiodticos. Ademas de aumentar
la supervivencia y actividad de los probidticos, esta combinacién permite estimular
el desarrollo de cierto tipo de bacterias presentes en la microbiota intestinal como
son los lactobacilos y bifidobacterias.

La metodologia que se realizé de acuerdo al desarrollo experimental fue:
seleccion y adquisicion de materias primas, seleccién y elaboracién de la formula
base, elaboracion del yogur con fibra, cinética de fermentacion para el conteo de
bacterias lacticas, 3 series de fermentaciones por triplicado, evaluacién de los
productos, vida de anaquel, fisicoquimico, fibra soluble Microbioldgicos, evaluacion
sensorial, prueba de nivel de agrado

Se elaboré un yogur bebible simbidtico adicionado de L. acidophilus y B. animalis
y fructanos de agave, con un nivel de agrado entre 6,5 y 7,5 (gusta mucho), para
los 4 sabores que se evaluaron (pay de limén, fresa, maracuya y pifia colada).

La cinética de fermentaciéon de las cepas probidticas de L. acidophilus y B.
animalis en presencia de fructanos de agave, evidencié las propiedades
estimulantes de crecimiento y de proteccién para las bacterias probidticas
manteniendo el nimero de UFC/mL durante la vida de anaquel.

Se obtuvo 10° UFC/mL de bacterias probiéticas al final de la vida de anaquel, la
cual se mantuvo estable durante los 21 dias de almacenamiento a temperatura de
refrigeracion (4°C + 1°C), comprobandose que el uso de ingredientes prebibticos
constituyente un agente protector de la viabilidad de los probidticos.

El contenido de fibra soluble presente al final de la vida de anaquel (después de
26 dias de almacenamiento) fue de 2g/100, que corresponde al 40% del total de
fibra adicionada al inicio.




Marco Tedrico

La industria de alimentos (incluyendo la del sector lacteo), actualmente se enfrenta
a un consumidor cada vez mas informado, mas exigente y consciente de que
“somos lo que comemos”; en este sentido, los consumidores demandan productos

que contribuyan a mejorar su salud y por tanto su calidad de vida. ™

Actualmente, las tendencias de consumo de productos alimenticios, se encuentran
en constantes cambios y dentro de este contexto, el sector lacteo se enfoca en
elaborar productos reducidos en grasa o azucar o adicionados con ingredientes
tales como vitaminas, probidticos, prebioticos, fibra, los cuales representan una

opcién funcional para mejorar la dieta de los consumidores. ™

Dentro del mercado de la salud, los alimentos funcionales experimentan un
crecimiento muy importante y el sector lacteo es el lider en cuanto a alimento

funcional, siendo el yogur el producto que mas se emplea. "

Yogur

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-181-SCF1-2010 ?, el yogur se
define como el producto obtenido de la fermentacion de leche, estandarizada o no,
por medio de la accién de microorganismos Streptococcus thermophilus 'y
Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, obteniendo como resultado la
reduccién del pH.

Se prepara a partir de leche entera, parcial o totalmente descremada, enriquecida
en extractos secos por medio de la concentracién de esta o agregando leche en
polvo, tratada térmicamente y coagulada biolégicamente por la fermentacion

obtenida de la siembra en simbiosis de los fermentos lacteos. @

La fermentacién acido lactica de la leche para la obtencion del yogur, se debe a la
accion del cultivo lacteo iniciador de Streptococcus salivarius subesp. thermophilus

y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que al ser inoculados en la leche,




transforman la lactosa en acido lactico, provocando una serie de cambios que
brindan el sabor, olor, textura y cualidades nutricionales del yogur, ademas de sus
efectos terapéuticos. Por sus propiedades biolégicas y quimicas inhibe la
proliferacion de organismos patdgenos como  Staphylococcus —aureus,
Campylobacter sp y Salmonella sp, los cuales pueden ingresar al organismo por
medio de los alimentos; también mejora la digestion de la lactosa (para los
intolerantes a ella) a nivel intestinal. Se utiliza como tratamiento para la prevencién
de diarreas, ya que neutralizan los efectos de las enterotoxinas con eficacia,
ademas, disminuye los niveles de colesterol en la sangre, efc. ® Contiene un
minimo de 100 millones de microorganismos vivos por gramo, y dentro de sus
propiedades se encuentran las siguientes: estabiliza la biota intestinal, favorece la
absorcién de las grasas, indicado para el tratamiento de diarreas y estrefiimiento,
facilita el aprovechamiento de nutrientes, disminuye la concentracién de colesterol

y reduce los efectos negativos de los antibiéticos. @)

Caracteristicas de las Bacterias Lacticas

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, (especie que incluye ftres
subespecies: delbrueckii, bulgaricus y lactis) es una bacteria Gram (+), no moviles,
no formadora de esporas, homofermentativa obligada con exclusiva produccién de

acido D-(-)- lactico y con una temperatura optima de crecimiento de 40 a 44°C @

Tradicionalmente, se utiliza en combinacién con Sfreptococcus thermophiius
(normalmente en una relaciéon cuantitativa de 1:3), para la elaboracion del yogur,
en proto-cooperacion lo que a menudo resulta una tasa de acidificacion mas alta,
un pH final mas bajo, una estimulacién en la produccién de compuestos
aromaticos y una mejora en la estabilidad del producto final, en comparacion
cuando se utilizan monocultivos . Se desarrolla en una verdadera simbiosis, en
la que el S. thermophilus inicia la fermentacién lactica, desarrollandose
intensamente hasta llegar a un pH de 5,5 en donde la acidez, el consumo de

oxigeno y la liberacién de sustancias volatiles (por ejemplo, acido férmico que




produce), crea las condiciones ideales para que se desarrolle L. bulgaricus.. La
actividad proteolitica de los lactobacilos, estimula a su vez el crecimiento y la
actividad acidificante de los estreptococos. Los lactobacilos, desarrollan aparte
una actividad lipolitica por lo que se liberan acidos grasos y se produce ademas
acetaldehido, constituyéndose asi en los principales productores del aroma del
yogur. S. thermophilus crece formando pares o cadenas mediante células

esféricas o elipsoides mientras que L. bulgaricus presenta forma de bacilo largo. ©

Strepfococcus thermophilus: Es una bacteria Gram (+), de forma esférica, con
un diametro de 0,5 a 2,0 micrémetros; catalasa negativa, no presenta movilidad y
no forma esporas; su temperatura 6ptima de crecimiento es entre 40 y 45°C; es
homofermentativa, ya que hidroliza la lactosa en galactosa y glucosa, a través de
una a-galactosidasa y posteriormente se transforma en acido lactico L (+) por la
via Embden Meyerhof Parnas (EMP). Fermenta ademas la fructosa y la sacarosa,
y es el responsable del aroma agradable del producto, debido a la formacién de

compuestos carbonilos tales como el acetaldehido y el diacetilo ¢

Produccién y consumo de yogur

De acuerdo a la Encuesta Mensual de la Industria Manufacturera del INEGI | en
el afno 2011, el mercado de yogur en México, registré ventas cerca de 625,3
millones de ton, con un crecimiento del 8% en valor de enero a diciembre, en los
yogur de cuchara, para beber y licuado. Particularmente, el yogur para beber
alcanzé una produccién de 398,345 ton, volumen mayor en comparacién con el
yogur de cuchara y el yogur licuado (Tabla 1).

El 61,87% del yogur que se consume en nuestro pais es bebible, le continlia en
preferencias con 32,32 % el de cuchara y en tercer lugar el licuado con 5,81 %.
En este sentido, el yogur bebible, se categoriza como el yogur agitado con baja
viscosidad y se considera como una buena opcién por su facil manejo y transporte
ademas de una buena aceptacién a cualquier hora del dia, por su alto valor

nutritivo, por lo que es una area creciente de interés, basada en la conveniencia,




facilidad de transporte y habilidad para entregar todos los beneficios nutricionales
y de salud de un yogur batido. El consumo per cépita de yogur en México ronda
los 8.5 kilogramos al afio, entre una cuarta o una quinta parte de lo que se
consume en paises como Francia o Espafa, paises donde se come entre 26 y
hasta 36 kg por persona anualmente. 7 ®

Por otro lado, los yogures naturales o sin sabor, son a nivel mundial la segunda
opcién mas popular, proporcionando un lanzamiento al mercado, cerca del 12% y
en tercer lugar, los sabores exoticos. 7

Tabla 1. PRODUCCION INDUSTRIAL NACIONAL DE YOGUR

Volumen: Toneladas

Yogur 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Natural 72472 76,959 80,386 82,262 79,169 74,978 90,750

Cl/Frutas 149,272 136,114 200,340 168,308 186,048 210,591 204,656

P/Beber 200,005 212,493 334,314 362,313 362,117 387,352 398,345

Licuado 25940 23,351 22,079 19,858 20,239 33,403 37,174

Total 447,689 448917 637,119 632,741 647,573 706,324 730,925

Fuente: INEGI ®

Tipos de Yogur

Se puede clasificar de acuerdo a varios criterios, como segun su consistencia en:
yogur batido, yogur bebible y yogur aflanado.

Para la elaboracién del yogur batido, el producto se cultiva en fermentadores
adecuados, luego se rompe y se enfria el gel por la accién del batido, se
acondiciona y se envasa el producto.

Para el caso del yogur bebible, eéste se elabora cultivando la leche inoculada con
el cultivo iniciador; ya fermentado, el gel se enfria ligeramente y se pasa por el
homogeneizador ( a baja o sin presion), con el fin de romper la estructura del gel y
lograr un cuerpo fluido, con menos consistencia que el yogur batido.
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Y finalmente, el yogur aflanado se obtiene fermentando la leche previamente
inoculada con el cultivo lactico, en los envases que se presentaran en el mercado.
No se somete al batido, sino que el gel se mantiene estructurado durante su vida
de anaquel. Previamente a la fermentacién, se coloca una base de frutas en el
fondo del vaso, para que asi el consumidor realice la mezcla del yogur y la fruta en
el momento de degustarlo. ?

En el mercado nacional, se encuentran 3 tipos principales de yogur: el yogur
rigido y semirrigido (aflanado), el yogur batido y el yogur liquido. Actualmente se
comercializan en las formas de: natural, con frutas y saborizado. Los yogur de tipo
rigido y batido, presentan un elevado contenido de sélidos (14 a 16%) y la

diferencia entre ellos es el proceso de elaboracion.

Por lo general, para aumentar el contenido de soélidos, se lleva a cabo una
evaporacion, osmosis inversa, ultrafiltracién y la adicion de leche descremada en
polvo. De acuerdo a la norma de yogur, el contenido de sélidos no grasos de
leche debe ser de 8,5% con un minimo de grasa del 3% para el producto entero y
menor de 0,5% para el yogur descremado, con una acidez total que puede variar
de 0,9 a 1,1% como &cido lactico. %'V

Por otro lado, durante su elaboracién se pueden utilizar diversos aditivos como
son los edulcorantes (sacarosa, aspartame y sacarina), saborizantes y colorantes;
adicion de fruta (elaborada con mermeladas, pulpas, jarabes y fruta fresca);
estabilizantes, para proporcionar textura y cuerpo al yogur, como son la pectina,
gelatina, carragenina, alginatos, goma guar, goma de algarrobo, almidones y
féculas.

En el caso del yogur liquido o de bajo contenido de sélidos (10 a 12%), éste
tiende a presentar el fenédmeno de sinéresis (separacion del suero) por lo que para
evitar su presencia, es necesario utilizar estabilizantes en una concentracién de
0,3 a 0,5%.
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Yogur Deslactosado

Se sabe que no todos los seres humanos pueden digerir la leche con la misma
facilidad, debido a una baja actividad de la lactasa intestinal que presentan
algunas personas. La incidencia de mala absorcién de la lactosa de la leche, en
personas de Europa del Este, Mediterraneo, Africa, América Latina y Austria, es
del 60%; en americanos de raza blanca es del 19% aproximadamente, y en

chinos, japoneses, nigerianos, aborigenes australianos, etc. es casi del 100%."%

La lactosa (azlcar de la leche), aunque es consumida como un disacarido, no se
absorbe como tal, ya que para que esto suceda, primeramente la lactosa debe
desdoblarse en glucosa y galactosa, monosacaridos utilizados por el organismo,
como fuente de energia. Dicha hidrdlisis, la realiza la enzima lactasa, la cual esta
presente en el intestino delgado. Sin embargo, la baja actividad de la lactasa
intestinal, también conocida como mala absorcion de la lactosa, puede
presentarse en varios casos tales como una rara anomalia congénita, en nifios
muy desnutridos que tienen una mala absorcién de calorias de las proteinas o por
el nacimiento prematuro. En la etapa adulta, la disminucién de la actividad

enzimatica es evidente particularmente después de los 40 y 50 afios de edad. **'

Es por ello que en el mercado lacteo, la tendencia es elaborar productos con las
mismas cualidades de la leche con lactosa, sin modificar su composicién, pero con
un bajo contenido de la misma. Dichos productos se conocen como
"deslactosados” o “de facil digestion”, los cuales pueden existir en sus diferentes

presentaciones entera, descremada, semidescremada o light. ¥

En la actualidad, el uso de la enzima lactasa no sélo se limita a este tipo de leche,
sino que se busca aplicar también en productos fermentados como el yogur. En
este caso, el contenido de lactosa es menor y la presencia de las bacterias
lacticas, permitird que una persona intolerante o mala digestora de la lactosa,
pueda consumir sin problema este tipo de producto. **

Por otro lado, el uso de la enzima lactasa, para la elaboracion de yogures
deslactosados, presenta ciertas ventajas como: una mayor reduccion del
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contenido de lactosa en el producto fermentado; asimismo, como la lactosa no
contribuye al dulzor del producto fermentado, dependiendo del grado de hidrélisis
requerido, los azlcares resultantes tendran un poder edulcorante mayor de tal
forma que se reduce la adicién de azlcar en el producto; mejora la apariencia del
yogur proporcionandole una consistencia mas cremosa; a menudo, la hidrélisis de
la lactosa, estimula el crecimiento de las bacterias iniciadoras del yogur lo que
conlleva a una mayor produccién de acido lactico como consecuencia de un
menor tiempo de fermentacion. Ll

Las nuevas tendencias en el desarrollo de nuevos productos en el area de lacteos,
como los yogures adicionados con probiéticos o simbiéticos, han aumentado ya
que la demanda de este tipo de productos por el consumidor requiere que ofrezca
beneficios a la salud. El yogur se considera un vehiculo adecuado para para la

adicion de este tipo de ingredientes para el desarrollo de alimentos funcionales.
Alimentos funcionales

En los ultimos afos, las tendencias mundiales en alimentacién muestran un
marcado interés de los consumidores hacia ciertos alimentos, que ademas del
valor nutritivo aporten beneficios a las funciones fisiolégicas del organismo
humano. Por lo que para responder a las exigencias de productos con valor
agregado que no solo aporten los beneficios basicos de la leche sino también de
nutrientes adicionales que favorezcan la salud de los consumidores, la industria
lactea promueve el uso de diferentes ingredientes funcionales tales como los
probitticos, prebidticos, vitaminas, proteinas, minerales, entre otros. '” Estas
variaciones en los patrones de alimentacion, han generado una nueva area de
desarrollo en las ciencias de los alimentos y de la nutricion que corresponde a la

de los Alimentos Funcionales. '"

Un alimento es funcional si contiene un componente alimenticio con efecto
selectivo sobre una o varias funciones del organismo, cuyos efectos positivos

justifican que puede reivindicarse que es funcional (fisiolégico) o incluso saludable.
(15)
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En México, se definen a los alimentos funcionales como “alimentos — o
componentes o ingredientes de alimentos, o bien productos elaborados a los que
se les atribuye alguna accién curativa o preventiva mas alld de sus propiedades

alimentarias” '®

Otro factor que también ha contribuido al "desarrollo” de los alimentos funcionales
ha sido los avances tecnoldgicos que actualmente se tienen como es la
biotecnologia, asi como la investigacion cientifica, en donde se documenta los
beneficios que ofrecen estos alimentos a la salud.

Es un hecho que los consumidores han comenzado a ver a la dieta como parte
esencial para la prevencién de las enfermedades no transmisibles como es el
cancer, las enfermedades cardiovasculares, la osteoporosis entre otras. De esta
manera, es que se presenta un fendmeno denominado “de auto-cuidado” (self-
care), factor principal que motiva a los consumidores en la decisién de compra de
alimentos saludables y el que regira el crecimiento de la industria de los alimentos

funcionales. *®

Actualmente, los productos lacteos son los de mayor expansién en relacién al
desarrollo de alimentos funcionales, siendo el yogur, uno de los alimentos que
mas se utiliza como alimento funcional y al que se le puede adicionar otros

ingredientes tales como probiéticos, prebiéticos o simbiéticos. 7!

Dado que en los ultimos afios el mercado de yogur se ha incrementado y reflejado
en términos de actividad y competitividad, ocasiona que la industria lactea explore
oportunidades de innovacién en sabores, en donde los sabores de fruta, que son
los que dominan este mercado, permitan la entrada a una amplia gama de tipos de
fruta, desde la tradicional fresa y durazno hasta los sabores mas inusuales, como
la papaya, ciruela y coco.
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Probiéticos

Se menciona que los productos lacteos son el vehiculo adecuado para el

transporte de probidticos por varias razones '®:

v Proteccién de la bacteria: los productos lacteos neutralizan la acidez de
los acidos estomacales y de las altas concentraciones biliares en el
intestino delgado, que pueden reducir por muerte o dafio la concentracion
de bacterias.

v' Refrigeracion: la refrigeracion de los lacteos promueve la estabilidad de
los probiéticos.

v Imagen de los cultivos vivos: el uso de cultivos vivos en los productos
lacteos da una imagen positiva ante los consumidores lo cual facilita la
transmision de mensajes de salud.

v Salud: las propiedades de salud de los probidticos, se combinan con las
propiedades saludables de los productos lacteos para crear un alimento
funcional. Se ha demostrado el efecto benéfico de los productos lacteos
adicionados con probidticos, en la homeostasis de la microbiota intestinal,
control de la hipertension, osteoporosis, cancer, intolerancia a la lactosa y la

disminucién en la concentracion de colesterol, entre otros.

Los probiéticos se definen como microorganismos o bacterias vivas que cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud del
huésped. ® Estos microorganismos no colonizan permanentemente al hospedero,
por lo que su ingesta debe ser continua o periddica.

Para que un microorganismo pueda ser considerado probiético tiene que ser
habitante normal del tracto gastrointestinal (TGI) humano, no ser patégeno ni
toxico, presentar un tiempo corto de reproduccion, ser estable al contacto con el
acido, la bilis, las enzimas y el oxigeno, presentar capacidad para adherirse a la
mucosa intestinal, mostrar potencial de colonizacién en el tracto gastrointestinal y
producir sustancias antimicrobianas (Acidos organicos, &cidos grasos,

bacteriocinas); modular la respuesta inmune e influir en la actividad metabélica '*
20)
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Los probidticos al modificar la microbiota intestinal, influyen directa e
indirectamente en el estado nutricional del huésped a través de la produccion de
vitaminas, minerales (Ca, Zn, Fe, Mg, Cu y P) y acidos grasos de cadena corta,
degradacién de sustancias alimenticias no digeridas, estimulacién de la respuesta
inmune y proteccién contra microorganismos patégenos.® Es importante
considerar que para lograr estos efectos, los probiéticos deben mantener su
viabilidad, es decir, deben sobrevivir a su paso por el TGl en nidmero suficiente y
en un estado metabdlico activo, misma que debe mantenerse desde la produccién
y consumo, hasta el término del transito por el TGl para evaluar sus efectos
benéficos. @)

No hay acuerdos generales en cuanto a la concentracién minima necesaria del
probidtico para alcanzar ventajas terapéuticas. Algunos autores sugieren niveles
de concentracion mayores a 10°UFC/mL, llegando incluso a superar las
108UFC/mL. @9

Debido a esto, la importancia de los probidticos es relevante, ya que tiene una
aplicacion tanto a nivel de salud humana, pero también a nivel industrial,
particularmente en la elaboracién de productos lacteos fermentados, ya que hasta
ahora es la matriz alimentaria mas empleada para la incorporacién de
probiéticos. **

Particularmente para el caso de los alimentos fermentados, en el mercado
europeo los productos lacteos constituyen el 65% de los alimentos funcionales,
dentro de los cuales los alimentos que siempre se encuentran a la vanguardia son
los que contienen probiédticos ' Desde 1990 han aparecido en Europa varias
bebidas fermentadas como “Actimel” (L. casei inmunitas), “LC1” (L. johnsonii, La1),
“Yakult” (L. casei Shirota), “Vifit" (Lactobacillus GG) y “Fyos” (L. rhamnosus).

Sin embargo, existen varios factores que afectan la viabilidad de las bacterias
probidticas en el yogur, incluida la acidez, el pH, el contenido de oxigeno, la
temperatura de almacenamiento, etc.; como una alternativa para mantener la
viabilidad de dichas bacterias probiéticas, ha sido la adiciéon de sustratos que

poseen un efecto especifico de estimulo en el crecimiento de estas bacterias
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presentes en el colon como son los oligosacaridos que ademas, poseen un efecto I
benéfico en la salud humana. La utilizacién de estos oligosacaridos por las
bifidobacterias del colon, generan la produccién de acidos grasos de cadena corta,

de vitaminas, actividad antimicrobiana y una estimulacién del sistema inmune. “* J;
27)

Bifidobacterium animalis ssp. lactis

Las bifidobacterias son habitantes normales del TGl y se encuentran presentes

durante toda la vida. Constituyen una de las diversas especies predominantes de
(28)

la microbiota del colon a niveles que van de 10°-10"" bacterias/g.

Son microorganismos anaerobios estrictos con morfologia bifida, en forma de
bacilos, no productoras de gases, Gram (+), no formadoras de esporas, no méviles
y catalasa negativa. La forma puede ser variada, pueden ser bacilos cortos,
curvos, circulares y bifurcados en forma de Y.

La eficacia de la adicién de las bacterias probiéticas, depende de la concentracion
de in6culo y de su viabilidad, la cual debe de mantenerse durante el
almacenamiento y la vida atil del producto, y su sobrevivencia en el ambiente
intestinal.

Lactobacillus acidophilus 3 '

Es una bacteria Gram (+), aerotolerante principalmente, su crecimiento se alcanza
bajo condiciones microaerofilicas o anaerdbicas; se caracteriza por presentar
células en forma de bacilos largos y extendidos, no esporulados, sus colonias son
de 2-5 mm, convexas, suaves, con bordes enteros, opacas y sin pigmentos;

fermenta la maltosa .

Esta bacteria se encuentra de forma natural en el TGl y en ciertas leches
fermentadas tradicionales. Es resistente a las secreciones acidas y a la bilis y

cuando se ingiere, es capaz de sobrevivir al transito a lo largo del TGIl. Se
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considera como probidtico debido a que su consumo en ciertas cantidades puede

ejercer diversos beneficios sobre la salud. ¢%

Lactobacillus acidophilus se utiliza normalmente en combinacién con otras

cepas probidticas o cultivos de yogur para la produccién de productos lacteos ya

gue ambas son muy estables y presentan una alta resistencia frente a los acidos

en los productos lacteos fermentados. "

Efectos Benéficos

Los efectos potenciales de las bacterias probidticas se resumen de la siguiente

manera

v

(29).

Produccién de nutrientes de especial importancia para la mucosa intestinal,
tales como acidos grasos, particularmente los de cadena corta y
aminoacidos como: arginina, glutamina y cisteina

Produccién de micronutrientes, especialmente vitaminas (algunas del
complejo B) antioxidantes y aminas (histamina, 5-HT, piperidina, tiramina,
cadaverina, pirrolidina, agmatina, espermidina y putrecina)

Prevencion del sobrecrecimiento de microorganismos potencialmente
patégenos, algunas de estas bacterias producen sustancias especificas con
efecto antibiético

Estimulacién del sistema de defensa inmunointestinal

Eliminacion de toxinas y sustancias innecesarias del lumen (lactobacilos
producen esteroides a partir del colesterol del colon y esto ayuda a reducir
niveles circulantes de colesterol)

Participacién en la regulacién de funciones intestinales, tales como:
utilizacion de moco, absorciéon de nutrientes, movilidad gastrointestinal y
flujo de sangre, lo cual ocurre a través de la produccion de acidos grasos de

cadena corta, hormonas, enzimas, poliminas y citoquininas y éxido nitroso.

Los productos del metabolismo de los probidticos, parten desde la produccion de

acidos grasos de cadena corta (AGCC, principales productos de fermentacién de

las bacterias), ®® hasta acidos organicos esenciales como el acido félico. Estos
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compuestos, crean un medio ambiente acido en el intestino por la disminucion del
pH y modulan una serie de eventos fisiolégicos y benéficos en el huésped. La
liberaciéon de varias enzimas dentro del lumen intestinal por la presencia de las
bacterias probiéticas, ejerce efectos sinérgicos en la digestién y alivio de sintomas

(33)

por la mala absorcion intestinal y son capaces de sintetizar vitaminas,

especialmente del complejo B.

El efecto barrera generado por algunos probidticos, puede derivar de una
modulacion positiva de la capa mucosa que separa el lumen intestinal de los
colonocitos. De hecho, los probidticos pueden cambiar la barrera de la mucosa
intestinal, la regulacion de la permeabilidad intestinal y mejorar la inmunidad del
TGI, permitiendo la prevencién del sobrecrecimiento de bacterias y virus
patégenos. Las diarreas causadas por el crecimiento de bacterias patégenas, es la
mas comun debido al uso indiscriminado de antibiéticos debido a que eliminan
cualquier microorganismo presente en el intestino, incluidos bacterias benéficas, lo
que ocasiona un riesgo de colonizacion de bacterias patdgenas. Los probidticos
pueden inhibir este crecimiento por la liberacién de sustancias inhibidoras o

bacteriocinas, como se ha demostrado con algunas cepas in vitro ®*

Varios estudios han evidenciado que los probidticos aceleran el tiempo de transito
colénico en un 20 %. Otros estudios han concluido que B. animalis puede

permanecer en el TGl y actuar como coadyuvante a la respuesta inmune humoral
{35)

La viabilidad de Bifidobacterium spp. y Lactobacillus acidophilus en los yogur
depende de un nimero de factores tales como la cepa probidtica incorporada, el
cultivo iniciador de yogur utilizado y cualquier interaccion entre las especies
presentes, las condiciones de cultivo, tiempo de fermentacién y condiciones de
almacenamiento, el pH del yogur (post-acidificacion durante el almacenamiento),
la concentracion de aztcar (presién osmética), contenido de sélidos de la leche, la
disponibilidad de nutrientes, la presencia de peréxido de hidrégeno, contenido de
oxigeno disuelto (especialmente para Bifidobacterium spp), la capacidad

amortiguadora y la concentracién de B-galactosidasa en el yogur.
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Los prebidticos se definen como “sustancias no digeribles que cuando son
consumidas, provee un efecto benéfico en el hospedero por estimulacion
selectiva o actividad limitada de un nimero de bacterias”

En el 2007, Roberfroid define a los prebidticos como “ingrediente, que es
fermentado selectivamente, que permite cambios especificos tanto en la
composicion y/o actividad en la microbiota intestinal, confiriéndole beneficios sobre

el bienestar y salud del huésped” *¢

En el 2010, (La Asociacién Internacional de Probidticos y Prebidticos ISAPP,
2010) define a los prebidticos como un ingrediente dietario que es selectivamente
fermentado y que produce cambios especificos en la composicién y/o actividad de

la microbiota intestinal y conferirle beneficios a la salud del hospedero. 7

Los prebidticos estimulan el crecimiento preferencial de un nimero limitado de
bacterias, especialmente aunque no exclusivamente, lactobacilos y bifidobacterias.
Este efecto sobre el crecimiento de bacterias benéficas, depende de la

concentracién inicial de las especies probiéticas nativas y del pH intraluminal. ®®

De todos los prebiéticos disponibles, los Gnicos respaldados por estudios para ser
clasificados como ingredientes alimenticios funcionales son los fructanos tipo
inulina y fructooligosacaridos (FOS). "

Inulina o fructanos:

La inulina es el nombre con el que se designa a una familia de glicidos complejos
(polisacéaridos), compuestos de cadenas de fructosa. Es, por lo tanto, un
fructosano o fructano, que se encuentran generalmente en las raices, en
tubérculos y rizomas de ciertas plantas como sustancia de reserva. Forma parte

de la fibra alimentaria. %

La inulina estimula el crecimiento de bacterias benéficas de la microbiota

L intestinal. Esto se debe a que llega al estdmago y al duodeno practicamente sin

presentar cambios y en el intestino delgado casi sin digerir. Posteriormente, llega
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al intestino grueso y es ahi donde se encuentra disponible para ser metabolizada
por algunos de las bacterias intestinales, particularmente las bifidobacterias y los
lactobacillos, promoviendo, su establecimiento y crecimiento de bacterias

benéficas. 9

Estructuralmente, la inulina es un hidrato de carbono polidisperso de fructosas y
en algunos casos con un extremo glucosidico, con uniones B (2,1) lo que hace que
la inulina no sea digerible. De manera pura, son cristales esféricos, cuyo peso
molecular se encuentra 5,600 a 6,300 dependiendo del grado de polimerizacion. El
polvo obtenido es de color blanco, amorfo, higroscépico, sabor y olor neutro, no
cariogénico y se utiliza para una mejora en el sabor y textura de los alimentos
como sustituto de grasa y/o azlcar, reduciendo asi el contenido energético del
producto final. #%

La oligofructosa o fructooligosacaridos es una mezcla de oligosacaridos que
se obtienen por hidrélisis enzimatica parcial de la inulina por lo que presenta un
menor grado de polimerizacion, posee un sabor neutro; se utiliza para preparar
productos lacteos bajos en calorias, postres congelados y productos de
panificacion, como sustituto de azlcar y como aporte de fibra ademas de que
mejora las propiedades de retencion de agua. “* *". Reduce la actividad de agua
y por lo tanto propicia la estabilidad microbioldgica, de modificar los puntos de
fusion y ebulliciébn; provee cuerpo y sinergismo con los edulcorantes

principalmente con la combinacién de acelsufame K-aspartame. ¢ 43 44.4%)

Entre sus atributos se encuentra el comportamiento fisiolégico semejante a la fibra

soluble y un valor calérico de 1.5 Kcal/g “®

Tanto la inulina como la oligofructosa, son consideradas en la Comunidad
Europea, como ingredientes alimenticios naturales y en los E.U. son reconocidas
como GRAS (Generally Recognized As Safe). 47

En México, la NOM-086-SSA1-1994 informa que dentro de los nutrimentos que se
permiten adicionar a los alimentos se encuentra la fibra dietética; sin embargo no

k existe aln legislacion respecto a este tipo de prebidticos. “®
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Debido a su estructura quimica (enlace B (2-1) y B (2-6)), dichas fibras no pueden
ser hidrolizadas por las enzimas digestivas pero son fermentadas selectivamente

por la microbiota intestinal. “*

Los productos de dicha fermentacién son:

e 40% se convierte en biomasa (aumento de las bacterias intestinales,
principalmente bifidobacterias).

. 10% se convierte en gases (H,, CO; y CHy).

e 50% se convierte en acidos grasos de cadena corta (60% acido acético,

25% écido lactico 10% acido propidnico y 5% éacido butirico), %"
Dentro de las inulinas, se encuentra otro grupo de fructanos conocidos como:
Inulina o fructanos de Agave tequilana Weber variedad Azul

La planta del Agave tequilana Weber variedad azul, presenta ciertas
caracteristicas que la hacen la diferencia con otros agaves, ya que es una planta
carnosa en forma de roseta, fibrosa, de color azul o verde grisaceo originado por
el alto contenido de ceras que impiden que la planta pierda agua. Sus hojas son
rigidas, con espinas marginales y apicales; almacena inulina en el tallo y es
productora de fructuosa.

Es una de las plantas mas importantes de México desde el punto de vista
econdmico y tradicionalmente es cultivado como materia prima para la produccién
de productos destilados como es el tequila. La fibra soluble natural obtenida de los
fructanos de la pifia del Agave Azul Tequilana Weber, es de alta solubilidad, de

(29.%8) | s beneficios de los fructanos en la salud se debe

estructura ramificada.
fundamentalmente a la presencia de los enlaces que hidrolizan las bacterias de

colon®®®




22

HO._
o) H
HO
p = 0-1
m=1-28
n=1-9
oH
)
HO
HO OH HO #
o) O o. GH
HO' HO ay
OH OH 2 H GH
Figura 1. Estructura de Fructanos de Agave tequilana Weber ©°

Debido a la cantidad de beneficios en la salud, la inulina o fructanos de agave han
sido aplicados en diferentes tipos de alimentos como confiteria, concentrados de
frutas, postres lacteos, yogur y queso fresco, alimentos horneados, chocolates,

helados y salsas. ©?

El yogur adicionado con prebidticos como la inulina, mejora la viabilidad del
Lactobacillus acidophilus y del L. casei, durante su almacenamiento en
refrigeracion. Se ha demostrado que este polisacarido estimula el crecimiento del
probidtico ya que a bajas concentraciones de la misma, son suficientes para
estimular el crecimiento asi como para conservar la viabilidad de los probiéticos en

el yogur. %
Caracteristicas fisicoquimicas

La inulina es poco soluble en agua (mas soluble la oligofructosa) y posee la
capacidad de formar microcristales en agua y en la leche, los cuales no son
perceptibles en la boca, logrando proporcionar una textura cremosa y una
sensacién grasosa en la boca, que permite que sea utilizada como sustituto de

grasa en productos horneados, rellenos, productos lacteos, etc. %
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Se han realizado varios estudios en donde se utiliza la inulina de achicoria para la
produccién de yogur, entre otros alimentos, sin embargo, no hay antecedentes con
referencia al uso del agave. La principal diferencia entre moléculas de la inulina de
achicoria y la de agave, es que ésta Ultima su estructura es ramificada y las
provenientes de gramineas son lineales y la distribucién del tamafio de moléculas
o grado de polimerizacion entre ellas varia. Sin embargo la composicién quimica
es la misma y todos los fructanos tipo inulina de diferentes origenes, hasta hoy
estudiados han mostrado coincidencia en sus efectos prebitticos. ' %2

Dentro de las caracteristicas que presentan los fructanos de agave son:

+ Una mayor solubilidad, equivalente a la de los fructooligosacaridos (FOS) ,
por lo tanto pueden aplicarse mas facilmente en bebidas.

» La inulina es poco soluble y tiene la propiedad de formar microcristales
cuando se usa en agua o leche.

» Posee cualidades funcionales similares a los jarabes de azlcar o glucosa;
son mas solubles que la sacarosa y proporciona entre un 30-50% del
dulzor, conservando sus propiedades funcionales.

» Agente espesante,

« Edulcorante bajo en calorias

«  Modificador de texturas

De los efectos informados sobre la adiciéon de los fructanos en las caracteristicas
fisicas de los productos lacteos, particularmente en el yogur, se menciona que a
concentraciones elevadas de estos fructanos, provoca un engrosamiento gradual
de la red de proteina inducida por el acido, generando ademas un aumento en la
sinéresis y permeabilidad. “*

En el caso de la adicién de oligosacéaridos, pueden presentar efectos a pesar de
que no tienen propiedades gelificantes y no modifican la viscosidad. ©* Es
considerado un ingrediente funcional por sus efectos fisiolégicos y bioquimicos,
presentan una mejora en la salud y reduccidon del riesgo de muchas

enfermedades.
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Simbidticos

Los simbidticos son la combinacién de probidticos y prebidticos. Ademas de
aumentar la supervivencia y actividad de los probiéticos, esta combinacién permite
estimular el desarrollo de cierto tipo de bacterias presentes en la microbiota

intestinal como son los lactobacilos y bifidobacterias. ¢

El consumo de un probidtico en combinacién con un prebidtico, puede resultar en
efecto sinérgico, mejorando la supervivencia del probidtico por la disponibilidad de
sustrato para fermentacién. De aqui que la combinacién de probidticos vy
prebidticos, pudiera ser un recurso atractivo para mantener la microbiota intestinal
nativa del adulto, mantener la funcién intestinal y reducir la susceptibilidad a las

infecciones.

Beneficios de los Pro, Pre y Simbidticos.

Es comUn en los productos lacteos, que las bacterias lacticas sean combinadas
con otras bacterias para asegurar las caracteristicas sensoriales, por lo que es
importante realizar una adecuada seleccion de las cepas y un control en el
proceso de fermentacién, para lograr una adaptacion 6ptima del probiético al
alimento y una viabilidad méxima. ®® En la Tabla 3, se presentan las bacterias

acido lacticas utilizadas como probidticas.

El propésito de incorporar bacterias probiéticas al organismo humano, es revertir
o disminuir la pérdida de estas bacterias benéficas en el intestino por diversos
factores como es la edad, el uso de antibidticos, el estrés, entre otros, lo que
provoca una proliferacion de bacterias patégenas; una propiedad importante que
presentan estas bacterias es que poseen la capacidad de sobrevivir al tracto
gastrointestinal y persistir el tiempo suficiente en el intestino para proveer efectos

benéficos a la salud. ¢

Algunos estudios clinicos han demostrado la eficacia de los probidticos para el

tratamiento de pacientes con sindrome de colon irritable, en donde se ha evaluado
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la combinacién de probidticos en los que se incluyen Bifidobacterium,
Lactobacillus, y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus: En el caso de L.
acidophilus, esta bacteria esta asociada con la reduccién de los niveles de dolor
en la inflamacion intestinal, asi como B. infantis y B. lactis que alivian los sintomas
de colon irritable; estas bacterias, aunadas a los efectos de la fibra (prebidtico),
aceleran el transito intestinal y aumentan la produccién de heces diarias, lo que

alivia la constipacién. ©®

Las bifidobacterias como Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. longum constituyen la mayor parte de la microbiota del intestino
humano, algunos de sus beneficios incluye la inhibicién de bacterias patégenas, la
reduccidén en las concentraciones de colesterol y en el riesgo de cancer de colon,
estimula el sistema inmune, mejora la tolerancia a la lactosa, mejora la absorcion
de calcio y sintesis de vitaminas. También presentan un papel importante en el
control de la presi6n sanguinea, asi como un efecto anti-hipertensivo por la
ingestion de probidticos.

En la Tabla 3, se presentan algunas cepas de bifidobacterias empleadas en
aplicaciones comerciales.

Tabla 3. Algunas cepas de bifidobacterias empleadas en aplicaciones

comerciales

Cepa Fuente

B. animalis ssp.lactis Bb12 Chr. Hansen

B. lactis HOWARU'"/B1 Danisco

B. lactis LAFTI® B94 DSM Food Specialties

B. longum SBT-29281 Snow Brand Milk Products Co. Ltd
B. breve strain Yakult Yakult

B. lactis HNO19(DR10) Fonetarra

B. animalis DN173010(Bioactivia) Danone

B. longum BB536 Morinaga milk industry Co.Ltd.

No se cuenta con datos que evidencien que la fibra pueda afectar tanto la

fermentacién para la obtencién del yogur, como para la producciéon de bacterias
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acido lacticas, las cuales no disminuyen al adicionar fibra al yogur ni las

propiedades de la fibra se ven afectadas por estas.

Antecedentes

Los efectos debido a la adicién de los pro y prebiéticos en las caracteristicas

fisicas de productos lacteos se han informado por varios autores.

Shin y colaboradores, 2000, ©9

observaron que en leche descremada
adicionada con inulina y oligosacaridos en concentraciones del 0% a 5% se

incremento el tiempo de duplicacién y el crecimiento de Bifidobacterium spp.

Bozanic y colaboradores, 2001 ©” encontraron que la firmeza de los yogurts
elaborados con leche de cabra y leche de vaca, mejoraron con la adicién de
inulina.

Guven y colaboradores, 2005 6" elaboraron un yogur libre de grasa a partir de
leche descremada con la adicién de 1 %, 2 % y 3 % de inulina; los resultados
obtenidos demostraron que la sinéresis presente en el yogurt se incrementé con el

uso de leche descremada y la adicion de 2 y 3 % de inulina.

Kip y colaboradores, 2006, ®® informaron el efecto de la adicién de 2 tipos de
inulina DP9 y DP23 a diferentes concentraciones (0-4%) en las propiedades
sensoriales de un yogur bajo en grasa preparados a partir de leche espumosa. Los
resultados obtenidos mostraron que al utilizar concentraciones de 1.5 % y 4 %, la
viscosidad y la consistencia se incrementaron significativamente por la adiciéon de
inulina, presentando mejores caracteristicas con una concentracién del 3%, lo que

contribuyd a una palatabilidad cremosa de los yogures.

Aryana y colaboradores, 2007 ©®® evaluaron el efecto en las caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales por la utilizacién de inulina de cadena

corta (P95), cadena media (GR) y cadena larga (HP) en una concentracién de
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1.5% (p/p) para la elaboracién de un yogur libre de grasa inoculado con L.
acidophilus. La cuenta de bacterias y el color se evaluaron al tiempo 1, 11 y 22
dias de elaborado los productos. Los resultados obtenidos mostraron que el yogurt
elaborado con inulina de cadena corta (P95) presenté un pH bajo y un incremento
en la sinéresis en comparacién con el yogur elaborado con inulina de cadena
media (GR) y cadena larga (HP). El yogur elaborado con inulina HP presentd un
mejor cuerpo, sabor y textura que el resto de los yogures. La cuenta de L.
acidophilus fue mas alta en los yogures elaborados con inulina de diferentes
longitudes de cadena que el yogur testigo. El uso de prebidticos no afectd el color
ni la viscosidad del yogur inoculado con L. acidophilus.

Ruiz R JA y colaboradores, 2009 ¥ elaboraron un yogur firme en la que
utilizaron los cultivos iniciadores Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus y
Streptococcus salivarus subsp thermophilus y la incorporacién de cepas
probiéticas (Bifidobacterium spp y Lactobacillus acidophilus) y Raftiline HP (inulina
de achicoria). Se elaboraron 3 fromulaciones de yogur: F1= leche pasteurizada +
cultivo lactico + cepas probidticas; F2= leche pasteurizada + cultivo lactico +
cepas probiéticas + Inulina; F3= leche pasteurizada + cultivo lactico (Control). Los
resultados obtenidos mostraron que la F2 (Probiéticos + Inulina) presentd un pH
ligeramente superior al control el cual no fue estadisticamente diferente en cuanto
a la acidez y la viscosidad; durante el almacenamiento, la adicién de inulina
mejord la viscosidad del yogur ademas de que no se observé sinéresis en el

producto.

Allgeyer L.C. y colaboradores, 2010 3 evaluaron 3 tipos de fibra: maiz,
polidextrosa e inulina de achicoria, las cuales fueron adicionados cada una como
excelente fuente de fibra (5g/porcion) y como buena fuente de fibra (2.5g/porcion)
en una base de yogur bebible. Cada uno de los yogures contenian una mezcla de
probidticos (Bifidobacterium lactis Bb-12 y Lactobacillus acidophilus LA-5). Se
elabord un yogur control sin fibra. Los yogures fueron evaluados por 110
consumidores en donde calificaron la aceptacion en general (aroma, apariencia,

sabor y textura) de cada uno de ellos. Los resultados obtenidos mostraron que los
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yogures elaborados con inulina de achicoria y polidextrosa presentaron mayor
preferencia que el yogur elaborado con fibra de maiz. Los yogures bebibles con
pre y probiéticos fueron caracterizados como productos que presentan un nivel
medio de dulzura y alta viscosidad, por lo que para obtener una aceptacion de
este tipo de productos, los consumidores prefieren un yogur bebible de textura no

tan viscosa y un sabor no tan dulce ni tan acido.

Debido a que no existen antecedentes relacionados con el desarrollo de bebidas
lacteas tipo yogur adicionada con fructanos de agave, se plantea el uso de este
tipo de ingredientes funcionales de origen nacional como una opcion novedosa y

saludable para el consumidor.

Planteamiento de problema

Diversas enfermedades crénicas estan relacionadas directamente con la nutricién
y muchas de ellas podrian prevenirse con una dieta adecuada. La salud y el
bienestar, se han convertido en un aspecto de gran importancia, de modo que
cada vez mas el consumidor actual, demanda alimentos que presenten un sabor

agradable, bajos en grasa y en calorias y adicionalmente con beneficios a la salud.

El yogur es uno de los alimentos que mas se utiliza como alimento funcional
debido a sus beneficios naturales ademas de que se le pueden afadir con
facilidad algtin nutrimento funcional como son los prebidticos y probidticos

(simbidticos), siendo una alternativa sencilla para mejorar la salud.

Actualmente, el consumo de fibra en México esta por debajo de la ingesta diaria
recomendada (25g) por lo que ha ocasionado mayores problemas en la salud
publica, el consumo adecuado de fibra en la dieta ha demostrado la reduccion del
riesgo de contraer enfermedades como diabetes, céncer, cardiovasculares,

obesidad, entre otras.

Se han realizado varios estudios sobre los efectos de la inulina de achicoria, sin

embargo pocos son conocidos sobre los beneficios de los fructanos de agave,
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siendo estos probados in vitro, mostrando resultados superiores a las muestras
utilizadas con achicoria.

Justificacién

La mayoria de los consumidores, buscan alternativas mas sanas para conservar o
mejorar su salud. Dentro del mercado de la salud, los alimentos funcionales han
experimentado un crecimiento muy importante, particularmente el mercado de

productos lacteos, que es quiza, el de mayor expansion.

El yogur es uno de los alimentos que mas se utiliza como funcional y al que se le
pueden afadir mas nutrimentos funcionales. Es un vehiculo ideal para los
probidticos porque contienen nutrientes importantes para que sobrevivan dichas
especies, incrementa el valor terapéutico del mismo y ayuda a los consumidores a
ingerir alimentos nutritivos que ofrezcan beneficios adicionales a la salud. Por otra
parte, la fibra soluble aporta un valor energético bajo, lo que permite la elaboracion
de productos con mayor contenido de fibra y menor densidad calérica; ademas la
fibra propicia el aumento de la microbiota intestinal benéfica.

Para este estudio, se seleccion6 elaborar un yogur bebible elaborado partir de
leche descremada y deslactosada como un alimento de potencial éxito por ser un
producto de consumo diario en nuestra poblacion. Para la elaboracién de yogur, la
adicién de una mezcla de Streptococcus thermophilus y el Lactobacillus bulgaricus
ademas de una mezcla probidtica de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium
subsp. lactis y un prebidtico como los fructanos de agave (fibra soluble)
proveniente del agave Tequilana Weber variedad azul en el yogur, permitira
obtener un producto simbidtico que contenga bacterias benéficas viables y
estables, con caracteristicas sensoriales de sabor y acidez agradable, bajo en
grasa Y rico en fibra soluble, de consumo habitual en nuestra dieta.
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Pregunta de investigacion

;Cudl sera el efecto sobre las caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas,
sensoriales y de estabilidad, de la adiciéon de una mezcla probiética y de fructanos
provenientes del Agave tequilana Weber variedad azul, en la elaboracién de un
yogur bebible?

Hipétesis

Si el yogur bebible adicionado con una mezcla probiética y fructanos provenientes
del Agave tequilana Weber variedad azul, (simbidtico), entonces presentara
mejores caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas, sensoriales y de

estabilidad comparado con un yogur bebible sin probidticos y sin fructanos.

Objetivos
General

Desarrollar y caracterizar un yogur bebible simbidtico, adicionado con probidticos y
fructanos de Agave tequilana Weber variedad azul como sustituto de grasa.
Particulares

El yogur elaborado con fructanos de Agave tequilana Weber variedad Azul debera

presentar las siguientes caracteristicas:

e Obtener al menos un contenido de fibra soluble de 5g en una porcién de
110g (106 mL).

e Mantener una cuenta de bacterias probiéticas minima o al menos de 107
UFC/g, al término de la vida de anaquel.

e Mantener una viscosidad y un pH estable a lo largo de la vida de anaquel
de 21 dias a temperatura de refrigeracién (4°C)

e Obtener una aceptacién sensorial al menos del 70% de los sujetos

consumidores de este tipo de productos.

—
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Metodologia

A) Desarrollo experimental

A1l. Seleccion y adquisicién de materias primas.
Las materias primas seleccionadas para la elaboracién del yogur bebible, fueron:
leche deslactosada light (liquida y en polvo) como materias primas principales, las
cuales se adquirieron en tienda de autoservicio a un costo de $16,50/L y
$53,00/480 g, respectivamente
Para la inoculacién de la leche, se utilizé como cultivo iniciador la cepa comercial
LYOFAST Y 150 B 10u L-C058147A "SACCO", la cual contiene una mezcla de
Streptococcus thermophilus y el Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Dicha
cepa fue donada por el empresa Raff S.A. de C.V.
La Cepa Probiética utilizada fue la cepa comercial LYOFAST AB 1 10 dosis L-
C058131A “SACCO” que contiene una mezcla de Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, y se selecciond por su capacidad probidtica
ademas de que se tiene el antecedente que dichas bacterias probidticas
sobreviven al paso por el tracto gastrointestinal. Dicha cepa fue donada por la
empresa Raff S.A. de C.V.
Los sabores fresa, pay de limén, maracuya y pifia colada, fueron seleccionados
con base en las tendencias de consumo de bebidas lacteas. Dichos sabores
fueron donados por la empresa de sabores Robert de México, S.A. de C.V.
Finalmente, los fructanos provenientes del Agave tequilana Weber variedad azul,
se seleccionaron como fuente de fibra soluble (ingrediente funcional) para la
elaboracion del producto, ya que se tiene como antecedente que este tipo de
fibras proporcionan caracteristicas quimicas, sensoriales, funcionales vy
tecnolégicas, adecuadas al producto. Dicha materia prima fue donada por la

Empresa Bustar Alimentos, Guadalajara, Jalisco.

A2, Seleccién y elaboracion de la férmula base. Con base en la revisidn
bibliogréfica, se seleccion6 la formula base para la elaboracion del yogur. Para la
elaboracion del yogur, se siguié el diagrama de proceso que se presenta en la
Figura 12
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500 mL Leche deslactosada light

=sta

Sélidos de le&he deslactosada

Inéculo:
100 mL leche deslactosada
+ 1 g cultivo iniciador.
Mezclar y reposar 30 min

(Bafio con temperatura
controlada)

ezclary | ogeneizar
Manualmente

e -

pH y Acidez Total Titulable

Refrigerar (4°C+2°C)

Yogur deslactosado light

Figura 1. Proceso de Elaboracién de Yogurt batido %

A.3. Elaboracion del yogur con fibra

Se prepararon 13 diferentes formulaciones, dentro de las cuales se incluy6 la
formulacién base y una formulacién ya adicionada con fructanos de agave, sin
adicion de sdlidos de leche; durante las fermentaciones se tomaron muestras al
inicio y posteriormente cada hora y se determiné pH, acidez total titulable, volumen
de suero, viscosidad y solidos totales.




33

Tabla de porcentajes

Formulacion Yogur % solidos % fructanos de

agave
1 Yogur base 3 -
2 - 3
3 1 3
4 1 5
5 1 7
6 2 3
Yo tural +
7 gur natura 5 5
solidos de leche +
8 2 7
fructanos de
9 3 3
agave
10 3 5
1 3 7
12 5 3
13 7 5

Para la elaboracién del yogur adicionado con fructanos de agave, se siguio el
diagrama de proceso que se presenta en la Figura 2.
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500 mL Leche deslactosada light

Cultivo Iniciador:

100 mL leche deslactosada
+ 1 g cultivo iniciador.
Mezciar y reposar 30 min

Cultivo Probiodtico
100 mL leche deslactosada
+ 1 g cultivo.

Mezclar y reposar 30 min o T S

Manualmente

(Bafi
temperatura controlada)

pH y Acidez Total
Titulable (ATT)

Yogur simbiético deslactosado light

Figura 2. Elaboracién del yogur simbiético ¢
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A.4. Evaluacion de los productos

Con el objeto de conocer el intervalo de crecimiento de las bacterias acido lacticas
y las bacterias probidticas, se llevaron a cabo 3 cinéticas de fermentacion, cada
una de ellas por triplicado: 1. Elaboracion del yogur adicionado con el cultivo
iniciador; 2. Elaboracién del yogur adicionado con el cultivo iniciador + el cultivo
probiético y 3. Elaboracién del yogur adicionado con el cultivo iniciador + cultivo
probidtico + los fructanos de agave. Se utilizaron para ello, 2 diluyentes, el primero
preparado en el laboratorio de microbiologia del Departamento de Ciencia y
Tecnologia de INCMNSZ que contiene peptona y NaCl y el segundo diluyente,
preparado en el Departamento de Infectologia, compuesto de KH,PO4, NaHPOy,
L-cisteina-HCI, Tween 80 y agar. Durante cada una de las cinéticas, se determind
el conteo de bacterias lacticas y el conteo de bacterias probiéticas a los tiempos 0
(inicial), 3 h y al término de la fermentacion, 5,5 h.

El yogur finalmente obtenido, se evalu6 mediante los siguientes analisis:

o ©5%)  fibra soluble 7, pH " acidez total titulable “? sélidos

fisicoquimic
totales ¥, viscosidad “® | cuenta e identificacion de bacterias lacticas y
probidticas, hongos filamentosos y levaduras, coliformes, Salmonella sp, S. aureus

(inicio) %8,

Evaluacién sensorial ®":

Con base en estudios de consumo de bebidas lacteas fermentadas y a las
tendencias de consumo actual, se seleccionaron 4 sabores para la evaluacion del
yogur simbiodtico: fresa, pay de limén, maracuya y pifia colada.

Participaron 40 personas que labora en el INCMNSZ, de ambos sexos, de edad
entre 25-55 afos, no entrenados, consumidores de este tipo de productos. Se les
aplic6 una prueba de Nivel de Agrado con escala heddnica de 9 puntos en donde
0 corresponde a “Disgusta Muchisimo” y 9 corresponde a “Gusta Muchisimo”. A
cada uno de los sujetos se les presentaron en vasos desechables, 4 muestras de
yogur simbidtico con los 4 sabores seleccionados, codificados con numeros
aleatorios, conteniendo aproximadamente 25 mL de yogur. Se le pidid a cada uno

de ellos que probaran las muestras en el orden presentado y que encerraran con
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un “circulo” el valor en la escala que exprese su gusto o disgusto para cada una
de las muestras. Ademas, se les solicitd que entre muestra y muestra tomaran un
poco de agua para eliminar el sabor residual de la muestra anterior.
Paralelamente, se aplicd una encuesta de frecuencia de consumo, marca y criterio
de eleccion de compra de yogures comerciales. (Anexo 2)

Los resultados obtenidos de la evaluacién se analizaron en excel a través de una

prueba estadistica de Analisis de Varianza, a un nivel de p<0,05

A.6. Vida de anaquel

El yogur finalmente obtenido se envas6é en recipientes de plastico (PET)
conteniendo aproximadamente 106 mL de yogur bebible y se almacenaron bajo
condiciones de refrigeracion (4°C+ 1°C) durante 21 dias. Durante el
almacenamiento se tomaron muestras a diferentes tiempos (7, 14 y 21 dias) y se
le determin6é pH, acidez total titulable, viscosidad, presencia o no de sinéresis,
cuenta de bacterias lacticas (7, 14 y 21 dias) coliformes totales, mohos vy

levaduras, Staphylococcus aureus, Salmonella y evaluacién sensorial.

B) Métodos de ensayo
El yogur simbidtico final se sometié a los siguientes analisis:

Fisicoquimicos, por medio de los métodos de las Normas Oficiales y Normas

Mexicanas, en los que se incluyen:

e Humedad ) cenizas "*®; proteina °”; extracto etéreo ¥, hidratos de
carbono, por diferencia y aporte calérico, por célculo.
*  Fibra soluble de acuerdo al método del AOAC 991.43, Ch.32, p7 7

* pH, por medio de la NOM-F-317-S-1978 '™

*  Acidez total titulable, por medio de la NMX-F-716-COFOCALEC-2006 7
*  Sélidos totales, por medio de la NMX-F-103-1982 %!

e Viscosidad a través del manual del viscosimetro de Brookfield 7%
Microbiolégicos, de acuerdo a los Métodos Oficiales de la Secretaria de
Salud, en los que se incluyen: Bacterias acido lacticas "> 7 hongos
filamentosos y levaduras NOM-210-SSA-1-2014 "”; Coliformes Totales
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NOM-210-SSA-1-2014"®; Salmonella "; Staphylococcus aureus en
alimentos ®°),

¢ Evaluacion sensorial, prueba de nivel de agrado con escala hedénica de

9 puntos donde 1 corresponde a “Disgusta Mucho” y 9 a "Gusta Mucho”
(81)

Microbiolégicos

Con base en la norma oficial NOM-185 —~SSA1-2002 *2, al yogur simbiético, se le

realizaron las siguientes determinaciones microbioldgicas:

e Cuenta de bacterias lacticas 7> 7%
Hongos filamentosos y levaduras 7
» Coliformes totales ),

o Salmonelia spp 7

e Staphylococcus aureus %,

Para ello, se llevé a cabo la seleccién y preparacion de los medios de cultivo
(Anexo 1)
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Resultados y Discusién

En la grafica 1, se presentan los resultados de pH y acidez total titulable obtenidos en el
yogur natural (control), enriquecido con 3% de sdlidos de leche. Se observa que el yogur
elaborado, cumple con las especificaciones de la Norma NOM 185 @2 tanto en pH como
en el porcentaje de acidez, por lo que con base en estos resultados se procedio a elaborar

el yogur adicionado con diferentes concentraciones de fructanos de agave.

i DH

3 J e ATT (%)

pH/ Acidez Total (%)

1 2 3 4
Tiempo (h)

Grafica 1. pH y acidez total en el yogur natural (control) con 3% de sélidos

De los resultados de pH y % de acidez obtenidos en el yogur natural adicionado con 3% de
fructanos de agave comparados con el yogur natural base (gréfica 2), se observa que
existe una ligera diferencia tanto en el pH como en la acidez en el yogur adicionado con
fructanos de agave a las 5 horas de fermentacién, obteniéndose un producto ligeramente
mas dcido. Esta disminucién de pH puede explicarse por la adicién de la inulina, en este
caso fructanos de agave ya que la concentracidon de aminodcidos y acidos organicos en el
yogur pueden aumentar al aumentar la actividad y viabilidad de los probidticos por la

adicion de prebidticos. (83)

==
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Con respecto a la viscosidad (cuadro No. 1) se observa que el yogur natural (base)
enriquecido con 3% de sdélidos presenté una mayor viscosidad que el yogur adicionado
con 3% de fructanos de agave, esto debido a la presencia de sdlidos de leche adicionados
al yogur natural no asi para el yogur con fructanos, en donde la fibra de agave Gnicamente

le proporciond una textura ligera.

—.—p"
g ATT (%)

pH/ Acidez Total (%)

1 2 2 4 5
Tiempo (h)

Grafica 2. pH y porciento de acidez total en el yogur adicionado con 3% de
fructanos de agave vs yogur natural control

Cuadro No.1. Viscosidad del yogur natural (Base) adicionado con 3% de
solidos vs yogur natural (Base) 3% de fructanos de agave

Viscosidad Vaauraatatal Yogur natural +
(cps) . 3% FA
rpm / Aguja #6 #5
1000 2000
4 750 1000
10 2500 800
20 350 500

Con base en estos resultados se planted elaborar el yogur adicionado con 3% 5%y 7% de
fructanos de agave adicionados con diferentes porcentajes (1%, 2% Y 3%) de sélidos de

leche descremada deslactosada.
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En las gréficas 3 y 4 se presentan los resultados de pH y acidez total titulable (ATT)
obtenidos del yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos de agave enriquecido
| con 1% de sélidos de leche descremada deslactosada. Se observa que en cuanto a los
valores de pH y acidez total en los yogur que contienen 3%, 5% y 7% de fructanos de
agave no existen cambios importantes, comprobandose que el aumento en la
concentracién de fructanos de agave al yogur bajo en grasa no afecta en dichos
parametros %,

Sin embargo, se observa que al incrementar la concentracién de fructanos en el yogur
(7%) se disminuye la viscosidad del producto (Cuadro No.2); estas variaciones en la
viscosidad pueden estar asociadas a ligeros cambios de pH ®* ya que la viscosidad del gel
disminuye a pH dcidos, dado a que las proteinas se solubilizan a pH bajos.

Asi mismo, conforme se aumenta la concentracion de fructanos en el yogur (cuadro No. 2)
se detecta una mayor presencia de sinéresis y esto se observa claramente en el yogur
adicionado con 7% de fructanos de agave. La presencia de sinéresis se debe a que se
produce un engrosamiento gradual de la red de proteinas dando lugar a un aumento en el
‘ndmero de enlaces de las particulas, por lo cual la red se contrae y expulsa el liquido
intersticial que encierra, lo que ocasiona un aumento en la sinéresis, una disminucién en
la permeabilidad, y una mejora en la suavidad del producto ®®. Ademds un bajo contenido
de grasa y un alto contenido de caseina, probablemente pueda contribuir a la presencia

de este fenémeno.




—a=—3% FA
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a 5% FA
e 7% FA
Tiempo (h)
Gréfica 3. pH en el yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos de
agave enriquecido con 1% de sélidos de leche descremada deslactosada
R
&
o
3
2 3% FA
g 5% FA
% e 7% FA
2
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Gréfica 4. Acidez en el yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos
de agave enriquecido con 1% de sélidos de leche descremada deslactosada

41



Cuadro No.2.Viscosidad y volumen de suero obtenido en el yogur natural (Base) adicionado
con 3%, 5% y 7% de fructanos de agave enriquecido con 1% de solidos de leche
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Yogur Natural + 3% Yogur Natural + 5% Yogur Natural + 7%
Viscosidad Fructanos de agave Fructanos de agave Fructanos de agave
{cps) enriquecido con 1% enriquecido con 1% enriquecido con 1%
solidos de leche sdlidas de leche sélidos de leche
rpm /Aguja #5 #4 #3
2 2000 500 50
4 1500 500 50
10 800 300 200
20 700 200 30
Volumen de a4 50 67
suero (mL)

En las gréficas 5 y 6 se presentan los resultados obtenidos del yogur base adicionado con
3%, 5% y 7% de fructanos de agave y enriquecido con 2% de sdlidos de leche
descremada deslactosada. Se observa una disminucién en los valores de pH, debido a la
produccion de acido lactico de las bacterias, lo que causa una desestabilizacion de las
micelas de las proteinas a un pH de 5,1 - 5,2 produciéndose una coagulacién completa del
gel a un pH de 4.5; en cuanto a la acidez, la cual depende del tipo de bacteria utilizada, se
observa que el % de acidez fue mayor en comparacion con los resultados obtenidos en el
yogur adicionado con 1% de sdlidos, lo cual era esperable ya que durante la fermentacién
cerca del 20 al 30% de la lactosa presente en la leche, se transforma en acido lactico, lo

que le proporciona un ligero sabor acido.

Un comportamiento similar se observo en la viscosidad y volumen de suero obtenido en el
yogur adicionado con 2% de sdlidos de leche, en donde al incrementar la concentracién de
fructanos en el yogur, se aprecié una disminucidn en la viscosidad y una mayor presencia

de sinéresis en el producto. (Cuadro 3).
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Grafica 5. pH en el yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos de
agave enriquecido con 2% de sélidos de leche descremada deslactosada
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Grafica 6. Acidez en el yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos
de agave enriquecido con 2% de sélidos de leche descremada deslactosada
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Cuadro No.3 Viscosidad y volumen de suero obtenido en el yogur natural (Base) adicionado con
3%, 5% y 7% de fructanos de agave enriquecido con 2% de sélidos de leche
Yogur Natural + 3% | Yogur Natural + 5% Yogur Natural + 7%
Viscosidad Fructanos de agave | Fructanos de agave Fructanos de agave
(cps) enriquecido con 2% | enriquecido con 2% | enriquecido con 2%
Sélidos de leche Solidos de leche Sélidos de leche
rpm/ Aguja #5 #3 #2
2 1000 50 200
4 1000 50 150
10 600 150 120
20 400 30 100
Volumen de suero (mL) 32 50 69

En las graficas 7 y 8 se presentan los resultados obtenidos del yogur base adicionado con
3%, 5% y 7% de fructanos de agave enriquecido con 3% de soélidos de leche descremada
deslactosada. Se observa, que en cuanto a los valores de pH y acidez total no existen
cambios importantes, sin embargo, el % de acidez obtenido es mayor en comparacién de
los yogures enriquecidos con 2% de sélidos. Esto nos indica que conforme se aumenta los
solidos de leche en el producto, las bacterias poseen una mayor disponibilidad de sustrato
que estimulan su actividad y crecimiento, lo que hace que se genere una mayor acidez en
el producto final.

En cuanto a la viscosidad y al volumen de suero obtenido en los yogur (Cuadro No. 4) se
observa que, como en los resultados anteriores, al incrementar la concentracion de
fructanos en el yogur, se disminuye la viscosidad y hay una mayor presencia de sinéresis

en el producto debido a las variaciones en la acidez.
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Grafica 7. pH en el yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos de
agave enriquecido con 3% de sélidos de leche descremada deslactosada
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Grafica 8. Acidez en el yogur base adicionado con 3%, 5% y 7% de fructanos
de agave enriquecido con 3% de sélidos de leche descremada deslactosada
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Cuadro No.4. Viscosidad y volumen de suero obtenido en el yogur natural (Base) adicionado
con 3%, 5% y 7% de fructanos de agave enriquecido con 3% de sdlidos de leche

Yogur Natural + 3% Yogur Natural + 5% Yogur Natural + 7%
Viscosidad Fructanos de agave | Fructanos de agave Fructanos de agave
(cps) enriquecido con 3% | enriquecido con 3% | enriquecido con 3% de
de solidos de leche de solidos de leche solidos de leche
rpm / Aguja #6 #5 #4
2 1500 1000 500
4 1000 1000 500
10 2500 600 300
20 350 400 300
Volumen de suero (mL) 15 20 40

Con base en los resultados obtenidos, particularmente de viscosidad y volumen de suero

en los yogures elaborados, se propuso aumentar el porcentaje de solidos de leche al 5%y

7% y conservar la concentracién de fructanos de agave al 3y 5%.

En las graficas 9 y 10 se presentan los resultados obtenidos del yogur base adicionado con

3% de fructanos de agave enriquecido con 5% de sélidos de leche y el yogur base

adicionado con 5% de fructanos de agave enriquecido con 7% de sélidos de leche

descremada deslactosada. Se observa que en cuanto a los valores de pH y acidez total

obtenidos, ambaos yogur no presentaron modificacion alguna que afectara el proceso de

fermentacion.
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Grafica 9. pH obtenidos en el yogur natural adicionado con 3% de fructanos de agave + 5% de sélidos
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de leche y en el yogur natural adicionado con 5% de fructanos de agave + 7% de sélidos de leche

descremada deslactosada

Grafica 10. Porciento de Acidez total titulab
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Por lo que respecta a la viscosidad (cuadro No. 5) se observa que al aumentar la
concentracion de los solidos de leche asi como de fructanos de agave al yogur, éstos le
proporcionaron una mejor viscosidad, muy parecida al yogur natural base, favoreciéndose
la formacion del gel por el incremento proteico. Por otro lado el aumento en el porcentaje
de fructanos, proporciond al yogur una consistencia mas cremosa, lo que coincide con
otros estudios en donde sugieren que cuando se alcanza niveles superiores a 3% de
fructanos, es cuando la inulina o los fructanos aportan una consistencia agradable al
yogur. ®1)

En relacion al volumen de suero (cuadro No. 5), se observa que la sinéresis disminuyd al
aumentar la concentracion de los fructanos, debido a su capacidad de retencién de agua
ademds de que a esta concentracion, se estabiliza la formacion y mantenimiento del gel lo
que proporciono una mayor consistencia al producto, afectando de manera positiva la

viscosidad.®”

Cuadro No.5 Viscosidad y volumen de suero obtenido en el yogur natural adicionado con 3% de fructanos
de agave + 5% de sdlidos de leche y 5% de fructanos de agave + 7% de sélidos de leche descremada

deslactosada
Yogur Natural +3% Yogur Natural +5%
Viscosidad Fructanos de agave Fructanos de agave
(cps) adicionado con 5% de adicionado con 7% de
solidos de leche sdlidos de leche
rpm / Aguja #H6 #6
2 500 500
4 250 250
10 1000 1000
20 150 150
Volumen de suero (mL) 40 32
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En el cuadro no. 6 se resumen los resultados del porciento de sdlidos obtenidos en los
diferentes yogur elaborados con 3%, 5% y 7% de fructanos de agave adicionados con 1%,
2% ,3% 5%y 7% de sélidos de leche. Se observa que el porcentaje de sélidos obtenidos en
los diferentes yogur, cumplen con las especificaciones de la NOM-181-SCFI-2010 (2’, en
donde se indica que el porcentaje minimo de sélidos totales debe de ser de 8.25%.

Con base en éstos resultados, se selecciond el yogur natural elaborado con leche
deslactosada y descremada adicionado con 5% de fructanos de agave y 7% de sélidos de
leche, para continuar con el estudio.

Cuadro No. 6 Porciento de sélidos totales obtenidos en los yogur elaborados con 3%, 5% y 7% de
fructanos de agave y 1%, 2% ,3% 5%y 7% de sélidos de leche.

Yogur Yogur Yogur Yogur
Yogur | natural | natural + | natural + natural +
natural | +3% 3% FA 3% FA 3% FA

FA +1% SL + 2% SL +3% SL

8,2 8,9 9,9 10,1 11,0 '

Yogur Yogur Yogur Yogur Yogur Yogur Yogur Yogur
natural natural natural natural natural natural natural natural
45% FA +5% FA +5%FA +7%FA +7% FA +7% FA +3%FA +5% FA
+1% SL + 2% SL + 3% SL +1% SL + 2% SL +3% SL + 5% SL +7% SL
121 13,5 13,7 14,0 14,7 12,2 14,6

F

FA=Fructanos de Agave SL= sdlidos de leche

Cinéticas de Fermentacion del Cultivo Iniciador y Bacterias Probidticas: Conteo de

Bacterias Lacticas y Probiodticas

Con hase en los resultados obtenidos en el yogur natural elaborado con leche
deslactosada y descremada adicionado con 5% de fructanos de agave y 7% de sdlidos de
leche, se llevaron a cabo 3 series de fermentaciones por triplicado, obteniéndose, el
promedio en cada una de las fermentaciones.

De los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento del cultivo iniciador (Cuadro 7),
se observa que en el tiempo cero (basal) en el medio de cultivo Lee se tiene una cuenta
bacteriana inicial de 3 x 10* UFC/g de Streptoccocos thermpophilus y en el medio de

cultivo ST, de 2 x 10* UFC/g de Lactobacilos delbrueckii subsp. bulgaricus, obteniéndose al
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final de la fermentacion (5 h y media)en el medio Lee, una cuenta de bacterias de 1.4 x 10°
y en el medio de cultivo ST, 1.1 x 10® UFC/g respectivamente; esto nos indica que existe un
cambio sustancial de bacterias del orden de 4 logaritmos, (Grafica No. 11), lo que
corresponde de manera general, al comportamiento normal de otras leches fermentadas,
que cumple con las especificaciones de la NOM 181-SCFI-2010 @ que es el crecimiento de
bacterias lacticas hasta un 10%al término de la fermentacion.

Cuadro No. 7 Cuenta de bacterias lacticas (L delbrueckii sp. Bulgaricus y 5.
thermophilus) en el yogur base (cultivo iniciador)

0 |
Lee 3.0x10° 5 x10° 1.4x10°
St 2.1 x10" 5 x10° 1.1x10°

1.1E+08
-—— — 1.4E+08
== 5.0€+06 =

= = 4 =
> 5.0E+06
2
2
3 ~=St: L. delbrueckii
S = ===Lee: S. thermophilus

2.1E+04

3.0E+04
1.0E+04
0 3 5.5
tiempo (h)

Grafica 11 cinética de crecimiento de las bacterias licticas del cultivo iniciador L. delbrueckii
subsp. Bulgaricus y S. thermophilus para obtencién del yogur natural
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En las figuras 1, 2, 3y 4 se presenta la morfologia colonial y microscépica de las bacterias

lacticas aisladas al término de la cinética de fermentacion del yogur natural elaborado con

el cultivo iniciador de S.thermophilus y L.delbrueckii subsp. bulgaricus.

Figura 1. Morfologia colonial de S. thermpophilus Figura 2. Morfologia colonial de L. delbrueckii subsp. il
en el Agar Lee bulgaricus en Agar St }

Figura 3. Morfologia microscépica de Figura 4. Morfologia microscdpica de L. delbrueckii [
S. thermophilus subsp. bulgaricus “

Los resultados obtenidos de la cinética de fermentacién del yogur adicionado con el cultivo

probiético se presentan en el Cuadro 8. Para llevar a cabo esta cinética, se realizé una

sustitucion de la glucosa por maltosa en el medio de cultivo Lb, con el objeto de que el ’
L. acidophilus fermentara la maltosa, favoreciéndose asi su crecimiento, su aislamiento y 'M ‘

por tanto el conteo bacteriano, obteniéndose al final de la fermentacion una cuenta de

| H
bacterias de 4 x 10° UFC/mL, lo que representé un aumento de 1 log a las 5,5h de fermentacién. ”““’ fi

Por lo que respecta al Bifidobacterium animalis, la adicion de la dicloxacilina (antibiético {111k
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que inhibe el crecimiento del Lactobacillus), en el medio de cultivo DP, permitio el
crecimiento, la identificacion y el conteo del B. animalis, obteniéndose a las 3 horas de
fermentacion un incremento de 1 logaritmo y a las 5,5 h de fermentacion una cuenta de

bacterias de 6 x 10° UFC/mL., un (Gréficas No. 12 y 13).

Cuadro No. 8 Cuenta de Bacterias ldcticas (L. delbrueckii sp. Bulgaricus y S. thermaphifus) y
bacterias probiéticas (L._acidophilus y B. animalis) en la cinética de fermentacion del yogur
adicionado con el cultivo probidtico

‘Medio de cultivo 1 Tiempo (h)
3
Lee 1.7 x 10° 1.6x10°| 1.2x10°
st 1.2x10° 2.3x10° 4x10’
Lb 8 x 10* 9x10° 4x10
Dp 8 x 10" 1.2x10° 6x10°

o
e 1.2E+08

==St: L. delbrueckii

LOG10 (UFC/g)

—g==Lee: S. thermophilus

1.7E+05

1.0E+05
0 3 5.5

tiempo (h)

Grafica 12 cinética de crecimiento de las bacterias lacticas del cultivo iniciador L. delbrueckii
subsp. bulgaricus y S. thermophilus para la obtencién del yogur natural
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5.0E+04

8.0E+04

1.2E+05

3
tiempo (h)

5.5

«@=Dp: B. animalis
=== Lb: L. acidophilus

Grdfica 13 cinética de crecimiento del cultivo probiético L. acidophilus y B. animalis para la

obtencién del yogur simbiético

En las figuras 5, 6, 7 y 8 se presenta la morfologia colonial y microscépica de las bacterias

probidticas aisladas al término de la cinética de fermentacién del yogur natural elaborado

con el cultivo probidtico de L.acidophilus y B.animalis

Figura 5. Morfologia colonial de
B. animalis en agar Dp

Figura 6. Morfologia colonial de
L. acidophilus en agar Lb
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Figura 7. Morfologia microscépica de Figura 8. Morfologia microscdpica de
B. animalis L. acidophilus

En el Cuadro 9, se presentan los resultados obtenidos del conteo de bacterias lacticas del cultivo
iniciador y de las cepas probidticas, para la obtencion del yogur simbidtico (probidtico +
prebidtico); se observa que en el caso del cultivo iniciador, la presencia del prebidtico no provocd
cambios en el crecimiento de dichas bacterias (Grafica No.14), sin embargo, para la cepa
probidtica, se observa que al final de la fermentacién se obtuvo una cuenta de Lactobacillus
acidophilus de 4x10°UFC/g, y de Bifidobacterium animalis de 2 x10° UFC/g.

El obtener una menor concentracion del Lactobacillus acidophilus se debe a que la molécula de
lactosa fue hidrolizada por las bacterias del cultivo iniciador para la produccion de glucosa y
galactosa, por lo que dicho sustrato fue benéfico para el crecimiento del Bifidobacterium animalis
%8} bor otro lado, la adicién de los fructanos de agave al yogur resultd ser un sustrato excelente
para las bifidobacterias, esto debido probablemente a que presentaron una mayor afinidad por los
fructanos de bajo grado de polimerizacién ®*, lo que posiblemente influyé en su crecimiento

(Grafica No.15).

Cuadro No. 9 Cuenta de bacterias lacticas (L. _delbrueckii sp. Bulgaricus y S. thermophilus) y bacterias

probidticas (L. acidophilus y B. animalis) en la cinética de fermentacién para la obtencién del yogur
simbidtico
Medio de Tiempo (h)
Cultivo 3
Lee 1.6x 10° 2 x10’ 1.7 x10°
St 2x10° 5.5 x10° 4 x10’
Lb 8 x10* 1x10° 4x10°
Dp 3.2 x10° 1.3 x10° 2 x10°

Morfologia microscopica de B. animalis




LOG10 (UFC/g)

‘m 4.0E+07
" 1.76+08

= St: L. delbrueckii

—g==_ee: S. thermophilus

1.0E+05

tiempo (h)

Grafica 14 cinética de crecimiento del cultivo probiético L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus en el yogur adicionado con frcutanos de agave, para la obtencién deel yogur

simbiético
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Grafica 15 cinética de crecimiento del cultivo probiético L. acidophilus y B. animalis en el yogur

dicionado con fructanos de agave, para la obtencidn del yogur simbiético
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Andlisis microbioldgicos

Los resultados obtenidos del andlisis microbioldgico del yogur simbidtico se presentan en |

el Cuadro 10. Se observa que el yogur simbidtico obtenido se encuentra dentro de los
limites permitidos de la NOM-243-55A1-2010 (38), por lo que resulto ser un producto apto

para el consumo humano.

Cuadro 10. Analisis microbioldgico del yogur simbidtico ‘ i

Limite maximo
NOM-243-SSA1-
2010 il ‘

Microorganismo

Yogur simbictico

Organismos Coliformes <10 UFC/mL <10 UFC/g o mL il 1
totales ‘ ‘
Staphylococcus aureus <100 UFC/mL <100 UFC/g o mL l"'l |
Salmonella spp Ausente en 25mL  Ausente en 25g o |

mL
Mohos y levaduras <10 UFC/mL 50 UFC/g o mL

En las figuras 9, 10, 11, 12 y 13 se presenta la morfologia colonial de E.coli, S.aureus y
Salmonella thyphi

Figura 10. Morfologia del testigo positivo
(Staphyiococcus aureus) en agar Baird-Parker

Figura 9.Morfologia del testigo positive
(Escherichia coli) en agar bilis rojo violeta
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Figura 11. Morfologia del testigo positivo Figura 12. Morfologia del testigo positivo Figura 13. Morfologia del testigo positivo
(Salmonlella thyphi} en agar XLD (Saimonlella thyphi) en agar S8 (Salmonlella thyohi) en agar VB

Evaluacion sensorial

De los resultados obtenidos de la evaluacidn sensorial (Cuadro 11), se observa que los 4
sabores seleccionados se encontraron en el intervalo de “Gusta Mucho”, siendo el yogur

- de sabor pifia colada el que presenté mayor agrado.

Cuadro 11. Nivel de agrado del yogur simbiotico de sabor, pifia colada, fresa,
pie de limén y maracuya

Yogur simbiotico Media + DE
Sabor
Pifia colada 7,5+1,22
Fresa 68+1,51
Pie de Limdn 6,7+1,82
Maracuya 6,3+1,82
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Vida de anaquel

En el cuadro 12, se presentan los resultados obtenidos del conteo de bacterias lacticas
obtenidas durante la vida de anaquel del yogur simbiético almacenado bajo condiciones
de refrigeracion (a 4°C £ 1°C); se observa que en el cultivo iniciador, a los 15 dias de
almacenamiento el S. thermophilus presenté una disminucidn en el conteo de bacterias de
1 log, no asi para el L. delbrueckii que se mantuvo estable durante los 21 dias de

almacenamiento obteniéndose al final de la vida de anaquel una cuenta de bacterias de

1 x107 UFC/mL; esta disminucién en el conteo de S. thermophilus se debe probablemente
a que el cultivo madre que se prepara para la obtencién del yogur, posee una vida util de 3
a 5 dfas y al no encontrar el sustrato adecuado dentro del medio, inicia sQ fase de muerte.
De acuerdo a la NOM 181-SCFI-2010 ?, ambas bacterias lacticas se encuentran dentro del
limite minimo establecido de 10" UFC/mL a los 21 dias de almacenamiento, lo que cumple

con las especificaciones de la norma.

En cuanto al cultivo probidtico, se observa que el conteo de ambas bacterias se

mantuvieron estables durante los 21 dias de almacenamiento, por lo que se obtuvo al
5
final de la vida de anaquel una cuenta de bacterias de 5 x10 UFC/ mL para el L. acidophilus

y de 3 x105UFC/mL para el B. animalis. La estabilidad de dichas bacterias probidticas
durante el almacenamiento se debe en primer lugar, a que ambas bacterias no se
encuentran en las condiciones de temperatura éptimas de crecimiento y en segundo
lugar, la presencia de los fructanos de agave favorecieron la proteccion de B. animalis y
del L. acidophilus durante los 21 dias de almacenamiento. Nuestros resultados coinciden
con lo informado en otro estudio en donde se sefiala que el uso de prebiéticos favorece la
estabilidad de los probidticos al momento del almacenamiento. ™ Sin embargo, puede
existir la posibilidad que después de 30 dias de almacenamiento en refrigeracién, la cuenfa de
bacterias probidticas puede llegar a disminuir debido a una pérdida en la viabilidad hasta de un

70% 7

De acuerdo a la NOM 181-SCFI-2010 (2), si se afiade un cultivo externo al cultivo iniciador,

éste debe de estar presente en una concentraciéon minima de 10° UFC/mL, por tanto,
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dicha concentracién resultara de la cantidad de inoculo que se adicione inicialmente a la
leche ya que quedd demostrado que la estabilidad de los probiéticos dependera de la

presencia de prebidticos tales como los fructanos de agave.

Cuadro No. 12. Cuenta de bacterias lacticas L. delbrueckii sp. Bulgaricus y S. thermophilus y bacterias probidticas L.
acidophilus y B. animalis en el yogur simbidtico, almacenado bajo condiciones de refrigeracion (4°+ 1°C), durante 21 dias.

: Med'io de ;
Cultivo/ 3 NOM 181-SCFl, 2010
(UFC/g)
Lee 8 8 7 7 %
1.5x10 1.2 x10 5x10 4.5x10 Min. 10
St 7 7 7 7 . 7
4 x10 2.5x10 2 x10 1x10 Min. 10
Lb 5 5 5 5 X 6
6 x10 5x10 5.5x10 5x10 Min. 10
Dp 5 5 5 5 . 6
6 x10 4 x10 6 x10 3x10 Min. 10

Figura 16. Morfologia colonial de L. acidophilus Figura 17, Morfologfa colonial de 8. animalis en
enagar Lb agar Op
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Grafica 16 cinética de crecimiento de bacterias lcticas L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus y bacterias probiéticas L. acidophilus y B. animalis en el yogur simbidtico
almacenado bajo condiciones de refrigeracién (4+ 1°C) durante 21 dias

Figura 14. Morfologfa colonial de L. defbrueckii Figura 15. Morfologia colonial de 5,
en agar St thermophilus en agar Lee
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Analisis fisicoquimicos

En el cuadro 13 se presentan los resultados de pH y acidez total titulable del yogur
simbidtico;. se observa una ligera disminucion en el pH y un ligero aumento en el
porcentaje de acidez, debido a la presencia de los pro y prebiéticos los cuales han demostrado
que incrementan la concentracidn de dcidos orgdnicos asi como la protedlisis durante la
fermentacién, por el incremento de la actividad y viabilidad de los probiéticos 7. De
acuerdo a la NOM 181-SCFI-2010 ' los valores de pH y acidez obtenidos en el yogur

simbidtico se encontraron dentro de las especificaciones de la norma.

En cuanto a la viscosidad, se observa que el yogur simbidtico se mantuvo estable durante

los 21 dias de almacenamiento y sin la presencia de sinéresis.

Cuadro No. 13 pH y Acidez Total Titulable del yogur simbiético almacenado bajo condiciones de
refrigeracion (4°C £ 1°C - 21 dias)

AV OM 18 310
pH Inicial 4,7 4-5
pH Final 4,6
ATT Inicial {%) 1,03 Min 0,5%
ATT Final (%) 1,1
Viscosidad Inicial (cps) 1000
Viscosidad Final (cps) 1000

De acuerdo a la NMX-703-COFOCALEC-2004 ©*) en la que se menciona que para bacterias
que fermentan los productos, el yogur deberad contener valores viables de la suma de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, como
minimo de 10’ UFC/g; para el caso de productos que contienen cultivos lacticos
alternativos adicionales, éstos deberdn encontrarse en valores minimos de 10° UFC/g v
deberdn permanecer viables, activos y abundantes hasta la fecha de caducidad del

producto.

En el Cuadro 14 se presentan los resultados obtenidos del anélisis fisicoquimico del yogur
simbidtico realizado en un laboratorio acreditado, a los 26 dias de almacenamiento; se

observa que de acuerdo a la NOM 181-SCFI-2010 m, el valor de proteina debe ser como
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minimo del 2,9%, mientras que de grasa butirica, no debe exceder del 15%; en el yogur
simbidtico elaborado se obtuvo valores de 4,7% y 1,9% (bajo en grasa) respectivamente,

por lo que dichos valores cumplen con las especificaciones de la norma.

Con respecto a la fibra soluble, se observa que después de casi un mes de su elaboracion,
se obtuvo una disminucién del 60% de fibra, lo cual pudo deberse a las condiciones de su
analisis en el laboratorio o bien a que las bacterias probidticas (Bifidobacterium animalis y
Lactobacillus acidophilus) utilizaron como sustrato a los fructanos de agave, lo que

permitié que dichas bacterias se mantuvieran estables a lo largo de la vida de anaquel.

Cuacro No. 14 Analisis fisicoquimicos del yogur simbidtico almacenado bajo condiciones de refrigeracion (4°C + 1°C)

Ensayo (g/100g)
Humedad 86,4 NOM-116-55A1-1994 !
Cenizas 1,4 NMX-607-NORMEX-2013 ©®
Grasa 1,9 2 NOM-086-55A1-1994 ©V
- . e " METODO KJELDAHL
’ ) NMX-F-608-NORMEX-2011 7!

Hidratos de carbono 12,4 /57 -
Aporte calérico 85,40 Kcal (360,55K)) &% “c./ -

. AOAC OFFICIAL METHOD
Fibra soluble 2,0 991,43 170)

Conclusiones

e Se logré elaborar un yogur bebible simbiético adicionado de L. acidophilus y B.
animalis y fructanos de agave, mediante un proceso sencillo y repetible con un
nivel de agrado entre 6,5y 7,5 (gusta mucho), para los 4 sabores evaluados.

e Se mejoraron las condiciones de proceso de homogenizacion del producto por la
adicién de los fructanos de agave, para obtener un yogur bebible simbidtico, de
textura tersa, cremosa y ausencia de sinéresis.

e Las cinéticas de fermentacidn obtenidas para el crecimiento de las bacterias del

cultivo iniciador, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
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salivarius subsp. thermophilus, responden de manera general, al patrén normal de
comportamiento de otras leches fermentadas.

e La cinética de fermentacién de las cepas probidticas de L. acidophilus y B. animalis
en presencia de fructanos de agave, evidencid las propiedades estimulantes de
crecimiento y de proteccién para las bacterias probiéticas manteniendo el nimero
de UFC/mL durante la vida de anaquel.

e Microbiolégicamente el yogur simbidtico adicionado con fructanos de agave,
resulté ser un producto apto para consumo humano con una poblacién de

bacterias lcticas al final de la vida de anaquel de 107 UFC/mL.

e El nimero de bacterias probidticas al final de la vida de anaquel fue de 10° UFC/mL

la cual se mantuvo estable durante los 21 dfas de almacenamiento a temperatura

de refrigeracion (4°C + 1°C), comprobdndose que el uso de ingredientes

prebi6ticos constituyente un agente protector de la viabilidad de los probidticos.

o El contenido de fibra soluble presente al final de la vida de anaquel (después de 26
dias de almacenamiento) fue de 2g/100, que corresponde al 40% del total de fibra
adicionada al inicio.

e La disminucién en el contenido de fibra se debié probablemente, a que los
fructanos son el sustrato de las bacterias probiéticas lo que permitid su estabilidad
alo largo de la vida de anaquel.

s Para que se produzca un efecto benéfico en la salud de los consumidores, se

requerira de un consumo de dos porciones (220 mL) al dfa del yogur simbiético.
Recomendaciones:

e Se recomienda realizar una cinética de fermentacién de cada uno de los

probiéticos utilizados con los fructanes de agave durante 24 horas, con el objeto

de conocer el tiempo en el que se obtiene una concentracion maxima de UFC/mL

de cada una de las bacterias probiéticas.
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ANEXO 1

Preparacion de los Medios de Cultivo para las bacterias del Cultivo Iniciador y para la cepa
probidtica de L. acidophilus y B. animalis

Andlisis microbiolégicos

Morfologia colonial: Para la evaluacién de la morfologia colonial de las bacterias del

cultivo iniciador y de las bacterias probiéticas, se incluyeron las siguientes caracteristicas:

» Tamafio (mm)

e Color

e Forma: circular, ovalada, triangular
e Elevacion: plana, céncava, convexa
e Superficie: lisa o rugosa

e Aspecto: hiumedo o seco

e Borde: enteros o irregulares

e Luz reflejada: brillante o mate

e Luz transmitida: traslicida u opaca
e Consistencia: suave o dura

Coliformes totales en placa

Los coliformes totales son bacterias de la familia Enterobacteriaceae, lactosa-positivas y
constituyen un grupo microbiano que se definen mas por las pruebas utilizadas para su
aislamiento que por criterios taxondmicos; se caracterizan por su capacidad para
fermentar la lactosa con produccién de dcido y gas en un periodo no mayor a 48h y
temperatura de incubacién de 30-37°C. Son bacilos Gram (-), aeorbios y anaerobios
facultativos, no esporulados. El grupo coliforme esta formado varios géneros: Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, etc. Se encuentran tanto en el intestino del hombre
como el de los animales, pero también en otros ambientes como: agua, suelo, plantas,
cascara de huevo, etc. Dentro del grupo de coliformes totales existe un subgrupo que es el

de coliformes fecales, los cuales pueden fermentar la lactosa con produccion de dcido y
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gas en 24-48h. a temperatura de 44-45°C, en presencia de sales biliares, siendo el mds

significativo Escherichia coll. %

Medios de cultivo para su identificacion:

» Agar billis rojo violeta: este es un medio selectivo para la investigacion presuntivay
recuento de coliformes en alimentos, productos lacteos, etc. En el medio de
cultivo, la peptona y el extracto de levadura, aportan los nutrientes necesarios
para el crecimiento bacteriano; las sales biliares y el cristal violeta, inhiben el
desarrollo de bacterias Gram (+) y el rojo neutro, se utiliza como indicador de pH.
Los coliformes fermentan la lactosa, producen acido, lo que ocasiona que
disminuya el pH del medio y cambie a rojo intenso; se produce precipitacion de
sales biliares, pudiendo observar colonias rojo purpura con halo rosa (de

precipitacion).
Salmanella

El género pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram (-), anaerobios
facultativos, fermentadores de glucosa, catalasa (+), oxidasa (-), suelen ser moviles;
provoca una infeccion gastrointestinal conocida como salmonelosis (por 4-7 dias)
produciendo calambres abdominales, dolor de cabeza, fiebre, diarrea acuosa severa y en
ocasiones nausea y vomito. Es por esto que es de suma importancia detectar la presencia
de Salmonella en los alimentos, ya que solo puede ser ingerida mediante un alimento
contaminado después de la preparacion. Normalmente se encuentra en alimentos crudos

como: huevo, carne, leche no pasteurizada. 92)

Medios de cultivo para su identificacién:

$ Caldo lactosa: es un medio de pre-enriquecimiento no selectivo, no contiene
inhibidores, permite recuperar células dafiadas, diluye sustancias téxicas o
inhibitorias y favorece el desarrollo de todos los microorganismos presentes. El

extracto de carne y la peptona son la fuente de carbonoy nitrégeno.
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Caldo Rappaport Vassiliadis (CRV): es un medio de enriquecimiento
selectivo para Salmonella, contiene un sistema de buffer de fosfatos, altas
concentraciones de sales de magnesio y sodio. El enriquecimiento
selectivo de especies de salmonela se debe a la capacidad de estos
microorganismos de sobrevivir y multiplicarse a presiones osmoticas
relativamente altas (por concentraciones altas de cloruro de magnesio), a
pH relativamente bajo, y porque se suprime el efecto toxico del verde de
malaquita hacia la Salmonella debido a la presencia de cloruro de
magnesio (el verde de malaquita es inhibidor). Se esteriliza a 116°C por 15
min.

Caldo tetrationato: utilizado para el enriquecimiento selectivo de
Salmonella, contiene peptona que provee los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano y carbonato de calcio que neutraliza y adsorbe
metabolitos téxicos. La selectividad estd dada por la presencia de sales
biliares y tetrationato (compuesto generado en el medio de cultivo al
reaccionar el tiosulfato de sodio con la solucién yodo-yoduro) que inhiben
el desarrollo de microorganismos Gram + y algunas enterobacterias.
Salmonella contiene la enzima tetrationato reductasa y puede crecer
satisfactoriamente en el medio de cultivo.

v Medio selectivo y diferencial: Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD):
se utiliza para aislar vy diferenciar patdgenos entéricos,
especialmente Salmonella y Shigella. E| pH final del medio debe ser
de 7.5, sin necesidad de esterilizar por autoclave; el desoxicolato de
sodio inhibe el crecimiento de bacterias Gram (+); posee xilosa,
sacarosa, lactosa, lisina y rojo de fenol como indicador. La xilosa no
es fermentada por Shigella, la lisina es el sistema indicador de
Salmonella (consume inicialmente a la xilosa, obteniéndose un
medio amarillo por produccién de acido, después descarboxila la

lisina regresando el pH a alcalino y produciendo colonias rojas o
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rosas) si hay presencia de H,S, se produce una reaccion del
tiosulfato de sodio y citrato de amonio, obteniéndose sulfuro de
hierro formando colonias con centro negro.

s Morfologia colonial caracteristica de Salmonella

Tamafio: 1 mm

Color: rojo con centro negro
Forma: circular

Elevacion: plana

o

o

(o]

(o]

o Superficie: lisa
o Aspecto: himedo

o Borde: enteros

o Luz reflejada: brillante

o Luztransmitida: traslicida
o

Consistencia: suave

v Medio selectivo y diferencial: Agar sulfito de Bismuto (SB): es un

medio enriquecido y selectivo para el aislamiento de Salmonella
typhi y otros bacilos entéricos. No se esteriliza por autoclave, el pH
final del medio debe ser de 7.5, se debe agitar para dispersar el
precipitado antes de vaciarlo en cajas Petri, contiene peptonas,
extracto de carne y dextrosa, sulfito ferroso que indica la presencia
de H,S. El bismuto inhibe el crecimiento de bacterias Gram +; se
observa en el medio colonias negras o verdes y pueden estar
rodeadas por una zona negra o café oscuro con brillo metalico
verde
s Morfologia colonial caracteristica de Salmonella

Tamafio: 2 mm

Color: negras con brillo metalico y halo café
Forma: circular

Elevacién: plana

Superficie: lisa

Aspecto: humedo

o oo o0 0 0 0

Bordes: enteros




o Luzreflejada: brillante

o Luz transmitida: traslucido
o Consistencia: suave

v Medio selectivo y diferencial: Agar Verde Brillante (VB): el medio de
cultivo verde brillante inhibe a las bacterias Gram (+), y a la mayoria
de Gram (=) (bacilos); el rojo de fenol es un indicador de pH que
cambia a amarillo por el 4cido producido en la fermentacién de
lactosa y sacarosa. Se esteriliza en autoclave a 121°C por 15 min.

¢ Morfologia colonial caracteristica de Sa/monella

Tamafio: 2 mm

Color: rosa

Forma: circular

Elevacion: plana
Superficie: rugosa
Aspecto: himedo

Borde: irregulares

Luz reflejada: brillante

Luz transmitida: traslucido

g &8 6 & 6 6 © 0 0 6

Consistencia: suave

e Bioquimica preliminar: Agar Lisina Hierro (LIA): se usa para
diferenciacién de organismos entéricos basada en su
capacidad para descarboxilar o desaminar la lisina y
produccion de H,S. Indicador pirpura de bromocresol. El pH
final del medio debe ser de 6.7, se esteriliza en autoclave a
121°C por 15 min. Para la descarboxilacién, es necesario un
medio ambiente dcido y la presencia del sustrato especifico;
se observa cuando existe descarboxilacion de la lisina en el
fondo y la estria purpura y el fondo negro (produccién de
H,S).

e Bioquimica preliminar: Triple Azlcar Hierro (TSI):

diferenciacion de bacilos entéricos Gram (=) por
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fermentacién de hidratos de carbono con o sin produccion
de gas y H,S; el pH final del medio debe ser de 7.3 y
esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min. Indicador rojo

de fenol. Fermentacién de glucosa solamente: se observa

superficie alcalina (roja) y el fondo 4cido (amarillo) cuando
la glucosa se termina; v al no ser capaz el microorganismo
de metabolizar la lactosa o la sacarosa, empieza a
catabolizar las peptonas produciendo amonio generando pH

alcalino en la superficie y el fondo acido. Fermentacién de

lactosa y/o sacarosa lucosa: reaccidn acida en todo el

tubo, superficie y fondo. No_ fermentacién de lactosa,

sacarosa vy glucosa: pueden utilizar las peptonas del medio
resultando el medio todo alcalino o superficie alcalina sin

cambio en el fondo. Produccién de d&cido sulfhidrico:

capaces de liberar el azufre de los aminodcidos azufrados,
se produce un precipitado de sulfuro ferroso de color negro.
o Bioquimica completa: Api 20E: es un sistema de
identificacion rapida para bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram (-),
consta de 21 test bioquimicos estandarizados y
miniaturizados, y una base de datos. La presencia de
enzimas y/o productos metabdlicos generados
durante el periodo de incubacién reaccionan con los
sustratos contenidos en los microtubos y desarrollan

en los mismos una coloracién que puede aparecer

en forma espontdnea o al agregar algiin reactivo

para su revelado. La interpretacion de los resultados

se basa en la observacion de las coloraciones

desarrolladas, esta se lleva a cabo mediante la
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comparacién del color obtenido en cada microtubo
con el que muestra la carta de colores. Los

resultados se obtienen con el programa api web.”

Staphylococcus aureus

Es una bacteria anaerobia facultativa, Gram (+), productora de coagulasa y catalasa
(enzima capaz de desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre), inmévil, no
esporulada, no posee cépsula; contiene 32 especies, de los cuales 16 de ellas se localizan
en los humanos, algunas forman parte de la microbiota de piel y mucosas en humanos, y
otras se encuentran solo entre la biota de otros mamiferos y aves. Es una bacteria
patdgena ya que produce una toxina que es resistente al calor. La principal fuente de
contaminacién de los alimentos es el humano'y los animales; el humano al estar infectado
o ser portador, lo transmite a los alimentos durante su elaboracién; su importancia es que
es un microorganismo capaz de producir toxinas que al ingerirse causa la intoxicacion

alimentaria mas frecuente a nivel mundial.

» Agar de Baird-Parker: es un medio parcialmente selectivo, diferencial y de pre
enriquecimiento que utiliza la capacidad de los estafilococos de reducir el telurito
de potasio y detectar la lecitinasa a partir de la lecitina de huevo, contiene las
fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para el crecimiento. La glicina, el
cloruro de litio y el telurito potasico acttan como agentes selectivos. La base del

[ medio se esteriliza a 121°C por 15 min. Al llegar a una temperatura de 40°C se

agrega la emulsion de huevo; la yema de huevo constituye el sustrato para

determinar la produccién de lecitinasa y la actividad de lipasa. Se obtienen
\ colonias gris oscuro o negras (reduccién de telurito), circulares, brillantes,

convexas, lisas, zona opaca y halo claro (lecitinasa'y lipasa).
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v Morfologia colonial caracteristica de Staphylococcus aureus

¢ Tamafio: 2 mm

e Color: negra halo claro
e Forma: circular

e Elevacion: convexa

e Superficie: lisa

e Aspecto: himedo

e Borde: enteros

e Luz reflejada: brillante
e Luztransmitida: opaca
e (onsistencia: suave

2,

& Caldo BHI: Sus siglas significan Brain, Heart Infusion, es un medio de uso
general adecuado para el cultivo de una amplia variedad de tipos de
organismos, incluidos las bacterias, levaduras y hongos filamentosos. La
infusién de cerebro-corazén ha resultado ser efectiva en el cultivo de una
amplia variedad de microorganismos, incluidos muchos tipos de
patdgenos. Las peptonas y la infusién son fuentes de nitrégeno orgénico,
carbono, azufre, vitaminas. Se utiliza para microorganismos selectivos y no
selectivos,incluidas las bacterias aerdébicas y anaerdbicas.

v Prueba de identificacion: Coagulasa: es una proteina producida por
varios microorganismos que permite la conversién del fibrinégeno
en fibrina. S. aureus produce formas de coagulasa. Se toman 0.2 mL
del cultivo BHI, se le agrega 0.2 mL de plasma de conejo y solucién
salina estéril, se incuba a bafio marfa a 35°C, después de 6h.
observar formacién de coagulo.

v Prueba de identificacién: Termonucleasa: es una encima que
hidroliza el DNA. El color de la reaccién estd basado en las
propiedades metacromaticas del azul de toluidina O. Cuando la
termonucleasa hidroliza el DNA el color del agar cambia de azul a
rosado debido al indicador azul de toluidina. Se debe calentar el

resto del cultivo BHI en bafio de agua hirviendo, se deja enfriary se
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agrega una gota a un orificio del agar azul toluidina, se incuba a
35°C en cdmara humeda de 4 a 24h. La aparicién de un halo rosa
extendido de 1 mm alrededor de la perforacién indica la hidrolisis

del DNA.

Hongos y levaduras

Se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, pueden encontrarse como biota
normal de un alimento, o como contaminante en equipos mal sanitizados. Son causantes
de la descomposicion de los alimentos. Debido a su crecimiento lento y a su baja
competitividad, los hongos y levaduras, se manifiestan en los alimentos donde el
crecimiento bacteriano es menos favorable (bajos niveles de pH, baja humedad, alto
'contenido en sales e hidratos de carbono, baja temperatura de almacenamiento,
presencia de antibiéticos, etc.), por lo tanto puede ser un problema potencial en
alimentos lacteos fermentados, frutas, especias, oleaginosas, granos, cereales, cajetas,
mermeladas, etc. Es importante detectar la presencia de hongos y levaduras ya que,
ademéds de que causan deterioro del alimento, también sintetizan metabolitos téxicos
(micotoxinas) y tienen la habilidad para alterar sustratos no favorables permitiendo el
crecimiento de bacterias patdgenas. Crecen a una humedad mayor de 20%, pueden
considerarse mesdéfilos porque crecen a temperaturas de 25-30°C, son aerobios, crecen en
un amplio intervalo de pH (entre 2 y 8.5) aunque crecen mejor a pH dcido. Los hongos son
filamentosos, las levaduras son unicelulares, ovoide o esteroide; necesitan mayor

humedad que los hongos para crecer (A, 0.88 a 0.94). %
Medios de cultivo para su identificacion:

» Agar papa dextrosa: es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras a
partir de muestras de alimentos; puede ser suplementado con antibidticos o
acidos para inhibir el crecimiento bacteriano; la base del medio es altamente
nutritiva y permite la esporulacion. La infusién de papa promueve un crecimiento
abundante de los hongos y levaduras. El pH final del medio debe ser de 3.5 con

acido tartdrico al 10% el tiempo de incubacion es de 25°C por 5 dias; después de la
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incubacién se seleccionan las cajas con 10 - 150 colonias, las levaduras se

observan como colonias de color crema o blanco de formas geométricas y

consistencia suave. Los hongos crecen como colonias difusas, filamentosas o con

aspecto de polvo y de varios colores.®® ‘

Bacterias lacticas i‘
[

Es un grupo heterogéneo de bacterias Gram (+) no esporuladas que tienen en comun la
capacidad de producir acido lactico por fermentacion de hidratos de carbono. Son
microorganismos con una limitada capacidad biosintética, por lo tanto requieren factores

de crecimiento complejos como vitaminas del grupo B, purinas, pirimidinas y aminodacidos.

Son inméviles, poseen gran tolerancia a la acidez.

> Agar Lee: este medio de cultivo es utilizado para la cuantificacién de las bacterias
iniciadoras del yogur (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus)
contiene fosfato de potasio, extracto de levadura, triptona, agar, sacarosa,
carbonato de calcio y lactosa. El Streptococcus fermenta la sacarosa, por eso la
colonia es de color amarilla, porque el medio se vuelve mds d&cido, y el

Lactobacillus fermenta solo lactosa, y genera colonias de color blanco. La triptona

y el extracto de levadura proveen nitrégeno, lactosa y sacarosa, los cuales son los
hidratos de carbono fermentables; el carbonato de calcio junto con el fosfato de
potasio son agregados como buffer para evitar que el pH disminuya |
drésticamente, por la formacidn de écido lactico; el purpura de bromocresol es el i
indicador. Después de esterilizar, se agrega el purpura de bromocresol estéril con l

agitacion. El pH final del medio debe de ser 7.0 "
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Este medio se prepara a partir de sus ingredientes y su formulacion es:

e Triptona 10g

e Extracto de levadura 10g

e lactosa 5g

e Sacarosa 5g

e Carbonato de calcio 3g

e Fosfato de potasio 05g

e Purpura de bromocresol 10 mL

e Agar 18¢g

e Agua desionizada 1000 mL

En este medio se logra aislar solamente al Streptococcus thermophilus sp.

bulgaricus, a continuacion se presenta la descripcién de su morfologia:
Morfologia colonial Streptococcus thermophilus sp. bulgaricus

Tamafio: 2 mm

Color: amarillo

Forma: circular
Elevacion: plana
Superficie: lisa
Aspecto: himedo
Borde: entero

Luz reflejada: brillante
Luz transmitida: opaca

TS SRR

Consistencia: suave

Las colonias desarrolladas en el agar Lee se identifican microscopicamente con la

tincién de Gram y la identificacién bioquimica con las tiras de api SOCHL.

- % Tincion de Gram: la identificacion bacteriana se puede realizar con la
tincién de Gram, las bacterias pueden ser Gram (+) y Gram (-). Los pasos a
realizar en una tincién Gram son: preparar un frotis, fijar con calor, tefiir
con cristal violeta (1min); solucién de lugol (Imin.) y se forma el complejo

CV-l. alcohol-cetona, (15 seg.), se deshidratan las paredes celulares,

T
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disminuye la permeabilidad: Gram (+) se mantiene el complejo CV-l, siguen
violetas; las Gram (=) se separa el complejo; por Ultimo la safranina
(1min.), en donde las células no decoloradas siguen siendo violetas Gram
(+) y las decoloradas se tifien de color rosado.
% Aislamiento: resiembra en el medio Lee
v/ Api 50CHL: es una galerfa de investigacién que permite el estudio
del metabolismo de 49 hidratos de carbono estandarizados y
miniaturizados, en donde se identifican las bacterias del género
Lactobacillus. Cada bacteria tiene un cdédigo especifico para su
identificacion de acuerdo a los resultados de las pruebas
bioquimicas.

v' Api 20Strep: es un sistema estandarizado que asocia 20 ensayos
bioquimicos de un gran poder discriminante. Permite realizar un
diagnéstico de grupo o por especie, de la mayoria de los
estreptococos y enterococos. Cada bacteria presenta un cédigo
especifico para su identificacién de acuerdo a los resultados de las

pruebas bioguimicas.

» Lb: Es un medio parcialmente selectivo para el aislamiento y recuento de
lactobacilos a partir de alimentos y biota intestinal. Este medio se utiliza para la
identificacion de L. bulgaricus; sin embargo, se realizé una modificacién en la
férmula original, en el que se sustituyé la glucosa por la maltosa, hidrato de
carbono que es fermentado por L. acidophilus y no por L. bulgaricus, para facilitar
el aislamiento de L. acidophilus. Se adicioné también a la férmula, el rojo de fenol
para visualizar el vire del medio, al hidrolizarse la maltosa. La triptona, el extracto
de levadura y de carne proporcionan el nitrégeno, carbono y otros compuestos
como la vitamina By,. El Tween 80, provee los dcidos grasos necesarios para el
metabolismo del Lactobacillus. Finalmente, el jugo de tomate provee un medio

4cido para la bacteria ¥ 1%,




Este medio se prepara a partir de sus ingredientes y su férmula es:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
Extracto de carne 10g
maltosa 20g
Fosfato dipotasico 2g
Jugo de tomate filtrado 40 mL
Tween 80 ig
Buffer de acetato 80 mL
Agar 20g
Agua desionizada 780 mL

Después de calentar para la disolucion de los ingredientes, se ajusta elpHa 68y
se agregan 80 mL de buffer de acetato (113,55 g de acetato de sodio y 9,90 g de

acido acético/L). Se esteriliza a 121°C por 15 min.
Morfologia colonial Lactobacillus acidophilus

Tamafo: 2 mm

Color: blanca

Forma: circular
Elevacion: plana
Superficie: rugosa
Aspecto: seco

Borde: irregular

Luz reflejada: mate
Luz transmitida: opaca

O RN RN R AN KR

Consistencia: suave

% ST este medio se utiliza para la identificacién S. thermophilus y de L. bulgaricus en
productos lacteos como yogur. Se basa en la formulacién original del medio Lee,
sin embargo, en este medio, Gnicamente se logré aislar al L. delbrueckii sp.

bulgaricus. El extracto de levadura y la caseina proporcionan el nitrégeno, el
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fosfato dipotasico previene el desbalance de pH en el medio. El pH final del medio
es de 6.8; se esteriliza a 121°C por 15 min. El color del medio va de un tono crema

a un color amarillo, 1% 102

Este medio se prepara a partir de sus ingredientes y su férmula es:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
Sacarosa 10g
Fosfato dipotasico 2g

Agar 15g
Agua desionizada 1000 mL

Morfologia colonial Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus

Tamafio: 1 mm

Color: blanca

Forma: circular
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Aspecto: humeda
Borde: entero

Luz reflejada: brillante
Luz transmitida: opaca

RN SR

Consistencia: suave

> DP: es un medio utilizado para el aislamiento de Bifidobacterias. Su base es el agar
Columbia, suplementado con &cido propinico, a un pH de 5. Se ha demostrado
que el dcido propidnico inhibe los hongos y muchas bacterias diferentes de las
Bifidobacterias. El pH bajo del medio contribuye adicionalmente a la inhibicién de
otros organismos. La cisteina es un agente reductor 26.27.28) para Ja preparacién
de este medio, se realizé una modificacién en la formulacién en la que se utilizé

un antibiético (dicloxacilina) para la inhibicién del Lactobacillus.




Este medio se prepara a partir de sus ingredientes y su férmula es:

Agar Columbia 42g
Glucosa 5g
Clorhidrato de cisteina 05¢g
Acido propiénico 5mL
Dicloxacilina al 0.2% 1mL
Agua desionizada 1000 mL

Se adiciona el agar Columbia y el clorhidrato de cisteina en 1 L de agua
desionizada y se esteriliza por 18 min. Al enfriarse se adiciona en condiciones
estériles, el dacido propidnico, la solucion de dicloxacilina y la glucosa;

posteriormente se ajusta el pH a 6.8.
Morfologia colonial Bifidobacterium animalis sp. lactis

Tamafio: 2 mm

Color: blanca

Forma: circular
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Aspecto: himedo
Borde: entero

Luz reflejada: brillante
Luz transmitida: opaca

AL LT LTS

Consistencia: suave




ANEXO 2

EVALUACION SENSORIAL DE YOGUR
SEXO: EDAD: FECHA:
Por favor, conteste las siguientes preguntas, seleccionando su respuesta:

1. {Qué tan frecuentemente consume yogur?

a) 5 veces a la semana b) una vez a la semana ¢) Unavez cada 15dfas  d) Ninguna

2. {Qué marca de yogur consume?

a) Danone b) Alpura ) Lala d) Yoplait e) otros

3. ¢En qué basa su criterio de eleccion de compra de yogur?

a) Sabor b} Contenido calérico c) Marca d) Precio e) otros

4. A continuacidn se le presentan 4 muestras; pruébelas en el orden que a continuacién se le presentan y

encierre en un “circulo” el nimero de la escala que exprese su gusto o disgusto para cada una de ellas.

iMUCHAS GRACIASj
O | | | | | | | |
Muestra | I I I i i | | | |
432 b 1 2 3 4 5 § 7 8 9
Disgusta Ni gusta, ni GQusta
Muchisimo disgusta Muchisimo
| | | | | | | | | |
Muestra I [ | I [ | [ | |
587 0 1 2 3 4 5 ] 7 8 g
Disgusta Ni gusta, ni Gusta
Muchisimo disgusta Muchisimo
| | | | | | | | | |
Muestra D S SR N N - I ma—
-y o 1 2 3 4 5 6 7 & 8
Disgusta Ni gusta, ni GUS‘tf’
Muchfsimo disgusta Muchisimo
| | | | | | | | | |
Muestra f ol I I I I [ [ ]
794 0 1 2 3 4 5 G 7 8 ]
Disgusta Ni gusta, ni Gusta
Muchisimo disgusta Muchisimo

Observaciones o Comentarios:




