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Resumen

Los probidticos deben estar viables en el alimento para garantizar su
potencial efectivo en el huésped. En México, el queso Oaxaca es ampliamente
consumido. Su aplicacion se ve limitada en este tipo de quesos por la presencia
de temperaturas elevadas durante su elaboracion y en el consumo debido a que
se consume fundido. En este trabajo, se realizo6 la proteccion de L. plantarum en
una emulsion multiple agua-aceite-agua (W1/O/W;) contra la exposicion al calor.
La W,/O/W, se realiz6 por el método de las dos etapas, usando para la fase
acuosa interna, aguamiel de Agave sp., como fase oleosa, aceite de canola y
tensoactivos de bajo peso molecular; y en la fase acuosa externa, una mezcla de
Goma de mezquite 66%, Maltodextrina 17 % y Goma Arabiga 17 %. Se monitored
la viabilidad del probidtico encapsulado en puntos criticos de la elaboracion del
queso (cuajada, 9.11+0.45 Log UFC/g; malaxado 8.35+0.74 Log UFC/g; y queso
terminado 8.15 + 0.17 Log UFC/g para el probiético encapsulado) comparando con
un queso con bacterias sin encapsular (obteniendo concentraciones de 7.89+0.60,
7.21 £ 0.52, 6.80 + 0.08 LogUFC/g respectivamente). EIl queso con el probiético
encapsulado en Wug/O/Wgwmeswmpizwtcal7ee fundido a 73 °C mostro una
concentracion significativamente mas alta (7.06 + 0.078 Log UFC/g) con respecto
al queso con el probidtico sin encapsular (5.72+0.078 LogUFC/g). El queso con L.
plantarum encapsulado en la emulsion Wag/O/Wgmesw+Mp179%+GA17% TESISEIO las
pruebas de condiciones gastrointestinales simuladas, teniendo una concentracion
final a un pH acido de 6.14 + 0.15 Log UFC/g y en sales biliares de 6.10 + 0.108
Log UFC/g. Comparando con L. plantarum libre (3.60 + 0.43 Log UFC/g y 3.36 *
0.44 Log UFC/g, respectivamente), hubo efecto significativo con respecto al
encapsulado, obteniendo para éste la concentracion menor en todas las pruebas
realizadas. La adicion de la emulsién mdltiple en el queso Oaxaca no afecto6 las
caracteristicas fisicoquimicas del queso y la concentracion final que se obtuvo,
aun, después del proceso de malaxado en la elaboracion del queso fue la
adecuada para considerarlo como un alimento probiético (8.15 + 0.17 Log UFC/g).

Las emulsiones W,/O/W, son un método eficaz para proteger a los probibticos
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contra el calor en el proceso de elaboracion del queso Oaxaca y en el fundido

asegurando concentraciones suficientes para su actividad en el organismo.
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1. Introduccién.

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los
altimos afios una nueva linea de alimentos funcionales probidticos, productos
alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco, ayudan a mantener el
estado de salud general del organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico
adicional, terapéutico o preventivo del huésped (Taranto y col., 2005). Ademas
estos alimentos deben ser aptos para la vida comun previendo conveniencia en su
uso, buen sabor y un precio aceptable (Chandan, 1999).

Los alimentos probidticos han sido definidos de distintas maneras,
dependiendo de sus efectos en la salud y el buen funcionamiento en el humano
(Anal y Singh, 2006). Una definicion seria “la preparacion de un producto que
contiene microorganismos viables, los cuales afectan la microflora (por
implantacion o colonizacién), en el comportamiento del huésped y tiene efectos
benéficos sobre la salud del huésped (Teitelbaum y col.,, 2002). El uso de
probioticos estimula el crecimiento de microorganismos deseables, desplaza
potencialmente a las bacterias dafiinas y refuerzan los mecanismos de defensa
natural del cuerpo (Anal y Singh, 2006). ElI mecanismo de este efecto
antipatégeno puede ser por la disminucion del pH luminal, por la produccion de
acidos grasos de cadena corta; como son &cido acético, acido lactico o &cido
propionico, produccion de nutrientes vitales no disponibles para patégenos,
alteracion del potencial redox del medio ambiente, produccion de peréxido de
hidrégeno y produccién de bacteriocinas o algunas otras sustancias inhibitorias
(Anal y Singh, 2006).

Las bacterias acido lacticas son los probidticos mas importantes
tipicamente asociados con el tracto gastrointestinal humano. Estas son bacterias
Gram positivas, con forma de bacilos, no forman esporas, catalasa negativa, son
anaerobios, pero son aerotolerantes, acido tolerante y estrictamente fermentativo;
acido lactico es el producto mayor de la fermentacién de la lactosa (Anal y Singh,

2006). Entre las bacterias probioticas, existen el género Lactobacillus y

-4-



‘Ana Guadalupe Estrada Fernandez Introduccion

Bifidobacterium las cuales se encuentran en el intestino delgado y el colon
respectivamente, atraen la atencion por sus habilidades para regular la funcion del
intestino, ejercen efectos positivos en el sistema inmune (Shima y col., 2006).

La habilidad de los microorganismos probidticos para sobrevivir y
multiplicarse en el huésped influye fuertemente en los beneficios del probiotico. La
bacteria puede ser metabélicamente estable y activa en el producto, sobrevivir al
paso por el tracto digestivo superior en gran nimero y tener efectos beneficiosos
estando en el intestino del huésped. EI estandar para la venta de algunos
alimentos con propiedades saludables con la adiccion de probioticos, deben
contener por gramo al menos 10° — 10’ CFU/g de bacterias probiéticas viables.
Desafortunadamente, este nivel recomendado de bacterias probidticas no es
siempre obtenido en productos comerciales. En productos lacteos, las bacterias
probidticas, las cuales son generalmente de la flora nativa, crecen lentamente en
la leche y a menudo muestran una baja viabilidad durante la etapa de
refrigeracion. Su habilidad es afectada por el pH asi como la presencia de acido
lactico, peroxido de hidrégeno y oxigeno disuelto (Lucas y col., 2003). Por lo tanto
la sobrevivencia, es esencial para organismos dirigidos a poblar el intestino
humano, uno de los tejidos mas importantes en la provision de beneficios de salud
por la bacteria probi6tica (Anal y Singh, 2006).

Como se menciono anteriormente, por los beneficios saludables
percibidos, los probiéticos han sido incorporados en un gran nimero de productos
alimenticios. La microencapsulacién es un proceso por el cual un material o
mezcla de materiales es entrapada dentro de otro material o sistema, previendo
proteccion y/o controlando la liberacién del ingrediente entrampado (Rodriguez-
Huezo y col.,, 2004). Esta tecnologia es designada para proteger a la bacteria
probiotica de las condiciones adversas del medio ambiente durante el
procesamiento, en productos durante el almacenamiento, y durante el paso a
través del tracto gastrointestinal (Crittenden y col., 2001).

Para preparar las microcdpsulas hay numerosas técnicas, y se ha
sugerido que podrian identificarse mas de 200 métodos en la literatura de

patentes. Una emulsion mdaltiple es una técnica de encapsulacion, donde los
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microorganismos quedan encapsulados en la fase acuosa interna de la emulsion
doble agua—aceite—agua (W1/O/W,). Esta consiste de pequefias gotas de agua
dispersas en gotas de aceite, las cuales a su vez estan dispersas en una fase
acuosa externa (Shima y col., 2006). Las emulsiones multiples (W1/O/W5) tienen
aplicacion en la formulacién de productos bajos en grasa, y como vehiculo para la
encapsulacion y liberacion de nutrientes o microorganismos durante la digestion
(Taranto, 2005).

El queso es el vehiculo que se va utilizar para agregar la bacteria
probiotica, el cual es definido de acuerdo a Villegas (2004), como un producto
resultante de la coagulacion de la leche de ciertos mamiferos mediante la accion
de la renina (presente en el cuajo) o enzimas similares, en presencia de acido
lactico producido por microorganismos agregados o propios de la leche, del cual
se elimina una parte de la humedad por el corte de la cuajada, calentamiento y/o
prensado, el cual es sometido a un moldeado, prensado, afinado y su
conservacion en condiciones convenientes. El queso Oaxaca, es uno de los
guesos de mayor consumo en México. ES un queso mexicano que podria ser
clasificado en la familia de los quesos de pasta hilada. En México el queso
Oaxaca pertenece al grupo de los quesos frescos que se caracterizan por tener un
alto contenido de humedad, sabor suave y no tener corteza. Su vida de anaquel
va de los 15 a 20 dias dependiendo del las condiciones de almacenamiento que
se le den. La presentacion del queso es en correas, “trenzas”, con la formacion de
bolas enrolladas (Villegas, 2009). Este queso Oaxaca, con este nombre, sélo se
conoce en ciertas zonas de México, se fabrica en todo el pais, y se le conoce
también con los nombres de quesillo, queso de hebra y queso asadero (Franco,
2005). Las cualidad del queso Oaxaca es que debe fundir (gratinar), ya que por
esta caracteristica que presenta es de gran apreciacion en la elaboracion y/o
como acompafiamiento en la elaboracion de platillos tipicos mexicanos (Scott,
1991).
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2. Marco tedrico.

2.1. Alimentos funcionales.

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los
altimos afios una nueva linea de alimentos funcionales probioticos, productos
alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco, ayudan a mantener el
estado de salud general del organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico
adicional, terapéutico o preventivo del huésped. EI concepto de alimentos
funcionales tiene su origen de acuerdo a la comprension de las bases moleculares
de la relacion existente entre alimentacion, salud y la disponibilidad de contar con
los reguladores biolégicos (donde las bacterias lacticas juegan un papel
protagoénico) que disminuyan el riesgo de contraer enfermedades. Se definen
también como alimentos funcionales probidticos a los “alimentos susceptibles de
producir un efecto sobre una o varias funciones especificas en el organismo, mas
alld de los efectos nutricionales habituales, de mejorar el estado de salud y de
bienestar y/o de reducir el riesgo de una enfermedad (Taranto y col., 2005).

La adicion de bacterias probidticas para la elaboracion de alimentos
funcionales depende por un lado, del sinergismo que debe establecerse entre
estos cultivos y los iniciadores de la fermentacion. Cabe mencionar que uno de
los requisitos principales de este tipo de alimento funcional es que el
microorganismos probidticos permanezcan viables y activos en el alimento y
durante el paso gastrointestinal para garantizar asi su potencial efectivo en el
huésped (Taranto y col., 2005).
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2.2.  Microorganismos probioticos.
2.2.1. Bacterias en el tracto gastrointestinal humano.

Las concentraciones de bacterias en diferentes partes del tracto intestinal
varian en gran manera como puede observarse en la figura 2.1. La membrana
mucosa de la boca y las superficies de los dientes tienen una alta concentracion
de bacterias que pasan con la saliva y la comida masticada al eséfago y después
al estbmago, donde la comida se mezcla con los jugos gastricos y se fluidifican.
La acidez del jugo gastrico destruye eficazmente la mayoria de las bacterias que
entran en contacto con él. La comida permanece en el estbmago alrededor de

cuatro horas y se va liberando gradualmente hacia el intestino delgado.

Estémago 0-10°

l
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Figura 2.1. Esquema del aparato digestivo humano, concentraciones de bacterias

en cada region del estomago.
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La parte proximal del intestino delgado también es acida debido a los
acidos que entran desde el estdmago. Ademas, los &cidos de la bilis segregados
en la parte proximal del intestino delgado destruyen las bacterias, por lo tanto el
nivel de bacterias es relativamente bajo. Segun decrece la acidez y se disuelven
los acidos de la bilis, el nivel de bacterias en la parte terminal del intestino delgado
aumenta.

La gran area de superficie del intestino delgado permite una eficaz
descomposicion de los alimentos y la consiguiente absorcion de los nutrientes a
través de la membrana mucosa por la corriente sanguinea. El tracto digestivo
empuja la comida y contenido intestinal hacia delante mediante potentes
contracciones peristélticas. Moviéndose desde el intestino delgado al intestino
grueso, disminuyendo los movimientos peristalticos. Como resultado, los
contenidos del intestino se hacen mas soélidos. Al mismo tiempo el nivel de
bacterias también aumenta de manera muy cargada. Las bacterias descomponen
los nutrientes que aun permanecen en la comida, como las proteinas parcialmente
digeridas y los componentes fibrosos. Alrededor de la mitad de la mayoria de
heces consisten de masa bacteriana (Capela y col., 2005)

El intestino grueso contiene alrededor de 400 diferentes especies
microbianas. Los microorganismos nativos, que dominan la microflora en el colon,
limitan la habilidad de géneros patdgenos incluyendo Escherichia, Clostridium,
Salmonella y Campylobacter que atacan el lumen (Capelay col., 2005).

La figura 2.2 presenta los géneros o grupos de bacterias mas comunes y

su principal influencia en el metabolismo bacteriano del intestino.
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Figura 2.2. Los grupos de microorganismos mas importantes, sus cantidades y
divisibn aproximada segun su potencial de efectos dafiinos y benéficos (Capela y
col., 2005).

2.2.2. Bacterias lacticas.

Las bacterias lacticas emplean azlcares como glucosa y lactosa para
producir acido lactico mediante fermentacion (Pacheco, 2007). Todas las
bacterias acido-lacticas (BAL) son bacterias Gram positivas y no forman esporas,
son en forma de cocoides o bacilares inmoéviles. En preparaciones para el
microscopio aparecen aisladas o formando cadenas de cocos o de bacilos (Anal y
Singh, 2006).

Una caracteristica fisioldgica distintiva de las bacterias acido lacticas es

su elevada tolerancia a los acidos, misma que les permite eliminar la competencia
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de la mayoria de las otras bacterias en ambientes que son ricos en nutrientes; su
resistencia a la acidez les permite seguir creciendo durante las fermentaciones
lacticas naturales, aun cuando el pH ha descendido a valores inferiores a cinco
(Pacheco, 2007).

Los géneros mas representativos de las bacterias lacticas son
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium y Leuconostoc. Los Lactobacillus
son tipicamente bacilares, pueden encontrarse bacilos largos y delgados, asi
como cortos y curveados, tienen dimensiones de 0.5 a 1.2 ym de anchoy 1 a
10um de largo. Corresponden a especies que son homofermentativas (producen
solo &cido lactico durante la fermentacion del azlcar Lactosa) en su mayor parte,
aunque también existen algunas especies que son heterofermetativas (producen
acido lactico, etanol y dioxido de carbono, ademas del &acido lactico) (Pacheco,
2007). Los Lactobacillus son de gran importancia industrial y economica,
principalmente de la industria de lacteos, ya que intervienen en los procesos de
fermentacién destinados a la produccién de alimentos derivados de la leche
(Pacheco, 2007). Estos forman parte normal de la flora intestinal, pueden
encontrarse en el estbmago y en la parte proximal del intestino delgado, esto es
debido a que es la especie que tolera la acidez relativamente bien. Las especies
mas comunes reconocidas en la membrana mucosa del intestino son el grupo de
los Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus, L. gasseri, L. jenseni, L. crispatus), L.
casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. agilis, L. salivarius, L. plantarum, L.
pseudoplantarum, L. buchneri y L. reuteri (Capela y col., 2005).

2.2.3. Efecto probidtico de las bacterias lacticas.

Hace un siglo, Elie Metchnikoff (premio nobel) postulo que las bacterias
acido lacticas (BAL) ofrecian beneficios a la salud que llevaban a la longevidad.
Sugirid que la “autointoxicacion intestinal” y el envejecimiento resultante podria
suprimirse modificando la microbiota intestinal y utilizando microorganismos utiles

para sustituir a los microorganismos proteoliticos como Clostridium (productores

11
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de sustancias toxicas que surgen de la digestion de proteinas, entre las que se
encuentran fenoles, indoles y amoniaco). Desarrollo entonces una dieta con leche
fermentada por la bacteria, a lo que denomino “bacilo bulgaro.”

El término probiotico fue introducido por primera vez en 1965 por Lily y
Stillwell; a diferencia de los antibiéticos, se definié al probiético como aquel factor
de origen microbiolégico que estimula el crecimiento de otros organismos. En
1989, Roy Fuller enfatizé el requerimiento de viabilidad para los probidticos e
introdujo la idea de que tienen un efecto benéfico para el huésped.

Hoy en dia se conocen a los probiéticos como microorganismos Vvivos
que pueden incluirse en la preparacibn de una amplia gama de productos,
incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos. En términos
estrictos, el termino probidticos debe reservarse para los microorganismos Vivos
gue han demostrado en estudios humanos controlados producir un beneficio a la
salud (Teitelbaum y Walker, 2002).

Un probiético siempre debe ser una cepa bacteriana determinada o una
combinacion de cepas conocidas cuya composicion permanece estable y cuyos
efectos han sido demostrados en estudios realizados en humanos vy
documentados en publicaciones cientificas (Saxelin, 2002).

Para que un microorganismo sea considerado como probidtico debe
comprender lo siguiente:

v Ser de origen humano.

Comportamiento no patégeno.

Resistente a los procesos tecnoldgicos.

Resistencia a la acidificacion gastrica y toxicidad de la bilis.
Adhesion al tejido epitelial del intestino.

Habilidad para persistir dentro del tracto gastrointestinal.
Produccion de sustancias antimicrobianas.

Habilidad para modular respuestas inmunes.

RN N N S N NN

Habilidad para influir en las actividades metabdlicas (asimilacion del colesterol,

actividad de la lactosa y produccion de vitaminas) (Dunne y col., 2001).

12
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En el cuadro 2.1 se pueden observar las especies acido lacticas usadas
comunmente como probidticos (Parvez y col., 2006).

Cuadro 2.1. Especies comunmente utilizadas como probidticos.

Lactobacillus sp.  Bifidobaterium sp.  Enterococcus sp.  Streptococcus sp.

L. acidophilus B. bifidum E. faecalis S. cremoris
L. casei B. adolescentis E. faecium S. salivarius
L. delbruekii ssp. B. aminalis S. diacetylactis

(bulgaricus)

cellobiosus B. infantis S. intermedius

w

L.

L. curvatus . thermophilum
L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L.

reuteri

(Parvez y col., 2006).
La habilidad de los microorganismos probidticos para sobrevivir y
multiplicarse en el huésped influye en los efectos terapéuticos deseables. Las
bacterias deben estar metabdlicamente estables y activas en el producto,
sobrevivir a través del paso del tracto digestivo en grandes cantidades y tener
efectos benéficos en el intestino del huésped. El estandar de algunos alimentos
en venta con la demanda de saludables, con la adiciébn de probidticos, deben
contener por gramo al menos 10° UFC de bacterias probiéticas viables (Anal y
Singh, 2006). Estos altos numeros deben ser debido a la reduccion que pueden
sufrir los microorganismos probioticos durante el transito del estobmago y del
intestino (Shah, 2000).
En la actualidad se proponen varios mecanismos de accion de los

probidticos, los cuales en teoria son posibles (Cuadro 2.2) (Escalante, 2001).
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Cuadro 2.2. Posibles mecanismos de accion de probidticos.

Beneficio asociado Mecanismo de accién propuesto

Disminucion en los sintomas de  Disminucion en la concentracion de lactosa en
intolerancia a la lactosa. la leche fermentada por la actividad de la
lactasa bacteriana durante la fermentacion.
Disminucion en la duracion de Efecto de barrera al evitar la colonizacién de la
diarrea en nifios y adultos. mucosa intestinal por bacterias potencialmente
patdgenas.
Promocion de wuna respuesta IgM, IgA
especifica contra rotavirus a nivel local vy
sistematico
Disminucion de infecciones Efecto de barrera al evitar la colonizacion de la
gastrointestinales y prevencion. mucosa intestinal por bacterias potencialmente
patégenas.
Produccion de compuestos antimicrobianos
(acido lactico, H,0,, bacteriocinas).
Disminucion de los sintomas de Efecto de barrera al evitar la colonizacion de la
dermatitis atipica y alergia a mucosa intestinal por bacterias potencialmente
alimentos. patégenas.
Actividad proteolitica de bacterias probidticas
contra la caseina de la leche y generacion de
péptidos con efectos supresores en la
proliferacion de linfocitos.

(Escalante, 2001)
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2.3. Termotolerancia.

2.3.1. Mecanismos responsables de |la termotolerancia.

El citoesqueleto celular estd compuesto por una serie de estructuras
proteicas poliméricas que forman microtubulos, microfilamentos y filamentos
internos. El choque caldrico interrumpe numerosos procesos metabolicos y
rompen estructuras celulares, pudiendo culminar con la muerte cuando el calor es
intenso y sostenido, los principales dafios se detectan en el citoesqueleto con
desorganizacion de la red, relocalizacion de fibras de actina alrededor del nucleo,
disrupcién de los microtubulos, asi como pérdida de mitocondrias y desensamblaje
de la fosforilacion oxidativa. Diferentes grupos de proteinas en diferentes
localizaciones, son dafiados sucesivamente hasta que la célula expuesta al estrés
entra en necrosis. Sin embargo, seria suficiente la estabilidad de al menos uno de
estos grupos de proteinas para evitar la muerte y este papel estabilizador es
atribuido a las proteinas de choque calérico HSP (por sus siglas en inglés heat
shock proteins).

Las células de todos los microorganismos parecen emplear mecanismos
de defensa cuando ocurren cambios abruptos en su medio ambiente local. Esta
respuesta, referida como choque calorico o respuesta al estrés, vincula el cambio
de las condiciones ambientales con la expresion de un grupo de proteinas
conocidas como proteinas de choque calérico o proteinas del estrés. Las
proteinas HSP, se expresan de manera constitutiva y ubicua en las células
eucariotas y procariotas. En condiciones adversas, la funcion de éstas proteinas
es proteger a la célula del dafio producido por el estrés, mediante la unién de
proteinas parcialmente desnaturalizadas, disociando agregados de proteinas,
regulando el correcto doblez y traslocacion intracelular en la sintesis de nuevas
proteinas. Las proteinas del estrés son inducidas por varios agentes entre los que
destacan la hipoglucemia, anoxia, calor, etanol, peréxido de hidrégeno, iones de
metales pesados, arsenicales, infeccion con ciertos virus, radiacion ultravioleta,
radiacion electromagnética de baja frecuencia y campos intensos de radiacion

gamma. Colectivamente las proteinas del estrés proveen proteccién a la célula
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durante y/o después de recobrarse de la agresion del estrés medioambiental (Lara
y col., 2009).

2.4. Lactobacillus plantarum.

L. plantarum es un miembro del grupo de Lactobacillus, éste es descrito
como una bacteria Gram positiva no espurada, en forma de barras rectas con
puntas redondeadas con una anchura que va de 0.9 a 1.2 ym. Su metabolismo es
homofermentativo, son moderadamente tolerantes al acido, y son considerados
como Generalmente Considerado como Seguro (por sus siglas en inglés GRAS)
(Brinques y Zachia, 2010). Esta es una especie heterogénea y versatil que es
encontrada en un gran variedad de ambientes, incluyendo lacteos, carnes,
pescados, algunos vegetales y vegetales fermentados (Cuadro 2.3) (Zago y col.,
2011). Por otra parte, es comunmente encontrado en el tracto gastrointestinal
humano; L. plantarum tiene la capacidad de codificacién para la asimilacion y
utilizacion de muchos azucares diferentes, captacion de péptidos y la formacién de

algunos aminoacidos (Vries y col., 2005).
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Cuadro 2.3. Productos alimentarios que contienen L. plantarum.

v

Materia prima Producto

Productos derivados de plantas Olivas
Granos de cacao
Yuca
Chucrut
Vino
Productos lacteos Queso stilton (queso azul de Inglaterra)
Tradicional queso feta (queso blanco de
Grecia)
Queso ricota
Productos carnicos Salchicha seca fermentada

Salchicha Italiana fermentada

Bebidas de frutas Proviva (presente en mercado)
Bebidas Lactovital (presente en mercado)
Polvo/gel ProBios (presente en mercado)

(Vries y col., 2005)

En diferentes cepas de L. plantarum, se encontr6 que muestran gran
tolerancia a la exposicién consecutiva de acido hipoclorhidrico (pH 2.0), a sales
biliares, tienen capacidad para sobrevivir al transito gastrico, colonizar el intestino
y a temperaturas de calentamiento (de 50 a 70 °C de 30 a 60 min) para la
elaboracion de salchichas (Lara y col., 2009). Las células de L. plantarum
sobreviven en estas condiciones de 0.003 a 10% en comparacion con otros
Lactobacillus, que tienen una sobrevivencia muy limitada (0 a 0.001%) de L. casei
y L. paracasei, respectivamente (Vries y col., 2005). En algunos estudios, el
consumo de L. plantarum muestra, entre otros efectos, reduccion en transporte de
enterobacterias fecales, reduccién de ciertos factores de riesgos de enfermedades

de arterias coronarias (Vries y col., 2005).
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2.5. Microencapsulacion.

2.5.1. Definicion.

La microencapsulacion es definida como una tecnologia de empaquetar
materiales sélidos, liquidos o gases en miniatura, capsulas cerradas realzan su
contenido, en la liberacion de proporciones controladas bajo la influencia de
condiciones especificas (Anal y Singh, 2006). Esta provee un medio de
envasar, separar y almacenar materiales en escala microscopica en una matriz o
sistema pared. La microencapsulacion hoy en dia se aplica para preservar y/o
proteger numerosos ingredientes comerciales (Pedroza, 2002). Una ventaja
adicional es que un compuesto encapsulado se libera gradualmente del
compuesto que lo ha englobado o entrampado y se obtienen productos
alimenticios con mejores caracteristicas (Yafiez y col., 2002).

La microencapsulacion de bacterias microbianas involucra el
atrapamiento de microorganismos vivos entre un gel polimérico semipermeable.
El uso de células encapsuladas ofrece varias ventajas sobre las células libres,
incluyendo proteccidn contra compuestos toxicos que la inhiban, contra el pH bajo,
altas concentraciones de bilis, promueven actividad fisiolégica, incrementa la
densidad de células, y el crecimiento de microorganismos (Sultana y col., 2000).

Varios sistemas de polimeros han sido usados para encapsular
microorganismos probiodticos para protegerlos. Estos son faciles de preparar, y
algunos ingredientes pueden ser encapsulados si este es hidrofilico, hidrofébico,
liquido, un aceite viscoso, o sélido (Anal y Singh, 2006).

Un reto importante es mejorar la viabilidad de los probidticos que son
adicionados en alimentos, es que resistan los procesos de fabricacion
tecnoldgicos, en particular el tratamiento térmico. En consecuencia, no parece
que haya productos probidticos comerciales disponibles que son estables a altas
temperaturas. Teniendo en cuenta la importancia de producir microorganismos
probidticos termorresistentes, que son de intereses en los alimentos (Anal y Singh,
2006).
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La tendencia actual para encontrar una solucion a este problema es:
1. Descubrir nuevas cepas de bacterias probidticas que son naturalmente
estables al calor o han sido genéticamente modificadas.
2. Desarrollo de un sistema de encapsulacion tan efectivo que actué como

material de aislamiento (Anal y Singh, 2006).

2.5.2. Métodos generales para microencapsular.

Para prepara las microcapsulas hay numerosas técnicas, y se ha sugerido
gue podrian identificarse mas de 200 métodos en la literatura.

En la seleccién del proceso de encapsulacién se considera el tamafio
medio de la particula requerida, las propiedades fisicoquimicas del agente
encapsulante y la sustancia a encapsular, las aplicaciones para el material
microencapsulado, el mecanismo de liberacion y el costo (Yafiez y col., 2002).

La tecnologia de encapsulacion de probidticos, presentan dos problemas:
el tamafo de la bacteria (tipicamente entre 1 a 5 ym de didametro), el cual
inmediatamente excluye la nanotecnologia, y el hecho de que deben mantenerse
vivas. Este ultimo aspecto ha sido crucial para la seleccién del método adecuado
de microencapsulacién.  Algunas tecnologias pueden ser aplicadas a la
encapsulacién de probidticos y cada uno de ellos provee microcapsulas con
diferentes caracteristicas en términos de tamafio de particula y el tipo de capsula.
Por ejemplo, la formacion de emulsiones permite la producciéon de un amplio rango
de tamano de particula de 0.2 a 5000 uym, mientras que la extrusion da un
pequefio rango, pero, no provee particulas menores a 300 ym. En la figura 2.3 se
pueden apreciar los diferentes tipos de particulas obtenidos de cada método
(Burgain y col., 2011).
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Figura 2.3. Métodos de encapsulacion de probioticos: tamafio del rango previsto
para cada método (Burgain y col., 2011).

La microencapsulacion es un proceso en el cual las células son retenidas
entre una membrana encapsulante que reduce el dafio en las células o perdida de
células. Las técnicas de encapsulacion aplicadas a probioticos para el uso en
lacteos, pueden ser clasificada en dos grupos, dependiendo el método usado para
formar las gotas: extrusion (método de goteo) y emulsibn. Ambas técnicas
extrusion y emulsiéon incrementan la sobrevivencia de bacterias probidticas hasta
en un 80 — 95 % (Krasaekoopty col., 2002).

2.5.3. Técnica de emulsion.

Una emulsion se describe generalmente como un sistema que contiene
dos fases liquidas inmiscibles usualmente agua (W) y aceite (O), que al ser
agitados energéticamente se obtiene una dispersion de uno de ellos en forma de
pequefias gotas disperso en el seno de otro. La fase formada por pequeiias
gotitas se denomina fase interna o dispersa, y matriz en las que estan disueltas se
denomina fase externa o continua (Fennema, 1993).

Las emulsiones pueden ser clasificadas de acuerdo a la distribucion de la
fase del aceite y de la fase acuosa. Un sistema que consiste de gotas de aceite

dispersas en una fase acuosa es llamada como emulsion aceite-en-agua (O/W)
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(por sus siglas en inglés) o emulsion sencilla, en la figura 2.4 se observa la
representacion esquematica de las emulsiones sencillas, como ejemplo de estas
tenemos: mayonesa, leche, cremas, sopas y salsa. Un sistema que consiste de
gotas de agua dispersa en una fase de aceite es llamada emulsién agua-en-aceite
(W/O) la cual también es una emulsion sencilla, ejemplos: margarina, mantequilla
y panes (McClements, 1999). El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles en
una emulsion, o de reducir el tamafio de las gotas en una emulsion es conocido

como homogenizacion.

P
500 0K Sol© So
() agua OOacmte
ol%% 7o 0021 Q0

OYOID 310 0
OOYOro S0 0°
Aceite Agua

W/O O/wW

Figura 2.4. Representacion esquematica de emulsiones sencillas.

Es posible formar una emulsién por homogenizacién de aceite y agua
puros, pero las dos fases se separarian rapidamente en un sistema el cual
consistiria de una capa de aceite (alta densidad) en la superficie y una capa de
agua (baja densidad). Esto es porque las gotas tienden a unirse con sus proximas
cuando chocan, lo cual lleva a una completa separacion de las fases.

Coexiste una forma viable de realizar emulsiones que son cinéticamente
estables por un periodo razonable de tiempo (dias, semanas, meses y afios)
incluyendo sustancias conocidas como emulsificantes y agentes espesantes antes
de la homogenizacion. Los emulsificantes son moléculas de superficie activa, el
cual se adsorbe en la superficie de las gotas formadas recientemente después de
la homogenizacion, formando una membrana protectora la cual previene un
estado de agregacion de las gotas. Los emulsificantes mas usados son moléculas
amfifilicas (tienen regiones polares y no polares en la misma molécula) y por lo

regular son proteinas amfifilicas. Los agentes espesantes son ingredientes los
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cuales son usados para incrementar la viscosidad de la fase continua de la
emulsion, y con ellos aumenta la estabilidad de la emulsion porque se disminuye
el movimiento de las gotas (McClements, 1999).

2.5.4. Emulsiones multiples.

En la actualidad existe otro tipo de emulsién, denominada multiple, que ha
llamado la atencién de fabricantes e investigadores de estos sistemas, el interés
reciente de su estudio radica, en que dichas emulsiones pueden ser empleadas en
procesos de separacion de hidrocarburos, inmovilizacion de enzimas y de
bacterias, entre otros procesos.

Una emulsion mdltiple (0o emulsion doble) es una emulsiébn de una
emulsién. Existen dos tipos de emulsiones: agua-en-aceite-en-agua (W/O/W) y
aceite-en-agua-en-aceite (O/W/O) (Figura 2.5). Las gotas de aceite de una
emulsion W/O/W tienen gotas de agua dispersas en ellas, y las gotas de una
emulsion O/W/O contienen gotas de aceite dispersas. Por lo tanto, una emulsion
doble tiene tres fases distintas y dos interfases aceite-agua, 0 viceversa
(Dickinson, 2010). La presencia de estas dos interfases significa, que dos
diferentes agentes emulsionantes son esenciales para formar una emulsién doble,
uno para estabilizar las gotas interiores (emulsion primaria) y otra para estabilizar

las gotas exteriores (la emulsion secundaria) (Dickinson, 2010).

O O g€
©) m
0)© 500

Agua Aceite
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Figura 2.5. Representacion esquematica de emulsiones multiples.

La formulacion debe ser estabilizada en dos pasos de emulsificacién, el
procedimiento involucra una combinacion de emulsificantes lipofilicos e
hidrofilicos, para una emulsion W/O/W: el surfactante que es soluble en aceite se
usa para preparar la emulsion W/O y también uno soluble en agua fue el agente

emulsificante secundario (Dickinson, 2010).

2.5.5. Constituyentes de una emulsion.

Las emulsiones son materiales con una composicion compleja los cuales
contienen una amplia variedad de constituyentes quimicos diferentes (Cuadro 2.4).
La composicion de una emulsion puede ser clasificada de diversa formas: por su
concentracion de atomos, concentracion de moléculas (agua, amilosa, entre
otras), concentraciones de grupos de moléculas (proteinas, lipidos, carbohidratos,

minerales) y concentracion de ingredientes (harina, leche, sal, huevos).

Cuadro 2.4. Componentes tipicos encontrados en emulsiones.

Macrocomponentes Microcomponentes
Agua Emulsificantes
Lipidos Minerales
Proteinas Gomas
Carbohidratos Sabores
Colores
Conservadores
Vitaminas

(McClements, 1999)

La mayoria de las emulsiones pueden consistir en tres regiones las cuales

tienen diferentes propiedades fisicoquimicas; el interior de la gota, la fase continua
y la interfase (figura 2.6). Las moléculas en una emulsion se distribuyen en esas

tres regiones de acuerdo a su concentracion y su polaridad. Las moléculas no

23



Ana Guadalupe Estrada Fernandez Marco tedrico

é

polares tienden a localizarse en la fase del aceite, las moléculas polares en la fase

acuosa y las moléculas amfifilicas en la interfase.

Region

/ interfacial

Fase
continua

Figura 2.6. Regiones que forman una emulsion (McClements, 1999).

Las grasas y aceites son parte de un grupo de componentes conocidos
como lipidos, por definicion un lipido es un componente que es soluble en
solventes organicos pero insoluble en agua. Este grupo de componentes contiene
un gran numero de diferentes tipos de moléculas, incluyendo acil-gliceroles, acidos
grasos y fosfolipidos. Los triglicéridos son los lipidos mas comunes en los
alimentos.

La fase oleosa también puede servir como solvente de otros componentes
importantes como lipidos solubles, vitaminas, antioxidantes, conservadores y
aceites esenciales.

Por otra parte el agua es de gran importancia en la determinacion en los
cambios fisicoquimicos y propiedades organolépticas de las emulsiones. Su forma
molecular y sus propiedades estructurales determinan la solubilidad, conformacion
e interaccién de los otros componentes de la fase acuosa. La fase acuosa de
algunas emulsiones contiene una variedad de componentes solubles en agua,
como son minerales, vitaminas, azucar, surfactantes, proteinas y polisacéaridos.
Las interacciones entre estos constituyentes y las moléculas del agua determinan
la solubilidad, conformacién y reacciones quimicas de algunos ingredientes
alimentarios (McClements, 1999).

Hay emulsiones mucho mas complejas que las mencionadas

anteriormente (aceite, agua y emulsificante). La fase acuosa puede contener una
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variedad de ingredientes solubles en agua, incluyendo azucar, sal, acidos, bases,
surfactantes, proteinas y carbohidratos. La fase de aceite usualmente contiene
una mezcla compleja de componentes de lipidos solubles, como son triglicéridos,
monoglicéridos, acidos grasos libres, esteroles y vitaminas. La region interfacial
puede contener una mezcla de varios componentes de superficie activa,

incluyendo proteinas, fosfolipidos, surfactantes, alcoholes y particulas solidas.

2.5.6. Mecanismos generales de inestabilidad de las emulsiones.

El termino estabilidad de la emulsion es ampliamente usado para describir
la capacidad de la emulsion a resistir los cambios en sus propiedades con el
tiempo. Sin embargo, hay una variedad de mecanismos fisicoquimicos que
pueden ser responsables de las alteraciones en las propiedades de la emulsion.
Los cambios fisicoquimicos mas importantes responsables de la inestabilidad de
las emulsiones se muestran en la figura 2.7. El cremado y la sedimentacion son
formas de separacion gravitacional. ElI cremado describe el movimiento
ascendente de las gotas debido a que tiene una baja densidad en comparacion
con el fludo que las circunda, la sedimentacion describe el movimiento
descendente de las gotas debido a que tienen una alta densidad en comparacion
con el liquido que las rodea. La floculacién y coalescencia son tipos de
agregacion de gotas. La floculacion ocurre cuando dos o mas gotas estan unidas
formando un agregado en el cual las gotas retienen su integridad individual,
considerando que la coalescencia es el proceso donde dos o0 mas gotas se unen
para formar una gota grande. La fase de inversion es el proceso en el cual una
emulsién aceite en agua es convertida en una emulsibn agua en aceite o

viceversa (McClements, 1999).
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Figura 2.7. Las emulsiones pueden ser inestables debido a varios mecanismos
fisicos, incluyendo el cremado, sedimentacion, floculacion, coalescencia y fase de

inversion (McClements, 1999).

2.5.7. Inestabilidad de emulsiones multiples.

La inestabilidad de un sistema de emulsiones multiples puede seguir una
gran variedad de vias de destruccion dependiendo de su composicion y
microestructura. Los principales mecanismos de inestabilidad se muestran en la
figura 2.8. El mecanismo A involucra la coalescencia de las gotas exteriores, este
es semejante a la coalescencia de las gotas de una emulsion primaria. El
mecanismo B es la coalescencia de las gotas interiores, no debe existir ningun
cambio en la interfase de las gotas exteriores. El mecanismo C es la coalescencia
de las gotas interiores con la interfase de las gotas exteriores, permitiendo la
transferencia de algun material de la fase dispersa interna a la fase continua
externa. El mecanismo D es la contraccion o hinchamiento de las gotas interiores,

derivados del cambio difusivo de material entre la fase interna y la fase externa
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como resultado de transporte de masa hacia la pelicula liquida que interviene

(Dickinson, 2010).

Figura 2.8. Representacion esquematica de los principales mecanismos de
rompimiento de una emulsion doble: (A) coalescencia de las gotas exteriores, (B)
coalescencia de las gotas interiores, (C) coalescencia de las gotas

internas/externas y (D) contraccion o hinchamiento de las gotas interiores.
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2.6. Estabilizantes y emulsificantes.

Desde el punto de vista del atrapamiento y retencion de material
encapsulado, uno podria considerar que un sistema de emulsién doble es de
buena estabilidad si el rendimiento inicial, es de alrededor del 95 % (o arriba) y si
el rendimiento después de varias semanas de almacenamiento se encuentra
todavia, en el rango de 70 a 80 % (o arriba) (Dickinson, 2010). Es por eso que
nos vemos en la necesidad de ocupar surfactantes de bajo peso molecular y

biopolimeros.

2.6.1. Surfactantes.

Cuando se examina una superficie o una interfase, es decir, un limite
entre dos sustancias inmiscibles, hay una fuerte probabilidad de encontrar un
fendbmeno interfacial, se pone en juego a un surfactante. Las propiedades y usos
de los surfactantes provienen de dos propiedades fundamentales de estas
sustancias; de su capacidad de adsorberse en las interfases y su tendencia a
asociarse para formar estructuras organizadas.

Todos los surfactantes poseen una molécula que presenta a la vez un
grupo polar (hidrofilico) y un grupo apolar (Hodrofébo o lipofilico) (Salager, 1999).
El grupo polar es en general un grupo funcional que contiene heteroatomos (O, S,
N, P), mientras que el grupo apolar es en la mayoria de los casos un hidrocarburo

parafinico o alquil-aromatico (Figura 2.9).

\/\/\/\/\/\/<@ 503 Na*

Figura 2.9. Representacion de un surfactante
Cuando una molécula de surfactante se coloca en una interfase agua-
aceite, ella puede orientarse de manera a que el grupo polar este en el agua,

mientras que el grupo apolar se ubica fuera del agua, en el aceite. La adsorcion
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de un surfactante en una interfase liquido-liquido, produce en general una
reduccion de la tension superficial o interfacial, de donde el nombre de tensoactivo
(Salager, 1999).

Cuando a una solucion se le aflade cada vez mas surfactante, este
comienza por adsorberse a las interfases disponibles, luego su concentracion
aumenta hasta que se forman las primeras micelas. La micela es un polimero de
asociacion en el cual el surfactante alcanza una posicion favorable (Figura 2.10).
La fuerza motriz principal que favorece la formacién de micelas es el efecto
hidrofobo, es decir, la sustraccion de la parte no polar del surfactante del contacto
con las moléculas del agua y la formacion de un contacto mas favorable desde el
punto de vista energético con las partes no polares de otras moléculas de

surfactante.

T /QE p SURFACTANTE

7 N

Hidrofilo Lipofilo

MICELA‘

Figura 2.10. Representacion de una micela.

La presencia de surfactantes es lo que permite controlar los diferentes
fendmenos involucrados en la inestabilidad de las emulsiones, cuya escala de
tiempo puede variar de una fraccién de segundos a varios afios y hasta mas en

sistemas perfectamente estables (Salager, 1999).

2.7. Biopolimeros (Estabilizantes).

Independientemente del método para preparar las microcapsulas, el
primer paso para encapsular un ingrediente es la seleccién de una matriz de
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encapsulacion adecuada. Este material de soporte debe ser de grado alimentario
si se usara en la industria de alimentos, y poder formar una barrera para proteger
la sustancia encapsulada (Burgain y col., 2011). Un mecanismo béasico para la
estabilizacion de la emulsién es el estérico, el cual es creado por una capa del
biopolimero adsorbido en la interfase.

Diferentes tipos de materiales de encapsulaciéon usualmente dependen en
las propiedades funcionales de las microcapsulas y en el proceso de
encapsulacion usados (Cheny col., 2005).

El agente estabilizante es un compuesto Unico (0 mezcla) que confiere un
largo periodo de estabilidad en la emulsién por mecanismos de adsorcion, aunque
no necesariamente en todos los casos. Los estabilizantes son generalmente
biopolimeros (proteinas y polisacaridos) (Yafiez y col., 2002).

Se pueden identificar tres beneficios técnicos del uso de biopolimeros
como agentes estabilizantes en una emulsioén doble:

1. Comparada con emulsificantes de bajo peso molecular, los biopolimeros
son menos susceptibles a la difusién y migracion de la fase externa acuosa
a la interna.

2. Los biopolimeros pueden facilmente estabilizar las estructuras de red en la
fase acuosa continua, ejemplo por la viscosidad y gelificacion.

3. La superficie activa de los biopolimeros puede ser usada como un
estabilizante efectivo de la interfase exterior aceite —agua de las gotas de la
emulsion W/O/W (Dickinson, 2010).

Varios emulsificantes proteicos alimentarios han sido utilizados en la
estabilizacion de emulsiones dobles (Cuadro 2.5), y también algunos
emulsificantes hidrocoloides como goma arabiga. Intentos también se han hecho
para estabilizar las gotas exteriores de las emulsiones multiples con varios
polisacéaridos solubles actuando como agentes espesantes/gelificantes, (pectina,

carragenina, alginato, xantana) (Dickinson, 2010).
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Cuadro 2.5. Tipos de material de pared utilizados en microencapsulacion.

Tipo de cobertura Cobertura especifica

Gomas Goma ardabiga, agar, alginato de sodio,

carragenina.

Carbohidratos Almidon, dextranos, sacarosa, jarabes
de maiz.
Celulosas Carboximetil — celulosa, metilcelulosa,

nitrocelulosa, acetilcelulosa.
Lipidos Ceras, parafinas, tristearina, acido
estearico, monoglicéridos, diglicéridos,
aceites, grasas.

Proteinas Gluten, caseina, grenetina, albumina.

(Yanez y col., 2002).
Investigaciones recientes, muestran que la estabilidad de emulsiones
multiples W/O/W, no pueden ser explicadas Unicamente por efecto de la
viscosidad, en tal caso un mecanismo basico para la estabilizacién es el estérico,
el cual es creado por una capa de polimero adsorbido en la interfase. En ese
sentido las emulsiones multiples estabilizadas con biopolimeros pueden ser
estables desde un punto de vista de agregacion y de algunos factores que
contribuyen a dicha estabilidad son la barrera energética y la barrera mecéanica
(Yafiez y col., 2002).
La goma arabiga es un exudado de algunos arboles del genero Acacia
(Acacia senegal y Acacia seyal), material muy heterogéneo, formado por dos
fracciones, alrededor del 70 % de la goma, son cadenas de polisacarido con poco
0 ningun material nitrogenado y la otra faccion tiene proteinas como parte integral
de sus estructuras. El contenido de proteina es alrededor del 2 % en peso, pero
algunas fracciones especificas pueden obtener hasta un 25 % (Lara y col., 2009).
Este componente proteico confiere a este hidrocoloide alimentario su Unica
superficie activa y sus propiedades emulsificantes. Esta misma funcionalidad
puede ser explotada en la estabilizacion de las gotas exteriores de una emulsion

W/O/W, concentraciones de alrededor del 10 % peso de la goma es requerida a fin
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de logar la preparacion de una emulsién doble fina con buena estabilidad a largo
plazo. Una ventaja adicional de la goma arabiga como agente emulsificante de
emulsiones dobles es que, este puede proveer estabilidad coloidal con respecto a
la floculacion de las gotas sobre un amplio rango de pH (Dickinson, 2010).

La maltodextrina son obtenidas por una hidrolisis acida de diferentes
almidones (maiz, papa u otros) (Saénz y col., 2008). Se encuentran como
equivalente de dextrosa (DEs), el grado de DE es una medida del grado de
hidrolisis del almidon del polimero. Estos tienen la habilidad para formar matrices
gue son importantes en la conformacion de sistemas de pared. En la seleccion de
materiales de pared para la encapsulacién, la maltodextrina es una buena opcion
entre costo y efectividad, ya que tiene un suave sabor, una viscosidad baja a alta
proporcion de sélidos y estd disponible en diferentes pesos moleculares. Sus
principales deficiencias son la capacidad de emulsionar y baja retencion de
compuestos volatiles (Madene y col., 2005).

La goma de mezquite, es un biopolimero originario del estado de México,
gue tiene una estructura quimica similar a la de la goma arébiga (2 % de proteina),
pero con un mayor contenido de fraccion proteica (5.8 %). Se ha reportado que
quimicamente es una sal neutra de un polisacarido ramificado de naturaleza acida
formado por un nucleo de residuos de B-D-galactosa, constituyendo un esqueleto
de uniones (1-3) y ramificaciones (1-6) conteniendo L-arabinosa (formas ciclicas
de piranosa y furanosa), L-manosa, B-D-glucoronato y 4-6-metil-B-D-glucuronato
como azucares simples o cadenas laterales de oligosacaridos. También contiene
una pequefia cantidad de proteina (0.7-5.8 %) ubicada en la parte central de la
estructura primaria completa, siendo quimicamente mas similar a la goma arabiga.
La goma de mezquite es una mezcla compleja constituida por cinco fracciones:

v' La fracciéon 1 representa mas del 85 %del total de la goma, sin embargo se
encontré que es particularmente baja en proteina (3.7 % del total de
proteina).

v Las fracciones 2 y 3 contribuyen con aproximadamente el 11 % del total de

la goma y contiene aproximadamente el 25%del total proteico.
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v' Las fracciones 4 y 5 contribuyen con aproximadamente el 72% del total

proteico a pesar de constituir solamente el 3.7 % del total de la goma.

Pudiendo ser las fracciones 2 y3 las responsables de las propiedades
emulsificantes de la goma de mezquite, por el mayor contenido de proteina.

Las propiedades especiales para formas peliculas y actuar como agente
emulsificante surge de la presencia de esta fraccion proteica. Se cree que los
residuos hidréfobos de los aminoacidos se adsorben en la interfase aceite agua y
que los bloques de los carbohidratos hidrofilicos se extienden dentro de la solucion
acuosa, previniendo la floculacién y coalescencia de las gotas a través de fuerza

de repulsion estérica (Yafiez y col., 2002).

2.8. Aguamiel.

El “Maguey” es una planta de la familia Agavaceae que crece en el
altiplano semiseco y frio de México. Los magueyes productores de pulque en el
Valle de México son: Agave teometl Zucc., A. weberi Cels., A. altisima Jacobi., A.
compliata Trel., A. gracillispina Englem., A. malliflua Trel., A. quitifera Trel. A.
crassispina Trel., A. mapisaga Trel. A. americana L., A. salmiana Otto ex Salm.
Las zonas productoras de pulque son principalmente Hidalgo, Tlaxcala, Edo.
México y Puebla, aunque también se le encuentra marginalmente en San Luis
Potosi, Michoacan, Querétaro, Morelos, Guanajuato, Veracruz y Oaxaca (Flores y
col., 2004).

El aguamiel es un liquido dulce (7 a 14 °Baumé), éste puede ser acido o
ligeramente alcalino, un liquido translucido de color ambar (Islas, 2005). Posee un
ligero olor herbaceo y contiene diversos minerales, ademas de ser rico en
carbohidratos y proteinas.

El aguamiel presenta un pH promedio cercano a la neutralidad (6.8) con
un porciento de humedad elevado (86%) y una proporcion de sdlidos solubles de
10.85 °Brix. EIl contenido de proteina soluble es de 5.3 %. La sacarosa es el

azucar que esta presente en mayor proporcion, aunque hay otros polisacaridos
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compuestos por glucosa y fructosa como los oligofructosacaridos vy
polifructosacaridos (Islas, 2005).

De la fermentacién del aguamiel, que tarda aproximadamente entre 24 y
48 horas, se obtiene la bebida alcohdlica conocida como pulque. EI producto
primario es el aguamiel, el cual se toma como bebida refrescante, factible de
industrializarse, ademas de ser medicinal y nutritiva, el aguamiel se fermenta y
produce pulque que es una bebida lechosa que contiene de 4- 8 % de alcohol
(Flores, 2004).

2.9. Queso.

El queso es una mezcla de caseinas, grasa lactea y otros componentes
de la leche que se separan de las materias primas por las técnicas adecuadas.
Este proceso de separacion se favorece afadiendo enzimas, acidificando y/o
calentando. Esta mezcla de sustancias generalmente se moldea, se sala, se
prensa y se siembra con cultivos fungicos o bacterianos. En muchos casos se les
afiade también colorantes, especias u otros alimentos no lacteos. Se consume en
fresco o en distintos grados de maduracion (Spreer, 1991).

De acuerdo a Villegas, (2004), el queso es el producto resultante de la
coagulacion de la leche de ciertos mamiferos mediante la accién de la renina
(presente en el cuajo) o enzimas similares, en presencia de acido lactico
producido por microorganismos agregados o propios de la leche, del cual se
elimina una parte de la humedad por el corte de la cuajada, calentamiento y/o
prensado, y a continuacién el moldeado, prensado, afinado y su conservacion en
condiciones convenientes.

La elaboracion del queso es seguramente la forma mas antigua de
procesado de la leche. La produccion de la leche unida al intento del hombre para
conservar la tan valiosa y a la vez deteriorable proteina de la leche. Los diferentes
procedimientos de fabricacion del queso, que implica una serie de
transformaciones bioquimicas, hacen que la, en un principio insipida, caseina

adquiera un sabor agradable y caracteristico para cada tipo de queso (Bain, 2004).
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2.9.1. Clasificacion de quesos.

Se conocen en todo el mundo unos 2,000 nombres de tipos diferentes de
queso que, en parte presentan caracteristicas muy distintas y que requieren para
su elaboracion una serie de procedimientos mas o menos diferenciados. Ante
esta perspectiva se hace necesario establecer una clasificacion.

Aunque algunas variedades de queso se consumen fresco (en menos de
dos semanas), esto es, sin un periodo de maduracién, el proceso de la mayoria de
variedades de quesos pueden subdividirse en dos fases bien definidas:
elaboracion y maduracion. Este hecho define la primera clasificacion de los
quesos auténticos: frescos y madurados (Villegas, 2004).

En realidad la gran diversidad de tipo de quesos genuinos se debe a un
gran numero de caracteristicas, como tipo de leche, método de elaboracion,
tamafo, forma, empaque, etc. Esto hace que su clasificacién sea complicada. Sin
embargo, practicamente pueden clasificarse atendiendo a algunos criterios, por
ejemplo:

Tipo de pasta: Esta clasificacién se determina por el contenido de agua y
calcio en la pasta, factores que afectan su estructura (Cuadro 2.6) (Gonzélez,
2002).

Cuadro 2.6. Clasificacion de los quesos por tipo pasta.

Pasta Ejemplos
Untable Doble crema, Crema, Cottage, Petit — Suisse.
Tajable Chapingo, Cheddar, Chihuahua, Manchego, Emmental, Edam.
Rallable Afejo, Cotija, Parmesano, Pecorino Romano.
Hilada Oaxaca, Asadero, Guaje (Huasteco), Adobera, Mozzarella.

(Villegas, 2004)

Consistencia de la pasta: La blandura y la dureza es una importante
propiedad textural y reoldgicas, determinante en la aceptacion del producto por
parte del consumidor. Como en la clasificacién anterior estas propiedades se ven

influenciadas por el contenido de agua y de calcio (Cuadro 2.7) (Gonzalez, 2002).
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Cuadro 2.7. Clasificacion de los quesos segun la consistencia de la pasta.

Pasta Ejemplos

Blanda Quesos untables, Panela; Queso crema tropical, Ranchero fresco.
Semidura Chapingo, Chihuahua; tipo Manchego, Manchego, Cheddar,
Emmental, Gouda, Oaxaca.

Dura Afejo, Cotija, Parmesano; pecorino romano.

(Villegas, 2004)

Grado de maduracion: En esta clasificacion, mas que al tiempo o lapso
de maduracién, se alude al grado en que las materias proteica y grasa se han
transformado, impartiendo a la pasta nuevas caracteristicas sensoriales, distintas
a la de la pasta recién hecha (Cuadro 2.8) (Gonzélez, 2002).

Cuadro 2.8. Clasificacion segun el grado de maduracion de la pasta.

Pasta Ejemplos

Fresca Panela, Oaxaca, Ranchero, Queso crema, Adobera, Cotagge,
Petit — Suisse, Oaxaca.
Semimaduro Chapingo, Chihuahua, tipo Manchego Edam, Emmental.
Maduro Cotija, Afiejo, Camembert, Roquefort, Parmesano, Pecorino.
(Villegas, 2004)

2.9.2. Elaboracién de queso.

La composicién basica de la pasta de un queso, esto es, su contenido en
los grandes constituyentes del producto (agua, proteinas, grasa y sal o cenizas),
en la cual influyen muchos factores; algunos de ellos son los siguientes:

La rigueza en materia seca util de la leche de proceso, es decir, del
porcentaje de materia proteica (esencialmente de caseina) y de grasa butirica, en
una cierta razén grasa/proteina, de acuerdo con el tipo de queso que va a
elaborarse.

Lo fino del corte del gel y el grado de secado de la cuajada; esto en

funcién del tiempo en el que se trabaja el grano tras el corte. Ambos determinan
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el porcentaje de agua en la pasta y su proporcion de solidos totales; entre ellos
destacan la proteina total y la grasa.

El grado de maduracion (acidificacidén) de la leche y el de “chedarizacion”
de la pasta en tina, ambos factores influyen en la intensidad de la sinéresis de la
cuajada y, en la expulsiéon del suero, lo que finalmente se traduce en un porcentaje
de humedad y solidos totales determinados. La acidificacion de la leche de
proceso y/o de la pasta durante la fabricacion también incide en los contenidos de

calcio y fosfatos en el producto final (Villegas, 2004).

2.10. Quesos de pasta hilada.

Los quesos de pasta hilada son una variedad de quesos de pasta semi-
dura, donde la cuajada es calentada por encima de 55 °C y estirada
mecanicamente durante la manufactura del queso. El termino de pasta filata (en
Italiano) o pasta hilada, es un término que cubre varias variedades de queso
caracterizados por un proceso especial de produccion, donde la cuajada, la cual
es drenada extensamente acidificada, es sometida a un tratamiento térmico para
darle plasticidad y textura. Este tratamiento se realiza en agua caliente donde el
producto final adquiere sus caracteristicas fisicas como son formacion de fibras al

ser desmenuzado y caracteristicas de fundido (Franco, 2005).

2.10.1. Queso Oaxaca.

El queso Oaxaca es un queso mexicano que podria ser clasificado en la
familia de los quesos de pasta hilada. En nuestro pais el queso Oaxaca pertenece
al grupo de los quesos frescos que se caracterizan por tener un alto contenido de
humedad, sabor suave y no tener corteza. Pudiendo o no adicionarle ingredientes
opcionales y tener un periodo de vida de anaquel corto, requiriendo condiciones
de refrigeracion. La presentacién del queso es en correas, “trenzas”, con la

formacion de bolas enrolladas (Villegas, 2007). Este queso, con este nombre, solo
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se conoce en México, donde se fabrica en todo el pais. Se conoce también con el
nombre de quesillo, queso de hebra y queso asadero (Franco, 2005).
Las caracteristicas del queso Oaxaca son las siguientes:
1) El queso debe fundir (gratinar).
2) Las correas del queso deben permanecer bien definidas.
3) La correa del queso tiene una dureza intermedia, ademas de que al
desmenuzarse forma hilos, siendo comparada con una pechuga de pollo

cuando se deshebra.

La composicidon quimica, el pH y la actividad acuosa del queso Oaxaca se
muestra en el cuadro 2.9. El valor medio del pH reportado para este queso es de
5.1, este valor concuerda con los determinados para otros quesos de pasta hilada
(Scott, 1991).

Cuadro 2.9. Composicion quimica del queso Oaxaca.

Pardmetro Media

pH 5.1+0.3

Aw 0.991 + 0.005
Humedad (% p/p) 51.5+3.8
Cenizas (% p/p) 3.6+04
Proteinas (% p/p) 21.2+15
Materia grasa (% p/p) 21+3.1

NacCl (% p/p) 1.8+0.5

Materia grasa/materia seca 43.8+6
Humedad/Sdlidos no grasos  1.9+0.3

(Franco, 2005)

La gran mayoria de las elaboraciones de queso Oaxaca, se hacen a partir

de leche cruda. La secretaria de salud acepta el queso Oaxaca como queso

pasteurizado tomando en cuenta que se emplea agua caliente en el fundido de

este queso (malaxado). En la figura 2.11 se puede observar el proceso de

elaboracion de este queso por medio de acidificacion directa de la leche con acido
citrico (Palacio, 2006).

38



Ana Guadalupe Estrada Fernandez Marco tedrico

v

Leche
Y -
. Ac. Citrico
Acidificacion de la leche (pH 5.47) T 10% piv
— CaCl,
Coagulacién +— Cuajo
A 4 —
_ . Cocimiento
Corte de la cuajada y agitacion “— 37.40°C
— Agua a
Fundido Malaxado - 75°C
v Formacion de
Trenzado y envasado D correas 'y
salado

Figura 2.11. Proceso de elaboracion del queso Oaxaca.

En el proceso de elaboracion del queso Oaxaca las emulsiones multiples
probablemente se pueden adicionar junto con la sal, o en lugar de cultivos lacteos,
pero se tendra que evaluar el momento que presente las mejores caracteristicas
para poder adicionar la emulsion; asi como también la cantidad de emulsion que
se adicione para obtener una concentracion final de 6 Log UFC /gr de queso el
cual es limite minimo permitido (Anal y Singh, 2006).

La textura caracteristica de los quesos de pasta hilada puede explicarse
por el re-arreglo estructural que las moléculas de caseina (a, B y K, que forman
parte de las micelas descalcificadas) sufren al someterse la pasta a calentamiento
y trabajo mecéanico. Este desarrollado durante el amasado, y el ascenso de
temperatura por el aporte de agua caliente, provocara la desnaturalizacion de

parte de las moléculas de caseina, alterando su conformacién lamina-$ y hélice-a.
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La continuacion de la accidbn mecanica, y el estiramiento al que se somete
la pasta en un sentido (direccion) espacial, orientaran y “alinearan” a las proteinas,

cual si fueran agregados de “hilos” (figura 2.12).

-
Caseinas (en micelas v ql__j
submicelas) [I\_é‘_jj [L{/?

Trabajo Mecanico

—_— > —
Calor l (amasadao)

Desnaturalizacion de % 3

Caseinas

Trabajo Mecanico

) . . i — -
Alineacion y orie "ﬂcaclnﬁ - -~ Texurzacion
de fipras [de caseina) —
—_— -
—
Trabajo Mecanico
(amasado)
. o ! Posta texturizada
Estabilizacion e
Lo estable
e A

Figura 2.12. Principales fases durante la texturizacion de una cuajada para un

gueso de pasta hilada (Villegas, 2007).
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3. Antecedentes.

En un esfuerzo para ampliar la gama de productos probidéticos, algunos
investigadores y compafiias se han esforzado para manufacturar quesos que
mantengan la viabilidad de los cultivos probidticos.

Algunos estudios han reportado el uso de probidticos encapsulados
(Cuadro 3.1) y en particular en el queso Cheddar.

Cuadro 3.1. Ejemplos de probiéticos encapsulados y su aplicacion en quesos.

Tipo de queso Probiotico Técnica de Material usado
encapsulacion como biopolimero
Fresco L. bulgaricus Extruccién Ca — alginato

S. thermophilus

Cheddar B. bifidum Emulsificacion K - carragenina
Fresco L. lactis spp. lactis  Emulsificacion K - carragenina
Crescenza B. bifidum Secado al frio Ca - alginato

B. infantis

B. longum
Cheddar L. paracasei Secado por aspercion  Leche

L. acidophilus Emulsificacion descremada

B. infantis Alginato/almidén
Feta L. acidophilus Alginato

B. lactis
Kasar L. acidophilus Extruccion y Alginato

B. bifidum emulsificacion
Blanco en L. acidophilus Extruccion y Alginato
salmuera B. bifidum emulsificacion

(Crittenden y col., 2001)
Dinakar y Mistry (1994) inmovilizaron Bifidobacterium bifidum en k —

carragenina con una técnica de emulsificacion y las gotas de gel obtenidas fueron
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congeladas vy liofilizadas, la adiccion de células inmovilizadas en el queso no fue
uniforme, pero la sobrevivencia en el queso Cheddar no fue afectada, de hecho
algunas células permanecieron viables hasta 24 semanas y no afectaron el sabor,
la textura y la apariencia del queso.

De acuerdo a Sandoval-Catilla y col. (2009), Lactobacillus casei fue
entrapado en gotas de alginato de sodio, por la técnica de extrusién. Se
determiné el didmetro, esfericidad y propiedades de textura de las gotas y a la
sobrevivencia de L. casei entrapada adicionada a yogurt y las condiciones
gastrointestinales simuladas. La eficiencia de L. casei entrampada y su diametro
aumento con el incremento de la concentracion total de biopolimeros. Analisis de
componentes principales mostraron que la viabilidad de L. casei en yogurt y en
jugos gastricos simulados, fue positivamente correlacionado con el didmetro y las
propiedades de textura de las gotas, mientras que la viabilidad en jugos gastricos
y sales biliares fue relacionado con la forma de las gotas.

Dureja y col. (2003reporta la utilizacion de una mezcla de geles
compuesta de alginato, pectina y proteina de suero, para encapsular células de
Bifidobacterium, en pH géstrico simulados, para determinar su sobrevivencia,
libres y encapsuladas. Después de 1 h de incubacion en soluciones &cidas (pH
2.5), la cuenta de células libres disminuy6 4.74 Log, comparado son una
disminucién de < 1 log para células entrapadas. Las células libres no sobrevivieron
después de 2 h de incubacion a pH 2.5, mientras que las células inmovilizadas
disminuyeron solo aproximadamente 2 Log.

Brinques y Zachia (2010), realiz6 una comparacién de Lactobacullis
plantarum BLO11 libre y microencapsulado bajo condiciones de estrés, fue
probado en alginato de sodio o pectina, recubiertos con alginato de sodio o
quitosan. En medio gastrico simulado, reduce drasticamente la viabilidad. Hubo
perdida en la viabilidad de L. plantarum inmovilizada en 3% alginato recubierta con
quitosano, en yogurt fue de 0.55 Log durante 38 dias de almacenamiento. Los
resultados de este estudio sugieren la eficiencia de técnicas de inmovilizacion para
incrementar la viabilidad de Lactobacillus en yogurt bajo almacenamiento en

refrigeracion.
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Wen-Chian y col. (2003), Bifidobacterium longum B6 y B. infantis
CCRC14633, fueron microencapsuladas por secado por aspersion, la suspension
de células contenia al microorganismo y 10% (p/p) del materia de soporte,
gelatina, almidon soluble, skim milk o goma arabiga. Fueron sometidas a jugos
gastrico simulados (pH 2 y 3) y a solucion de bilis (0.5% y 2%), microorganismo
libre y encapsulado. B. infantis fue mas susceptible que B. longum al medio
gastrico simulado y solucién de bilis. También observo que el efecto protector que
ejerce la encapsulacion con secado por aspersion es diferente dependiendo del
material de soporte utilizado con las cepas de Bifibobacterium.

Pimentel-Gonzéalez y col. (2009), encapsularon Lactobacillus rhamnosus
por medio de una emulsion multiple, la cual quedo entrapado en la fase acuosa
interna de la emulsion W/O/W y utiliz6 lactosuero dulce concentrado como
emulsificante. La viabilidad de L. rhamnosus en la emulsién doble fue comparada
con células no entrapadas, sometiéndolas a bajo pH y condiciones de sales
biliares. La viabilidad de las cepas control disminuy6 significativamente a bajo pH
y en condiciones de sales biliares, y su supervivencia fue de 71 a 89%
respectivamente. Por lo tanto concluy6é que las emulsiones dobles protegen a L.

rhamnosus contra condiciones gastrointestinales simuladas.
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4. Objetivo general.

Determinar la sobrevivencia de L. plantarum encapsulado en emulsiones

multiples (W1/O/W;) en procesos térmicos, aplicados en queso regional mexicano

(queso Oaxaca), en pruebas de fundido y en condiciones gastrointestinales

simuladas.

4.1.

Objetivos particulares.

1. Establecer la formulacion y la proporcion de biopolimeros para obtener
emulsiones estables en el tiempo.

2. Determinar la viabilidad de L. platarum encapsulado en condiciones de
procesamiento simuladas para determinar la efectividad de la
proteccion sobre el microorganismo encapsulado.

3. Evaluar la sobrevivencia de L. plantarum encapsulado en procesos
térmicos aplicados en un queso regional mexicano (queso Oaxaca), en

pruebas de fundido y en condiciones gastrointestinales simuladas.
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5. Hipotesis.

Las emulsiones multiples al entrampar a L. plantarum y ser utilizadas en
la elaboracion del queso Oaxaca, es capaz de protegerlo contra la temperatura
empleada en; 1) el proceso de elaboracion del queso; 2) contra la temperatura
empleada para su consumo de manera fundido y una vez teniendo el producto
terminado éste resista el paso a través del tracto gastrointestinal y llegue en una

concentracion = 6 Log UFC/g, dando como resultado un producto funcional.
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6. Justificacion.

En los ultimos 20 afios ha habido un incremento interesante en el
funcionamiento de las bacterias probiéticas en la salud humana (Sultana y col.,
2000). Se ha encontrado que las bacterias lacticas o probioticas intervienen en la
reduccion de problemas como intolerancias a la lactosa e incluso estan
relacionadas con la estimulacién del sistema inmunoldgico.

Una de las vias que se tienen para poner al alcance del consumidor los
microorganismos probidticos son los llamados “alimentos probidticos”, que
ademas de ser alimentos, tienen beneficios en la salud del consumidor.

Un alimento que se puede utilizar como vehiculo para la aplicacion de los
microorganismos probidticos son los quesos frescos hilados, que dentro de esta
clasificacion se encuentra el queso Oaxaca, su consumo es en platillos mexicanos
gue requieren un tratamiento térmico (Fundido). Sin embargo, existen estudios
que muestran que la viabilidad de bacterias lacticas es afectada de manera
importante, en el caso del queso lo que afecta en el tratamiento térmico y por la
presencia de bilis hepatica y acidez durante su paso a través del tracto
gastrointestinal y lo cual impide que muchos microorganismos lleguen viables
hasta su sitio de accion (el colon) y realicen su labor probidtica.

Como una soluciéon a esta problematica, en el presente trabajo se
propone la aplicacién de la técnica de encapsular al microorganismo probiético,
como un vehiculo que sirva de transporte y brinde proteccion a dicha bacteria
durante su recorrido por el tracto gastrointestinal, y durante la accién de la
temperatura sobre el queso Oaxaca. Es necesario que para que estas bacterias
tengan un efecto notable en el organismo, deba consumirse frecuentemente,
ademas debe estar en una concentracion no menor de 6 Log UFC/g en el queso
fresco para que este sea considerado como probidtico y se garantice su efecto

probiotico
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7. Metodologia.

7.1. Establecimiento del experimento.

La parte experimental consistio de tres etapas: (1) Primera etapa, que
consistio en el establecimiento de la formulacion y el material de pared para
obtener capsulas estables en el tiempo y con control de pH. Ya obtenida la mejor
formulacién, se prosigue a la (2) Segunda etapa, que consistio en la simulacion de
condiciones de procesamiento térmico para evaluar la estabilidad de la emulsion,
asi como la sobrevivencia de las bacterias encapsuladas. Y por ultimo, (3)
Tercera etapa, que consistid en la aplicacion de la emulsién con probidtico en
gueso Oaxaca, para evaluar su resistencia del probidtico encapsulado contra la
temperatura empleada en el proceso de elaboracion y en el fundido para su
consumo.

La realizacion de los tratamientos para la tercera etapa de la parte
experimental radicé en tomar como testigo el queso Oaxaca tradicional sin adicidon
de emulsion ni probidticos, el segundo tratamiento fue un queso Oaxaca
agregando los microorganismos libres, el tercer tratamiento un queso Oaxaca
control solo con la emulsion sin la encapsulacion de L. plantarum y el cuarto
tratamiento fue el queso al cual se le agrego al L. plantarum Lp 115 encapsulado

en la emulsion multiple.

7.2. Localizaciéon del area de estudio.

El presente trabajo se realizO en los laboratorios del Centro de
Investigacion en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y en los Laboratorio de
Fisicoguimica y Aprovechamiento Agroalimentario Integral del Instituto de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autdbnoma del Estado de Hidalgo, en Tulancingo,
Hidalgo.
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7.3. Aguamiel.

Se utilizd6 aguamiel proveniente del municipio de Singuilucan Hgo., para
evitar posibles problemas de crecimiento microbiano, el aguamiel fue transportado
inmediatamente en recipientes de cierre hermético al laboratorio y seguido de una

congelacion para evitar su fermentacion.

7.4. Activaciéon y Cinética de crecimiento de L. plantarum.

El cultivo liofilizado fue hidratado usando 1 % p/v del inoculo en medio
MRS (Difco TM Lactobacillus MRS Broth BD, Francia), y fue incubado por 18 h a
37 °C con agitacion de 120 rpm y sin control de pH. El cultivo de L. plantarum Lp-
115 (DANISCO, Flora Fit, Custom Probiotics, Brabrand, Dinamarca) fue trasferido
dos veces mas (37 °C por 18 h) en medio MRS usando 1 % v/v de inoculo para
activacion y adaptacion. El cultivo activado, fue inoculado 1 % v/v en 18 mL de
medio MRS para la realizacion de la curva de crecimiento, para observar los
parametros cinéticos y encontrar el final de la fase logaritmica para su crecimiento
y realizacion del entrapamiento de la bacteria en fase de crecimiento (Pimentel-
Gonzalez y col., 2009).

El conjunto de datos experimentales para el crecimiento de L.plantarum,
se ajustan al modelo de Gompertz (Ecuacion 7.1), para determinar los parametros
cinéticos utilizando el software Graph Prism 3.02 (Graphpad, software Inc, San
Diego, CA).

Ecuacion (7.1).
Y — (NO+ (wx eXp (—exp((2.718xmue/ CY<(Lag—X)+1)) )
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Donde:

NO: Numero inicial en log de células

C: Diferencia entre el nimero de células inicial y final
Lag: Tiempo de latencia

Mue: Maxima velocidad especifica de crecimiento

X: Tiempo

Y: Log de células.

7.5. Primera etapa.

7.5.1. Establecimiento de la formulacion y el material de pared para obtener

capsulas estables en el tiempo con control de pH.

Las células de L. plantarum crecidas en MRS, fueron removidas y
centrifugadas en la fase logaritmica tardia a 15,800 g por 10 min usando una
centrifuga minispin plus (Eppendorf Centrifuge type 22331, Eppendorf AG,
Hamburg, Alemania) (Pimentel-Gonzalez y col.,, 2009). El sobrenadante fue
retirado y las bacterias fueron re-suspendidas en 30mL de Aguamiel (Ag), Suero
de Leche (SdL) o una mezcla 1:1 de Ag+SdL.

Las emulsiones dobles fueron preparadas a temperatura ambiente (22 + 2
°C) por el método de las dos etapas (Pimentel-Gonzélez y col., 2009). En la
primera etapa, una emulsion agua en aceite (W,/O) fue preparada incorporando
una fase acuosa (W) (70 g) constituida por aguamiel (Ag), suero de leche (SdL) y
una mezcla 1:1 de ambos, como se puede ver en la figura 7.1, conteniendo
aproximadamente 10.5 + 0.23 Log UFC/mL de L. plantarum Lp-115, en una fase
oleosa (O) (30 g), conteniendo aceite de canola (Capullo®, Unilever de México,
S.A. de C.V,, Tultittan Edo. de México, México) con una concentracién total de
emulsificantes de 8 % p/p. El emulsificante hidrofilico usado fue Panodam SDK
(ésteres de monoglicéridos y diglicéridos de acido diacetil tartarico) y el
emulsificante hidrofobico fue Grindsted PGRR 90 (ésteres de acidos grasos de

poliglicerol y poliricinoleato), ambos distribuidos por Danisco México, S. A. de C. V.
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El proceso de emulsificacion se llevdo a cabo con un homogenizador Virtis 220
(Virtis Company, Gardiner, NY, EUA) a 9000 rpm durante 5 min.

Cuadro 7.1. Formulacion de emulsion con diferentes fases acuosas internas y

externas.
Fase acuosainterna Fase acuosa externa
(W) (Wo)
1 Aguamiel Suero de Leche 14%
2 Aguamiel Goma de Mezquite 20%
3  Aguamiel SdL 10% y GM 10%
4  Suero de Leche 7% Suero de Leche 14%
5 Suero de Leche 7% Goma de Mezquite 20%
6  Suero de Leche 7% SdL 10% y GM 10%
7 AgySdL7% Suero de Leche 14%
8 AgySdL7% Goma de Mezquite 20%
9 AgySdL 7% SdL 10% y GM 10%
10 Aguamiel GA17%, GM66% Y MD17%
11 Suero de Leche 7% GA17%, GM66% Y MD17%
12 Agly SdL7% GA17%, GM66% Y MD17%

En la segunda etapa, 30 mL de la emulsion primaria W1/O fue re-
emulsificada en 70 mL de medio acuoso, probando diferentes biopolimeros; Suero
de leche (SdL), Goma de Mezquite (GM), una mezcla 1:1 de suero de leche y
goma de mezquite y una mezcla ternaria de Goma de Mezquite (GM) 66 9%,
Maltodextrina (MD) 17 % y Goma Arabiga (GA) 17 % como fase acuosa externa
(W3) usando un homogenizador Virtis a 4500 rpm por 5 min, produciendo
emulsiones dobles (W1/O/W,) (Rodriguez-Huezo y col., 2007)

7.5.2. Analisis de tamafio de particula de las emulsiones dobles W,/O/W5,

Un microscopio 6ptico Olympus BX 45 (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo,
Japon) y un software analizador de imagenes Image —Pro Plus (version 4.5, Media
Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EUA) fueron utilizados para medir la longitud
del diametro medio de: a) globulos acuosos de la emulsion primaria W1/O y b) los

glébulos de aceite de la emulsion doble. Se realizaron diluciones de las muestras
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de la emulsion doble realizadas, se colocaron en un portaobjeto para su
observacion al microscopio. Se determind el diametro de 30 glébulos
seleccionados aleatoriamente para determinar la medida de los diametros de la
emulsion primaria y doble inmediatamente después de su realizacion y
subsecuentemente en un periodo de tiempo de 1, 3, 6,9 12 y 15 dias.

Una vez realizada la emulsion multiple (W1/O/W,), se realizdé un analisis
morfoldgico calculando el didmetro de los glébulos internos y externos a travées del
tiempo con las ecuaciones 7.2 y 7.3 respectivamente por medio del sistema

analizador de imagenes arriba descrito (Sherman, 1968).

d’
D,, = 72 e,

3.2 7 2
Zn‘,.(f?

N~ 3 /0
'E n.d:
o 11
D,; =3

.,J S,

Didmetro volumétrico superficial medio (Ecuacion 7.2)

Diametro volumétrico medio (Ecuacion 7.3)

Donde njes la gota i, y d; es el diametro de la gota i.

Los diametros de los globulos de la emulsion primaria o de los globulos
internos de la emulsion multiple se calcularon con el diametro volumétrico
superficial (D32) debido a que esta relacionado con el area superficial de los
glébulos expuestos a la fase continua por unidad de volumen de la emulsién
(ecuacion 2); y los glébulos externos de la emulsion multiple se calcularon con el
diametro volumétrico medio (D4 3) que indica el nUmero de glébulos por unidad de
volumen de la emulsién (ecuacion 3). Estos dos parametros se utilizan debido a
gue las emulsiones obtenidas son polidispersas, esto es, que presentaron glébulos
de tamafio variado y por lo tanto, los resultados se deben expresar en términos de
diametro medio volumétrico superficial (Ds2) y volumétrico (D4 3) de los glébulos,
los cuales fueron utilizados como variables de respuestas en los experimentos
(McClements, 1999).

Con estos calculos, se determinaron las cinéticas de coalescencia de los

glébulos de las emulsiones primarias y multiples (ecuaciones 7.4, 7.5, 7,6) como
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pardmetro para evaluar su estabilidad en el tiempo (v. gr. 1x107° inestable, 1x10~
estable, 1x10™*? stper estable) (Sherman, 1968).

Nt=6d * 10—
7 (D)’ .
(Ecuacion 7.4)
Nt =No exp Y

(Ecuacion 7.5)

LnNt=LnNo—Ct
(Ecuacién 7.6)

Donde ¢ es la fraccidon de la fase dispersa volumétrica; Nt, es el nUmero
de glébulos/cm?® después del tiempo t; 10'? es un factor de conversién de cm® a
um?; Dm es el didmetro medio del glébulo ya sea D3, 0 D43, No, es el nimero
original de glébulos por unidad de volumen; y Ct la velocidad de coalescencia de
los glébulos de la emulsion. Con las ecuaciones 5y 6, se obtuvo el valor de Ct
(s™) graficando Ln Nt contra t.

Con los diametros calculados de los glébulos internos y externos de las
emulsiones multiples, se determin6 como otro pardmetro de estabilidad de la
emulsion multiple en el tiempo, la relacion D3 /D43 obteniendo diversos valores
ubicandolos dentro de los rangos mostrados en el cuadro 7.2, y este parametro
indico el tipo de estabilidad correspondiente a la emulsion formulada, si la relacién
tiende a cero y se mantiene constante en el tiempo, la emulsion es altamente
estable, ya que indica que el area superficial de las gotas internas en relacion al
tamafio volumétrico de las gotas externas se mantiene constante a través del

tiempo (Sosa-Fragoso, 2004).
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Cuadro 7.2. Valores de los rangos de la relacion D3 2/Daz que indican el tipo de

estabilidad en una emulsion.

Estabilidad Relacion D32/Dg3
Baja 1-05
Intermedia 0.49-0.35

Alta 0.34-0

Ya que se obtuvieron emulsiones que fueran estables en el tiempo, se
eligioé la mejor formulacion para encapsular a L. plantarum. Las emulsiones dobles
W1/O/W,, conteniendo las células entrapadas fueron centrifugadas a 15,800 x g por
10 min. Bajo estas condiciones, las emulsiones dobles son rotas y las células
entrapadas son liberadas. El numero de células viables fue determinado de
acuerdo al método estandar en placa. Muestras de 1mL de emulsiones rotas
fueron suspendidas en 9mL de amortiguador de fosfatos 0.05 M, y 50 uL de las
muestras fueron sembradas en placa con agar MRS y las colonias fueron

contadas después de 24hrs de incubacion a 37° C.

7.6. Segunda etapa.

7.6.1. Simulacién de condiciones de procesamiento térmico para evaluar la
estabilidad de la emulsion, asi como la sobrevivencia de las bacterias

encapsuladas.

Para determinar la termoresistencia de las emulsiones con probiético
entrapado, se colocaron 10mL de las emulsiones en tubos con tapa verticalmente
posicionados en bafios de agua a una temperatura de 75 °C y se mantuvo la
temperatura por tiempos de 10, 15 y 20min. Después del tratamiento térmico,
50uL de cada tubo calentado a las diferentes temperaturas y tiempos fueron
sembradas en cajas petri con agar MRS y se incubaron a 37 = 2 °C durante 24 h,

se reporta el numero de colonias supervivientes (Leén y col., 2006).
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7.7. Tercera etapa: Aplicacion de la emulsion con probiético en queso
Oaxaca.

La realizacion de los tratamientos para la tercera etapa de la parte
experimental radicé en tomar como testigo el queso Oaxaca tradicional sin adicion
de emulsion ni probiodticos, el segundo tratamiento fue un queso Oaxaca
agregando los microorganismos libres, el tercer tratamiento un queso Oaxaca
control solo con la emulsion sin la encapsulacion de L. plantarum y el cuarto
tratamiento fue el queso al cual se le agrego al L. plantarum Lp 115 encapsulado
en la emulsion multiple.

En la figura 7.1, se presenta el diagrama de flujo para la elaboracion del
gueso Oaxaca por acidificacion directa. La leche utilizada para la elaboracion del
queso fue pasteurizada, se llegb a un pH de 5.47 + 0.03 por medio de la
incorporacion de &cido citrico 10 % p/v en la leche. Se agregd 33 g de emulsién
multiple por cada litro de leche que fue utilizado. La adicion de la emulsion se
realiz6 en el siguiente orden: (1) cloruro de calcio, (2) emulsién multiple que

contenia encapsulado a L. plantarum y (3) Cuajo (quimisiona).
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Figura 7.1. Diagrama del proceso de elaboracion del queso Oaxaca.

v
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El proceso que caracteriza la elaboracion del queso Oaxaca es el

“‘malaxado” o fundido, el cual consiste en la formaciéon de correas. Para el

malaxado de la cuajada se us6 agua pasteurizada y caliente a 70 — 75 °C. Se

ejercié presidbn manual a la cuajada con ayuda de guantes térmicos hasta formar

una masa lisa y homogénea (Cuajada unida). Una vez completado el fundido de

la cuajada, se comenzd a tensar los extremos de la pasta fundida hasta formar

tiras (correas) de queso con areas transversales aproximadas a 4 cm x 1,5cm,

hasta llegar a obtener la forma caracteristica de un queso Oaxaca, que es en

forma de madeja como puede observarse en la figura 7.2 (Franco, 2005).
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Figura 7.2. Fotografia del queso Oaxaca, producto terminado.

7.7.1. Viabilidad de L. plantarum encapsulado en el proceso de elaboracion

del queso Oaxaca.

Se determind la viabilidad del probiético en los diferentes sistemas que se
han propuesto para el queso (Queso con L. plantarum libre y Queso con L.
plantarum encapsulado en emulsion multiple) en puntos criticos de la elaboracion:
(1) cuajada, (2) malaxado y (3) y queso terminado como se ve en diagrama de
elaboracién del queso Oaxaca (figura 12), para el probiético encapsulado y libre.
Se colocaron 10 g de queso en 90 mL de solucién fosfato de potasio 0.05 M.
Posteriormente se colocé 1 mL de esta dilucion en 9 mL de fosfato mono potasico
0.05M. Se realizaron las diluciones correspondientes y posteriormente se
sembraron en agar MRS a 37 °C por 24 h para el recuento de BAL, durante 1, 5,
10 y 15 dias (Pimentel-Gonzalez, 2009).
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7.7.2. Viabilidad de L. plantarum encapsulado en pruebas de fundido en

gqueso Oaxaca.

En un area estéril, se colocaron 10 g de queso Oaxaca que contenia L.
plantarum Lp-115 libre y encapsulado en la emulsién multiple, en un recipiente
estéril, se coloco a fundir, monitoreando la temperatura de 73 °C por tres minutos.
Al haber transcurrido un tiempo de 3 minutos (tiempo en el que se alcanzé el
fundido total del queso, sin llegar a que éste se quemara), 25 g de queso fueron
colocados en 75 mL de buffer de fosfatos 0.05 M, para logar la completa
homogenizacion de la muestra. Posteriormente se coloc6 1 mL de esta dilucidon
en 9 mL de fosfato mono potasico 0.05 M. Se realizaron las diluciones
correspondientes y posteriormente se sembraron en agar MRS a 37 °C por 24 h

para el recuento de BAL.

7.7.3. Determinacién de tolerancia de L. plantarum en acidez y sales biliares
en emulsiones entrapadas en el queso Oaxaca, después del proceso
de fundido.

En este estudio, la tolerancia a la acidez y a las sales biliares fue
estudiada por separado. Para determinar la tolerancia a acido de L. plantarum, 1
g de queso que contenia a L. plantarum encapsulado y 1 g del queso que contenia
a L. plantarum libre fueron inoculadas por separado en 9 mL de una solucién de
amortiguador de fosfato de sodio 0.05 M ajustado a pH de 2.3 con HCI 0.1 N. Las
muestras fueron incubadas en la solucion preparada de pH 2.3 a 37 °C por 2 h
(Pimentel-Gonzalez y col., 2009).

Para evaluar la tolerancia a sales biliares de L. plantarum, 1 g de queso
que contenia a L. plantarum encapsulado y 1 g del queso que contenia a L.
plantarum libre fueron inoculadas por separado en 9 ml de medio MRS fresco
conteniendo 0.3 % p/v de sales biliares, compuesto de 50% de colato de sodio y
50% de deoxicolato de sodio. Las muestras fueron incubadas a 37 °C por 24 h.
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Pimentel-Gonzéalez y col. (2009), menciona que los microorganismos probiéticos
deben soportar concentraciones de 0.3% de sales biliares durante 24 h, pues éste
es el tiempo que tardara en estar presente en el intestino delgado y realizar sus
funciones fisiolégicas. La cepa puede ser considerada tolerante a bilis a una

concentracion de 0.3 % ya que ésta es considerada fisiolégicamente relevante.

7.7.4. Analisis fisicoquimicos.

Los andlisis que se realizaron para evaluar la composicion quimica de los
quesos son: pH, materia grasa, humedad, proteina y cenizas. Las

determinaciones se realizaron los dias 1, 5, 10 y 15.

7.7.4.1. Determinacién de pH.

En un vaso de precipitados se mezclaron 10 grs. de queso molido y 50
mL de agua destilada. El pH de la mezcla se determind con un potenciémetro
previamente calibrado. Las determinaciones se hicieron por triplicado (AOAC,
1997).

7.7.4.2. Determinacién de materia grasa por el método de Gerber.

Se colocd en un butirdmetro Gerber para queso, 3 g de queso finamente
picado, posteriormente se colocd acido sulfurico con una densidad de 1.522 g/mL
hasta que cubriera completamente la muestra. Se puso a calentar en un bafio
maria a 65 °C para disolver la muestra, se agitd para asegurar la completa
disolucion de la muestra de queso, ya que no hay residuos de queso se lleno
hasta la marca de 30 a 35 % con acido sulfurico y se le agregé 1 mL de alcohol

isoamilico.
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Se agitdé hasta que se mezclaran todos los reactivos. Se centrifugd en
una centrifuga para Gerber por 5 min. Se colocé en bafio Maria para obtener una
lectura mas exacta del contenido de grasa en el queso (AOAC, 2004).

7.7.4.3. Determinacién de proteina.

La determinacion de proteina de realiz6 valorando el nitrégeno total
mediante el método micro-Kjendahl y multiplicando el resultado por el factor de
6.38, que corresponde a un contenido promedio de nitrdgeno en las proteinas de
la leche de 15.65%. Para la cuantificacion de nitrégeno total se utilizé 0.5gr de
muestra, la cual se colocé en un matraz Kjendhal con 15 mL de acido sulfarico
concentrado y 5 g de mezcla digestora. Las muestras se colocaron en un bloque
de digestién hasta su completa digestion. Una vez frios los tubos, se le adiciono
20 mL de agua destilada, se colocaron en un bloque de destilacion, donde se le
adiciona hidréxido de sodio al 40% p/v en exceso y se procedio a la destilacion. El
destilado se recuperd en matraces que contenian 50 mL de &acido bérico al 4% y
se titul6 con acido sulfurico 0.1N en presencia de rojo de metilo como indicador.
El contenido de nitrégeno en las muestras se determiné con la ecuacién 7 (AOAC,
1997).

Ecuacion (7.7)

(B—C)*D = (0.014) * 100

N =
% A

Donde:

A = peso de la muestra en gramos.

B = Volumen gastado de H,SO,4 en la muestra (mL)
C = Volumen gastado de H,SO, es el testigo (mL)

D = Normalidad del H,SO4 (MmeQgnirsgeno/ML)
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7.7.4.4. Determinacion de humedad.

El contenido de humedad se determiné por deshidratacién de la muestra

a 102 °C durante 5.5 h. Se coloc6 3 g. de muestra en capsulas de aluminio,

previamente llevadas a peso constante. Las muestras se secaron en una estufa.
El contenido de humedad se determind con la ecuacion 8 (AOAC, 1975).

Ecuacion (7.8)

(B—(C—4))=*100

% Humedad = B

Donde:
A = peso de la capsula
B = peso de la muestra humeda

C = peso de la c4psula con muestra seca

7.7.45. Determinacion de cenizas.

El contenido de cenizas se determind en muestras incineradas a 550 °C
durante 5 h. Se usaron 3 g. de muestra de queso y el porcentaje de cenizas en
las muestras se determiné con la ecuacion 9. Las determinaciones se realizaron
por triplicado (AOAC, 1975).

Ecuacion (7.9)

(C—-4) =100

% Cenizas = B

Donde:
A = Peso del crisol (g)
B = peso de la muestra (g)

C = Peso del crisol con ceniza
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7.8. Analisis de textura

La determinacion de extensibilidad fue llevada a cabo utilizando un
analizador de textura TA.XT2i (Stable Microsystems, Haslemere, UK/Texture
Techologies corp., Scarsdale, NY).

Las muestras de queso que se utilizaron, se realiz6 por medio de la
elaboracion de tiras de queso, teniendo un longitud de 10 cm cada tiray 0.5 cm de
grosor, la prueba fue realizada a los dias 0, 3, 5, 10 y 15.

Se utilizé el aditamento que consiste en dos pinzas de retencion (Figura
7.3), una pinza se fijo al brazo, la parte mévil del texturémetro, la otra pinza se fija
a la plataforma del texturometro. En todos los casos se utilizé con una velocidad
de pre ensayo de 2 mm/s, una velocidad de ensayo de 2 mm/s, con una distancia
de 40 mm y una celda de 50 kg. Con los datos obtenidos se determind la

resistencia a la extension y la extensibilidad.

Figura 7.3. Prueba de extensibilidad en queso Oaxaca (Testigo, L. plantarum libre,
control y L. plantarum encapsulado en emulsién multiple (Texture Analyser, TA-
XT2i; AITG).

El queso se sujeto con las dos pinzas, se sometid a una tensién hasta su

rompimiento, se obtuvo un grafico de fuerza contra distancia, con el cual se
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determind la distancia de extensibilidad (desde el punto inicial hasta la fuerza
méxima de ruptura) y la fuerza méxima de ruptura (fuerza necesaria que debe

aplicarse para provocar la ruptura (Roman, 2006).

7.9. Determinacion de microestructura del queso Oaxaca.

Se realiz6 la microscopia electrénica de barrido (SEM) en el queso. Se
cortaron pequefios cilindros de queso con un sacabocados y fueron colocados en
frascos de vidrio pequefios, con el fin de iniciar el tratamiento con glutaraldehido
(Buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.2) para fijar las proteinas que contiene el queso, se
coloco en la solucién de glutaraldehido al 2.5 % hasta cubrir la muestra y se dej6
reposar durante 2 h, agitando cada 15 min la muestra. Cumplido el tiempo se
cambio el glutaraldehido y se dejo la muestra sumergida en esta solucion durante
24 h. Al cumplirse las 24 h la muestra se lavo con solucién de fosfatos al 0.1 M,
pH 7.2 hasta que desapareci6 el olor a glutaraldehido, para iniciar el fijado de la
grasa con la solucion de tetroxido de osmio durante 2 h. Al cumplirse las 2 h la
muestra se lavd con solucién de fosfatos al 0.1 M, hasta que desaparecié indicios
del tetroxido de osmio, para iniciar con el secado a través de alcohol a diferentes
concentraciones.

El secado con alcohol se inicié con una solucion de etanol al 30 %, se
hicieron dos cambios, cada hora, para todas las concentraciones de alcohol, los
siguientes cambios fueron en soluciones de etanol al 30, 50, 60, 70, 80, 90 y 100
%.

Al estar la muestra en etanol al 100 %, la muestra fue llevada al secador a
punto critico con CO,. Posteriormente, la muestra se monto en un cilindro
metalico, adherida con papel carbén y se llevo al aparato donde se cubrié con una
capa fina de oro por 5 minutos para poder ser vista en el microscopio.

En todo el proceso de preparacion de la muestra se debe hacer un
manejo sumamente cuidadoso, puesto que en caso de manipular la muestra

directamente con las manos, podemos dafarla o agregarle grasa, lo que
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perjudicara la micrografia y no se vera la estructura real de nuestra muestra
(Rodriguez-Huezo y col., 2007).

Un microscopio electronico de barrido a altas presiones JOEL JMS-
5600LV (Joel Ltd., Akishima, Japon), con una aceleracion de 20 kV, fue usado

para observar las muestras a una magnificacion de 500x, 3000x y 13000x.

7.1. Anaélisis de resultados.

Se utilizd en la primera y segunda etapa un disefio Factorial y en la
tercera etapa un Disefio Completamente al Azar con dos repeticiones (n=2). Se
analizaron los resultados con un analisis de varianza cuando existan diferencias
significativas (P<0.05), se utilizar4d una técnica de comparaciéon de medias de

Tukey.
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8. Resultados y discusiones.

8.1. Cinética de crecimiento de L. plantarum Lp. 115.

Para los microorganismos, el crecimiento es la respuesta mas inmediata
al medio fisico. EIl crecimiento es la replicacion y cambio en el tamafio de la
célula. Los microorganismos pueden crecer bajo una gran variedad de
condiciones fisicas, quimicas y nutricionales. En un medio ideal, los
microorganismos extraen nutrientes del medio y los convierten en compuestos
biolégicos. Los nutrientes entonces se emplean para la produccion de energia,
para la biosintesis y formacion de productos. Como resultado la biomasa
microbiana aumenta con el tiempo y se puede estimar el tiempo en el cual se
alcanza la fase logaritmica tardia, asi como el tiempo en el que mueren.

Las especies de Lactobacillus se encuentran en el intestino de humanos y
otros animales, teniendo una variacion de acuerdo a la especie animal, la edad del
huésped o la posicion dentro del intestino (Vries y col., 2006). Las cepas de
Lactobacillus plantarum son reconocidas como probiéticos, es por eso la
importancia de su estudio y el conocimiento de su cinética de crecimiento y para
determinar la fase logaritmica tardia, para la cosecha de microorganismo, ya que
en esta fase en cuando se encuentra ya adaptado al medio y en reproduccién
(Komenan y col., 2011). En la figura y cuadro 8.1, se observa la cinética y los
parametros de crecimiento determinada para L. plantarum, ajustada segun el

modelo de Gompertz.
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Cinetica de crecimiento de L.

plantarum
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Figura 8.1. Cinética de crecimiento de L. plantarum Lp- 115.

Cuadro 8.1. Parametros estimados y coeficientes de determinacion de crecimiento

de L. plantarum segun el modelo de Gompertz.

Parametro de ajuste MRS
No (log ufc/mL) 2.139

C (log ufc/mL) 7.102
u(h™h 0.61

A (h) 1.467

R 0.96

No numero inicial de microorganismos; C Diferencia entre concentracion inicial y
final de microorganismos; p Velocidad especifica de crecimiento; A fase de

latencia: R? coeficiente de determinacion.

De acuerdo a Agudelo y col. (2010), reporta una velocidad especifica de
crecimiento para L. plantarum de 0.53 h™, la cual es muy similar a la velocidad
obtenida (0.61 h™), al igual que la fase de latencia (1.467 h) la cual es reportada

de 1.28 horas para algunas cepas de L. plantarum.
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8.2. Establecimiento de la formulacion y el material de pared para obtener

capsulas estables en el tiempo con control de pH.

Para la obtencion de una emulsion que fuera estable en un periodo de
tiempo minimo de 15 dias (que es el tiempo de vida de anaquel del queso
Oaxaca), se realizaron 12 emulsiones, observadas en el cuadro 7.1, las cuales se
ajustaron a un pH de 5.2, que es el pH final del queso Oaxaca, bajo estas
condiciones solo 6 formulaciones fueron estables (Cuadro 8.2) y a ellas se les

realizo el andlisis de estabilidad en el tiempo.

Cuadro 8.2. Formulacién de emulsiones con diferentes fases acuosas internas y

externas.
Fase acuosa interna Fase acuosa externa
(Wa) (W2)
1 Aguamiel Goma de Mezquite 20%
2 Suero de Leche 7% Goma de Mezquite 20%
3 Agy SdL7% Goma de Mezquite 20%
4 Aguamiel GM66%, MD17% y GA17%,
5 Suero de Leche 7% GM66%, MD17% y GA17%,
6 Agy SdL7% GM66%, MD17% y GA17%,

El aguamiel y lactosuero utilizados como medio para contener las
bacterias probidticas y ser utilizados en la fase acuosa primaria (W;) en la
elaboracion de las emulsiones primarias (W/O), fueron pasteurizados a 80 + 3 °C
por 10 min. De acuerdo a Vasbinder y col. (2003), explica que el tratamiento a
altas temperaturas (particularmente > 60 °C) induce la desnaturalizacion y
agregacion de las proteinas de lactosuero, mejorando su adsorcion en la interfase

y resultando en la formacién de una delgada capa como gel, y en el caso del
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aguamiel, el tratamiento fue necesario para eliminar bacterias patdégenas que este
pudiera presentar (Kiokias y col., 2007).

La fraccion de la fase dispersa de las emulsiones formuladas fue de 0.3
debido a que es la fraccibn mas adecuada para que las bacterias tengan una
mejor viabilidad (Shima y col., 2006).

Existen tres tipos de emulsiones mudltiples (Tipo A, B y C), todas las
emulsiones multiples formadas fueron del tipo C como se puede ver en la figura
8.2, donde la mayoria de las gotas de la emulsion multiple contienen un nimero

sustancial de gotas internas, con forma esféricas (Garti, 1997).

Figura 8.2. Fotografias de gotas de emulsiones dobles agua-en-aceite-en-agua
(Wl/O/Wz): (a) emulsiéon WAg/O/WGMzo%, (b) emulsion WAg+SdL/O/WGM20%1 (C)

emulsion WSdL7%/O/WG|\/|20%, (d) emulsion WAg/O/\NGM66%+MD17%+GA17%, (6) emulsion

W ag+sdl/OM gmesw+Mp179s+ca1706Y () emulsion W sy 706/ O/ gmesw+MD17%+GA170%, tOdaS

tomadas al dia 1.
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Los diametros internos medios (D1,0)pimaria d€ las emulsiones primarias
recién preparadas mostraron valores pequefios, teniendo una variacion de 1.28 +
0.30 ym para la emulsion Wag/O/Wem20% Y 1.60 + 0.39 um para la emulsion Wag/O/
Woai7w+omesn+mpi7ee @l dia 1 de ser formuladas. Después de 15 dias de
almacenamiento a temperatura de refrigeracion (4° C), como se puede ver en la
figura 8.3, el diametro medio (D1,0)pimaria d€ las emulsiones primarias incremento
significativamente (P>0.05) para las 6 formulaciones estudiadas, lo cual indica que
hubo un incremento en el tamafio de la gota sin llegar a una separacion de las

fases (Arranberri y col.,2006).

3.0 -

2.0
1.5 4

1.0 -

Diametro medio (um)

0.0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (Dias)

Figura 8.3. Cambio de didmetro medio de las emulsiones primarias: (¢),
W ag/O/W eme6%+MD17%+GA17%; (W), W ag/O/MWmo00; (A ), W ag+sdl/O/W cmeso6+MD179%+GA17%;
(X),  Wagssd/O/Wamaom;, (k), Wsa/OMWemesw+mpizwicaizn Y (@),  Wag/O/
W GM66%+MD17%+GAL7%-

Jiménez-Alvarado y col. (2009), encapsularon bisglicinato ferroso en la
fase interna de una emulsiéon mdultiple agua en aceite en agua. El diametro de la
emulsidn primaria recién preparada mostré una variacion de 0.8 a 2 um,
observado un incremento significativo al haber transcurrido 15 dias de

almacenamiento a temperatura ambiente. Los diametros de las emulsiones
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primarias recién preparadas en este trabajo mostraron valores pequefios y
comparables, teniendo una variacion de 1.28 * 0.30 um para la emulsién
Wag/O/Wemz09% Y 1.60 + 0.39 pym para la emulsion Wag/O/W gmee%+MD179%+GA17%:
siendo estables por 15 dias, que es el tiempo de vida de anaquel del queso
Oaxaca, estos diametros se encuentran dentro los obtenidos por otros autores que
han utilizado esta técnica para la encapsulacion de un compuesto bioactivo.

El tamafio del glébulo inicial de las emulsiones multiples W1/O/W,, esta
influenciado por la composicion y estructura de los biopolimeros utilizado en la
composicion de la fase acuosa externa (W,). Las mezclas ternarias de
biopolimero afectaron significativamente el diametro inicial (D1o)donle de las
emulsiones multiples recién preparadas. La emulsion Wag/O/Wgmz200 (8.14 + 0.69
pm) (Figura 8.4) mostro el diametro medio (D1,0)doble Menor, existiendo diferencia
significativa con respecto a las emulsiones W ag/O/Wamesoo+MD17%+GA17% Y
W sl /O/W gmesse+Mp179%6+GA17% (CON un diametro medio (D1 )doble 11.21 + 0.34 y 10.67
+ 0.39 ym, respectivamente), las cuales se consideran las mejores formulaciones
para entrampar a L. plantarum, la seleccion de estas emulsiones es debido al
desafio que involucra la encapsulaciéon de microorganismos probidticos, debido a
su tamanio (0.9-1.2 pm aproximadamente). Esta caracteristica limita la
encapsulacién para la utilizacién de capsulas pequefas, ya que cuando se obtiene
diametros pequenos <10um, pueden causar problemas al momento de encapsular
un microorganismo pudiendo ocasionar una disminucién en la viabilidad del
probiético a encapsular, o cuando las capsulas son de gran tamafio producen un
efecto negativo en las propiedades de textura de los productos alimenticios en los
cuales son agregados (Pimentel-Gonzéalez y col., 2009). Las emulsiones dobles
son sistemas notoriamente complejos, los cuales pueden llegar a presentar
multiples mecanismos de inestabilidad, asi que son deseables mas parametros

cuantitativos para seleccionar la correcta formulacion.

Para la elaboracion de la emulsion mdaltiple W,/O/W, el uso de
biopolimeros como agentes estabilizantes en la fase acuosa externa, mejoran la

estabilidad de la emulsion multiple. Las interacciones proteina-polisacarido juegan
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un papel significante en la estructura y estabilidad de algunos procesos
alimentarios, y en el control de interacciones macromoleculares, es un factor
importante, en el desarrollo de nuevas formulaciones de emulsiones multiples.
Estos biopolimeros pueden quimicamente interactuar a través de enlaces
covalentes o fisicamente a través de interacciones electrostaticas. Estas
interacciones pueden ser atractivas o repulsivas, fuertes o débiles, especificas o
no especificas (Jiménez-Alvarado y col., 2009).

16 -
14 -

12 A

10 -

Diametro medio (um)
(o]
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0 5 10 15
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Figura 8.4. Cambio de diametro medio de las emulsiones multiples: (¢),
W ag/O/W gme6%+MD17%+GA17%; (W), W ag/O/Wmo00; (A ), W ag+sdl/O/W gmeso6+MD179%+GA17%;
(X),  Wagssd/OMWemzom;  (K),  Wsal/O/Wewmesw+mpi7w+catzn Y (@),  Wag/Of
W GeM66%-+MD17%+GA17%:

Las emulsiones mdultiples que presentan un mejoramiento en la
estabilidad y homogeneidad en la distribucion de tamafio de la gota, han sido
preparadas con la utilizacion del complejo proteina-polisacarido en la interfase
externa aceite-agua. La formacion de complejos electrostaticos entre
biopolimeros produce una mejor cobertura de la interface, y realza la estabilizacion
de las emulsiones multiples contra mecanismos de agregacion a través de efectos

estéricos. La formacion del complejo proteina-polisacarido depende de las
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concentraciones entre los biopolimeros. Ademas estas variables influyen, en el
tamafio esperado, la estructura y las propiedades mecanicas de las emulsiones
(Vries y col., 2005). En el presente trabajo se utiliz6 como fase acuosa externa
biopolimeros por si solos y mezclas ternarias, de las cuales las emulsiones que
permanecieron estables en un periodo de tiempo de 15 dias de almacenamiento
son 'y sin presentar diferencia  estadistica entre ellas  son:
Wag/O/Wemesw+Mp1706+6A17% Y WsdL796/O/W mesw+MD179%+GA17%, SIN  presentar una
separacion de fases y microscopicamente no se observd una ruptura de las
emulsiones multiples. Ambas emulsiones fueron seleccionadas para ser utilizadas
para encapsular a L. plantarum y realizar las pruebas posteriores.

De acuerdo a Shima y col. (2006), encapsularon a L. acidophilus en una
emulsién multiple W1/O/W,, los diametros obtenidos para esta emulsion fueron en
un rango de 11 a 27 um, demostrando que la emulsion multiple que tenia un
diametro mayor obtuvo la mayor viabilidad de la bacteria probiética. Estos
resultados sugieren que la viabilidad de la bacteria se ve afectada por el didmetro
de la emulsién multiple, debido a que la concentracion fue mayor en la emulsion
W/O/W, que tenia un didmetro mayor en las gotas de aceite y las gotas de la
emulsion multiple, afectando la viabilidad de las bacterias encapsuladas, es por
esta razon que la seleccidn de la formulacion de la emulsion multiple a considerar
para la encapsulacion de L. plantarum, fue de acuerdo a su estabilidad y al
diametro obtenido de cada formulacion.

Pimentel-Gonzalez y col. (2009), realizaron emulsiones mudltiples,
utilizando como fase acuosa externa suero de leche y suero de leche, obteniendo
que la emulsién donde utiliza el suero de leche concentrado presentd la mejor
estabilidad con respecto al tiempo, debido a que la cantidad de sélidos fue la
suficiente para lograr la completa saturacion de las superficie de las gotas de
aceite previniendo la coalescencia de las gotas, ésta emulsion tuvo un pequefio
incremento de 8.24 + 2.56 pym a 10.59 = 2.5 pm después de 192 h, en
comparacién son las emulsiones obtenidas en el presente trabajo, para las
emulsiones; Wag/O/Wem20m+Mp179%+GA17% INCremento de 10.75 + 1.09 ym a 12.16 +

1.09 ym y para la emulsion Wsq /O gmoom+mp179%+ca179% de 10.42 = 0.90 ym a
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12.39 = 1.11 ym, después de 15 dias de almacenamiento. Entre los materiales de
barrera mas utilizados tenemos diferentes biopolimeros como las gomas naturales
(goma arabiga y goma de mezquite) y maltodextrinas. Sin embargo, no todos los
biopolimeros cumplen con todas las caracteristicas o propiedades, como la
estabilidad y durabilidad de la emulsion; por lo que hoy en dia es conveniente
apoyarnos en efectos sinergicos que pueden ofrecer mezclas de biopolimeros que
puedan proporcionar dichas funcionalidades, es por eso la utilizacion de una
mezcla ternaria en la fase acuosa externa en la elaboracion de emulsiones
multiples que ayuden a tener una mayor estabilidad de las emulsiones con
respecto al tiempo (Pérez-Alonso y col., 2008). La presencia de biopolimeros
como maltodextrina 0 goma arabiga en la fase acuosa es esencial para la
formacion de una emulsiéon mdltiple (Dickinson, 2011). La goma arabiga forma
peliculas fuertes viscoelasticas alrededor de las gotas de aceite que proporciona
estabilidad contra la coalescencia de las gotas de aceite a través de fuerzas de
repulsion estérica. La goma arabiga tiene un peso molecular muy alto de modo
gue su difusion a la interfase recién formada durante el proceso de emulsificacion
es relativamente lenta, junto con el hecho de que solo una pequefia fraccion de la
goma contenida en la fase continua de la goma es adsorbido en la interfase
aceite-agua, dando como resultado la formacién de gotas relativamente de gran
tamafio (Lobato-Calleros y col., 2008). La goma de mezquite a pesar de tener un
peso molecular ain mayor al de la goma arabiga, se ha reportado como de
solubilidad en agua mucho mayor y que en disolucién presenta una viscosidad
aparente mucho menor que la goma arabiga en las mismas concentraciones. Esto
es indicativo de que las moléculas de goma de mezquite ocupan un volumen
hidrodindmico relativamente menor a la goma ardbiga, y que se difunde mas
rapido a la interfase. También se ha reportado que el contenido proteinico de la
goma de mezquite es mayor (en porcentaje) que el de la goma arabiga comercial,
por lo que tiene un mayor numero de grupos hidrofébicos capaces de adsorberse
en la interfase aceite-agua y mayor capacidad emulsificante que la goma arabiga
(Martinez-Escamilla y col.,, 2002). Es probable que la capa adsorbida en la

interfase aceite-agua de las emulsiones multiples conteniendo en la mezcla
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ternaria goma de mezquite sea mas gruesa, este espesor de la capa adsorbida
parece ser también el principal factor que afecta la estabilidad de la emulsion
multiple contra la coalescencia. Esto es debido a la superficie activa que tienen
los biopolimeros, que pueden ser usados como efectivos estabilizadores de las
interface de la emulsiones multiples (Dickinson, 2010). Cuanto mayor es el peso
molecular del polisacarido que componen el complejo proteina-polisacérido, mayor
es el espesor de la capa adsorbida, y mayores son las fuerzas de repulsion
estérica que evitaran la coalescencia de las gotas de la emulsion multiple (Vries y
col., 2005; Dickinson, 2010).

Dado que nuestros dos indicadores para la estabilidad de las capsulas en
el tiempo son los diametros (D1,0)primaria Y (D1,0)matiple Y que el diametro (D1,0)primaria
es mucho mas pequefio que el diametro (D1,0)matiple, Pimentel-Gonzalez y col. (18)
propusieron que la relacion [(D1,0)primaria/ (D1,0)matiple] d& una mejor idea con respecto
a la estabilidad global de las emulsiones multiples W1/O/W, que los pardmetros
observados individualmente. Propusieron arbitrariamente que las emulsiones
multiples W1/O/W,, se consideran con un comportamiento estable cuando
presentan un valor de la relacion [(D1,0)primaria /(D1,0)matiple] €N un rango de 0-0.34;
en el rango de 0.35-0.49, un comportamiento poco estable y, en un rango de 0.50-
1.00, inestable. Cuando la relacion [(D1,0)primaria /(D1,0)matipie] tiende a cero, y su
valor es mantenido en el tiempo, esto significa que la emulsion es altamente
estable (Pimentel-Gonzéalez y col. 2009). En la figura 8.5 podemos ver los
resultados de la relacion [(D10)primaia /(D1,0)matiple], para las seis formulaciones
seleccionadas. Se puede ver que todas las formulaciones se encuentran dentro
del rango de 0-0,34, encontrandose dentro del rango establecido para ser

consideradas como estables.
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Figura 8.5. Resultados de la relacion [(D10)primaria /(D1,0)matiple], para las seis
formulaciones realizadas. Donde: (#), W ag/ O/W eme6%+MD179%+GA17%;
(m),Wag/OWemoow; (A ),Wag+sd /O amesow+mpi7w+catzn;  (X),  Wag+sdl/O/Wamzo0%;
(>k), Wsal/O/W emes%+MD179%6+GA17% Y (@), WAg/ O/ W cM66%+MD17%+GA17%-

En el cuadro 8.3 se muestran los valores obtenidos para las cinéticas de
coalescencia de los glébulos de las seis formulaciones de emulsiones estudiadas,
entre ellas no se encontré un diferencia significativa. De acuerdo a Sherma (1968),
establece que en emulsiones donde se obtiene valores de la cinética de
coalescencia de 1x107 son inestables, 1x10” son estables y 1x10*? son stper
estable. Las cinéticas de coalescencia de las seis formulaciones se encuentran

dentro del parametro de estables (1 x 107).
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Cuadro 8.3. Cinética de coalescencia de los globulos de la emulsion mudltiple

formada con biopolimeros.

Diametro interno Diametro Externo
Formulacién de emulsiones D3, (s Das (s7)
W ag/ O/W G 1796+ GM66%+MD17% 6x 107 1x10°
Wag/O/WGM 2004 9x10° 5x 107
W ag+sL/O/W GA1796+GM66%+MD17% 6 x 10° 4x107
W ag+sdl/OM gm20% 7% 107 2% 107
W L7906/ O/W GA179%+GM66%-+MD17% 7% 107 ax 107
W saL 706/ O/W amz20% 7x10° 4 %107

De acuerdo a Jiménez-Alvarado y col. (2009), encapsulo bisglicinato
ferroso por medio de emulsiones mudltiples, utilizando como fases acuosas
externas para estabilizar la emulsion; concentrado de proteina de suero de leche,
goma arabiga, goma de mezquite y pectina de bajo metoxilo. Las cinéticas de
coalescencia de las emulsiones primarias no tuvieron cambios significativos con la
utilizacion de una concentracion total de surfactantes del 10%, obteniendo valores
que van de 2.52 x 107 a2 9.52 x 10" s y para la emulsién muiltiple estabilizada con
Concentrado de proteina de suero y goma de mezquite con velocidad de cinética
de coalescencia de 7.09 x 107 s*. En el presente trabajo las velocidades de
coalescencia son similares a lo reportado por Jiménez-Alvarado y col. (2009),
indicando que las formulaciones obtenidas, para ambos trabajos, tienen una

buena estabilidad contra la coalescencia de las gotas de las emulsiones.
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8.3. Simulacién de condiciones de procesamiento térmico para evaluar la
estabilidad de la emulsién, asi como la sobrevivencia de las bacterias
encapsuladas.

Antes de aplicar la emulsion en el alimento que deseamos, primero se
debe elegir la emulsiébn que ofrezca la mejor protecciébn al microorganismo
probidtico encapsulado contra las condiciones simuladas del proceso de
elaboracion del queso Oaxaca. Las emulsiones que contenian los
microorganismos probidticos encapsulados, fueron sometidas a 75 °C y se
mantuvo durante 10, 15 y 20 min. [Esta temperatura y tiempos fueron
seleccionadas de acuerdo al proceso de elaboracion del queso, para obtener en el
producto final una concentracion viable de L. plantarum minimo de 6 Log UFC/g
(Anal y Singh, 2006).

La emulsion mdaltiple  (Wsal/OMWgai170+Gmes%+MD17%) QuUE  contenia
encapsulado L. plantarum presentd concentraciones de 8.41 + 0.25, 7.34 £ 0.39 y
6.80 = 0.81 Log UFC/mL, al tiempo de exposicion de 10, 15 y 20 min
respectivamente, asi mismo, la emulsion Wag/O/MWga179%+cMes%+MD17% ObtUVO
concentraciones finales de 8.19 + 0.37, 7.45 £ 0.42 y 6.93 + 0.46 Log UFC/mL, al
haber sido sometidas a 75 °C por tiempo de exposicion de 10, 15y 20 min. (Figura
8.6), no encontrando diferencia significativa entre la protecciéon de la emulsién
multiple con respecto a las dos formulaciones empleadas durante la exposicion de

éstas a temperaturas elevadas.

76

L 4



Ana Guadalupe Estrada Fernandez Resultados y discusiones

v

12.0 ~

10.0 -

8.0 -

6.0 -

Log UFC/mL

4.0 -

2.0 A

0.0 -
0 10 15 20

Tiempo (min)

Figura 8.6. Sobrevivencia de L. plantarum a 75 °C durante 10, 15 y 20 min de
exposicion, donde: (m); Libres, (m); Wsal/O/MWoomesw+Mmp17%+GA17% Y  (m);
W ag/ O/W me6%+MD1706+GA17%

Con respecto al control, L. plantarum libre, presenté una concentracion de
6 £ 0.49, 5.07 £ 0.91 y 4.36 £ 0.28 Log UFC/mL, sometidos a 75 °C por 10, 15y
20 min respectivamente, obteniendo al final estadisticamente una concentracion
menor de microorganismos probiéticos en relacion con el probiético que fue
encapsulado, como puede verse en la figura 8.6. Podemos observar que cuando
se aplica un tratamiento térmico a una temperatura de 75 °C por un tiempo de 15
min se obtienen concentraciones inferiores a 6 Log UFC/mL para L. plantarum
libre, lo recomendado para ser considerados y aplicados a un alimento probiético
(Anal y Singh, 2007). La emulsiébn que se seleccion6 para ser aplicada en la
elaboracion del queso Oaxaca, es la emulsion W ag/O/W gmesw+Mp1796+GA17%, debido
a que en su formulacién se incluye la utilizacion de aguamiel, segun Rodriguez-
Huezo y col. (2007), el aguamiel actia como termoprotector, aunque en este
trabajo no hubo diferencia con la emulsion adicionada con suero de leche, se

selecciond debido a que es un recurso gue es abundante en el estado de Hidalgo.
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Rodriguez—Huezo y col. (2007) encapsularon a B. bifidum utilizando la
técnica de secado por aspersion, utilizando aguamiel como un prebiotico
termoprotector. La mayor viabilidad se obtuvo cuando las mezclas de coloides
protectores se afiadieron con aguamiel, lo que sugiere que este prebidtico tuvo un
efecto positivo probablemente debido a que actu6 como termoprotector para las
células que experimentan el procesos de secado. La viabilidad de las células
mostré6 una disminucion cuando los polvos secados no contenian aguamiel.
Cualquiera que sea el mecanismo por el cual el aguamiel afecta la viabilidad de
las células, esta claro que se produce un efecto simbidtico por la bacteria
probidtica, que proporciona al microorganismo una mayor resistencia a los
factores ambientales. En las emulsiones donde se utiliz6 aguamiel como fase
acuosa primaria Wag/O/Wewmesw+mp1796+GA17%, la concentracion de L. plantarum fue
de 8.26 + 1.46 Log UFC/mL a una temperatura de 75°C y para la emulsién que no
lo contenia Wsq /O/MW ca179%+Gmes%+Mp179% fue de 7.82 £ 1.81 Log UFC/mL, no se vio
afectada estadisticamente la viabilidad de L. plantarum entre la utilizacién o no de
aguamiel, el suplemento de éste no funcion6 en este caso como agente prebidtico
termoprotector de las bacterias probidticas, siendo la emulsion la Unica barrera
contra el efecto de la temperatura que pudiera ocasionar en el probidtico.

Ledn y col. (2006), aislaron 8 cepas de salchichas comerciales, las cuales
fueron sometidas a pruebas de termorresistencia en bafio de agua a 50, 60 y 70°
C durante un tiempo de 30-60 min. Cuatro cepas sobrevivieron a los tratamientos
y fueron previamente identificados como L. alimentarius, L. lactis, L. piscicola y
Enterococcus, teniendo conteos mayores a 2.47 = Log UFC/mL después de ser
sometidas a las temperaturas y tiempos establecidos. Estas cuatro cepas fueron
inoculadas en salchichas para estudiar su efecto sobre la aceptacion de éste
producto. Podemos observar que L. plantarum encapsulado en las dos
formulaciones, emulsion Wag/O/W gmesow+mpi7e+caizn 8.26 = 1.46 Log UFC/mL vy
emulsion Wsq /O/Wga179+cMes%+Mp179% fue de 7.82 + 1.81 Log UFC/mL, mostraron
concentraciones mayores a 2.47 Log UFC/mL, sobreviviendo a temperaturas
similares a las en lo reportado por Leén y col. (2006), observado que la

encapsulaciéon de L. plantarum en emulsiones multiples, la protege contra los
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factores de estrés que puede sufrir la bacteria, como es el caso de la exposicion a

temperaturas elevadas.

8.4. Aplicaciéon de la emulsién con probiético en queso Oaxaca.
8.4.1. Viabilidad de L. plantarum encapsulado en el proceso de elaboracion

del queso Oaxaca.

Debido al proceso de elaboracion, un queso fresco es idealmente
adecuado para que este sirva como portador de bacterias probioticas. Una razon,
es que el queso fresco, es aquel que no necesita maduracion, por lo tanto su
almacenamiento es a temperaturas de refrigeracion y en periodos no prolongados
(Buriti y col., 2005). En la elaboracion del queso Oaxaca una etapa importante,
para lograr que este sea de pasta hilada, es el proceso de malaxado, el cual
consiste en someter la pasta (cuajada), a un calentamiento (75 °C) y un trabajo
mecanico (por 10 min aproximadamente). En este trabajo de investigacion, una
emulsion multiple estable fue elegida en base a los resultados expuestos
anteriormente para encapsular a L. plantarum y agregarla al queso Oaxaca, esta
emulsion fue WagO/Wamz00+Mp179%+GA17%, CON €l fin de promover la viabilidad de la
bacteria probio6tica contra la temperatura empleada (75 °C/10 min) en el proceso
de elaboracién de éste. L. plantarum fue incluido en la fase interna (compuesta
por un prebidtico termoprotector como es el aguamiel), la cual, es protegida por la
fase de aceite y a la vez recubierta por una fase acuosa final (Shimay col., 2006).
La concentracion inicial de L. plantarum encapsulado para adicionarlo en el
proceso de elaboracion del queso Oaxaca fue de 10.22 + 0.53 Log UFC/g, durante
el transcurso de elaboracién del queso Oaxaca, en el proceso de corte de cuajada
y coccion (40 °C por 30 min), se observé una disminucion en la viabilidad de L.
plantarum encapsulado a 9.11 *+ 0.45 Log UFC/g, asi mismo, durante el proceso
de malaxado (a 75 °C por 10 min) realizado a la cuajada del queso Oaxaca la
reduccion que se presenté en la viabilidad de L. plantarum encapsulado fue de
8.35 = 0.74 Log UFC/g y obteniendo al final del proceso de elaboracion del queso
Oaxaca una concentracion final de 8.15 + 0.17 Log UFC/g. En el queso Oaxaca

que fue elaborado con la adicion de L. plantarum libre, presenté una concentracion
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inicial al momento de agregarlo de 10.76 + 0.41 Log UFC/g, en la cuajada después
del proceso de coccién de esta misma fue de 7.89 + 0.60 Log UFC/g, después del
proceso de malaxado de 7.21 + 0.52 Log UFC/g y presentando el queso final con
una concentracion final de 6.8 + 0.08 Log UFC/g, siendo estadisticamente menor
que el queso el cual contenia el probiético encapsulado en la emulsion
WagOMW emesw+Mp179%+GA170%, €] cual presenta una concentracion mayor al ser
sometido al estrés térmico del proceso de elaboracion del queso Oaxaca, como

puede ver en la figura 8.7.

12 4

10 -+

Log UFC/g
(o)}

Inicial Cuajada Malaxado Queso final

Figura 8.7. Viabilidad de L. plantarum a través del proceso de elaboracién del
gueso Oaxaca, en cuajada, malaxado y queso final. Donde: (m), Encapsulados y

(m), libres.

Ong (2009), evalué la sobrevivencia de bacterias probidticas en el
proceso de elaboracion del queso Cheddar, iniciando con una concentracion de
7.15 Log UFC/g, la cuenta de probitticos después del madurado de la leche,
permanecid relativamente constante. Durante el cocimiento de la cuajada, la
temperatura fue incrementada a 38 °C, el incremento de la temperatura acelero el
metabolismo de la bacteria encerrado dentro de la cuajada observandose un
incrementando que va de solo de la mitad a un ciclo logaritmico. Durante el
proceso de chedarizacién (38 °C, 90 min) las bacterias probidticas sufrieron un
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incremento ligero. La cuenta de probioticos en el queso Cheddar permanecio en
niveles de 8-9 Log UFC/g al final del proceso de elaboracion. Los resultados
obtenidos en este trabajo para el queso Oaxaca, la concentracion final fue de 8.15
+ 0.17 Log UFC/g para L. plantarum encapsulado, obteniendo concentraciones
similares a lo reportado por Ong, (2009), con la diferencia que existe entre ambos
quesos, es el proceso de elaboracion, la temperatura que se emplea para ambos
quesos es completamente distinta, en el queso Cheddar su temperatura maxima
gue alcanza es de 38 °C, temperatura que favorece el crecimiento de las bacterias
probioticas, y en el queso Oaxaca, en el proceso de malaxado, la temperatura
usada es de 75 °C, con un tiempo de exposicion de 10 a 15 minutos o hasta
conseguir que la pasta se funda completamente, seguida de un estirado y un bafio
en agua fria para asegurar que las hebras o correas no pierdan su forma. Esta
etapa del proceso es crucial para la sobrevivencia de L plantarum, por los cambios
de temperatura, es importante que la emulsién proteja a los microorganismos
contra estos cambios. La emulsion que se que se agregd al queso tenia una
concentracion inicial de L. plantarum de 10.22 + 0.53 Log UFC/mL, teniendo un
efecto significante la temperatura empleada en el procedo de elaboracion del
gueso Oaxaca sobre L. plantarum encapsulado en la emulsién
Wag/O/W emzom+Mp179%+GA17%, tendiendo una reduccion de aproximadamente 2.07
Log.UFC/g (8.15 £ 0.17 Log UFC/g). En cuanto a L. plantarum libre que se
adicionaron en el queso hubo diferencias significativas con el queso donde se
encapsularon los microorganismos, de 10.76 * 0.41 Log UFC/g hubo una
reduccion de aprox. 3.97 Log UFC/g (6.80 + 0.08 Log UFC/g), comprobando que
la encapsulacién si protege a los microorganismos contra la temperatura de
calentamiento en el proceso de elaboracion del queso Oaxaca.

Una gran variedad de quesos se les han agregado bacterias probidticas.
Rodriguez-Cervantes (2011), aplicé L. acidophilus sin encapsular al gueso Oaxaca
después del proceso de malaxado obteniendo una concentracion inicial de 7.20
Log UFC/g, pero solo al haber trascurrido 30 dias de almacenamiento se observo
gue hubo un incremento en la concentracion a 8.34 Log UFC/g, incrementando 1

fase Log durante su almacenamiento en refrigeracion, en cambio L. plantarum

81

L 4



Ana Guadalupe Estrada Fernandez Resultados y discusiones

encapsulado tuvo una concentracion similar a lo reportado por Rodriguez-
Cervantes (2011) de 8.31 + 0.43 Log UFC/g al dia cero y al haber transcurrido 15
dias de almacenamiento la concentracion final que se obtuvo en el queso fue de
8.93 £ 0.66 Log UFC/g, observandose un incremento menor a 1 Log UFC/g.
Gardiner y col. (2002), encapsularon a L. paracasei por medio de la técnica de
secado por aspersion como ingrediente funcional para incorporar esta cepa como
un complemento durante la elaboracion del queso Cheddar, obteniendo una
concentracion final en el queso de 6.60 Log UFC/g, que es menor a la obtenida
para el presente trabajo.

Vinderola (2009), incorporo tres bacterias probiéticas (L. acidophilus A3, B
bifidum Al y L. paracasei A13) durante el proceso de elaboracion de un queso
Argentino, obteniendo concentraciones finales de 7.2 + 0.1, 7.3+ 0.1y 7.4 £ 0.2
Log UFC/g, respectivamente, los resultados obtenidos demuestran que este queso
puede ser otro tipo de matriz alimentaria que permite el crecimiento de ciertas
bacterias, pero aun presenta viabilidad menores a las obtenidas para el queso
Oaxaca.

Ozer y col. (2009), encapsularon B. bifidum BB-12 y L. acidophilus LA-5,
éstos fueron agregados en la elaboracién de un queso turco, las técnicas de
encapsulacién que se ocuparon fueron extrusion en gotas de alginato de sodio
obtenido diametros de 0.1 a 0.3 mm y emulsificacion utilizando k-carragenina
como fase acuosa; aceite de maiz como fase oleosa y Tween 80 como
emulsificante, el tamafio de las gotas obtenidas por emulsiéon fue de 0.2 a 0.3 mm.
Al dia 1 de elaboracion, la concentracion de B. bifidum BB-12 fue de 8.37 Log
UFC/g en el queso control, disminuyendo continuamente, esta disminucion se
atribuye al bajo pH que presenta el queso y alto contenido de sal en el queso final,
lo cual limita el crecimiento de cepas probioticas sensibles al acido y sal cuando se
adicionan los probidticos libres. La viabilidad de B. bifidum BB-12 encapsulado
permanece relativamente constante durante el almacenamiento, teniendo una
reduccion en la viabilidad de 8.55 y 8.04 Log UFC/g en el encapsulado por
extrusion y emulsificacion, respectivamente. Para L. acidophilus LA-5, al dia 1

para las muestras de queso libres, encapsulados por extrusion y por
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emulsificacion tuvieron concentraciones de 6.69, 9.33 y 8.74 Log UFC/g,
respectivamente. Ambas técnicas de microencapsulacion fueron eficientes para
mantener la viabilidad de bacterias probioticas, para que sean considerados como
un producto probidtico funcional, la desventaja que presenta la utilizacion de la
técnica de encapsulacion por extrusion, es el tamafio que se obtiene de las
capsulas que son de tamafo milimétrico, las cuales son percibidas por el
consumidor, éste problema no se presenta al utilizar la técnica de emulsiones
multiples, ya que los diametros obtenidos van de 10 a 12 ym, y estas no son
percibidas por los consumidores y no pueden ser destruidas al momento de que el
alimento es masticado.

La seleccion de la variedad del queso a utilizar como vector para la
adicion del probidtico, en la mayoria de los casos no involucra en su elaboracion
algun tratamiento térmico a la cuajada como es, agitacion constante, alta
temperatura de cocimiento, adicién de sal directa, lavado de la cuajada, entre
otros, que pudieran perjudicar la viabilidad en el queso e incrementar la perdida de
las bacterias probioticas en el suero, al observar el proceso de elaboracién del
gueso Oaxaca, involucra la utilizacion tanto de temperatura elevada y un proceso
de amasado, lo cual produce una reduccibn mayor en la concentracién de
microorganismos probiéticos libres que en los que fueron encapsulados en la

emulsion maltiple W ag/O/W gm209%+MD17%+GA17%-

8.4.2. Viabilidad de L. plantarum encapsulado en pruebas de fundido en
gqueso Oaxaca.

Ya que se obtuvo un queso con una concentracion dentro de lo
establecido para considerarse como probiético = 6 Log UFC/mL, el queso Oaxaca
debido a su gran popularidad en México, que es por su excelente aptitud para
fundir, y por lo que se consume frecuentemente acompafando los platillos
tradicionales de la cocina mexicana, es aqui, otro punto critico, donde la
proteccion de la emulsion mdltiple entra en juego otra vez para proteger al

microorganismo probiodtico contra la temperatura empleada. EI queso con L.
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plantarum libre y encapsulado se sometieron a pruebas de fundido, donde se
alcanz6 temperaturas de 73° C, por un tiempo de 3 min. Se observéd un efecto
significativo entre el queso con L. plantarum libre, teniendo una reduccion de 4.6 £
0.34 Log UFC/g a 3.89 £ 0.20 al haber transcurrido un periodo de 15 dias de
almacenamiento, teniendo un efecto significativo en comparacion con el queso en
el cual L. plantarum fue encapsulado en la emulsion W ag/O/W gmeeo6+MD17%+GA17%,
con una viabilidad de 6.37 + 0.17 Log UFC/g a 6.49 Log UFC/g, al haber
transcurrido 15 dias de almacenamiento (Figura 8.8).
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Figura 8.8. Efecto del tiempo de fundido en queso Oaxaca a 73 °C por 3 min.
Donde (m); L. plantarum libre y (m); L. plantarum encapsulado en una emulsion
multiple W ag/O/W Gm2006+MD179%+GA17%.

En la selecciébn del tiempo de fundido del queso Oaxaca, a una
temperatura de exposicion del queso de 73 °C por un tiempo 3 min. fue donde se
logro el completo fundido del queso sin que éste se llegue a quemar.

Hasta el momento ninguno de los quesos mencionados anteriormente, a
los cuales se ha adicionado un microorganismo probiotico para darle un valor
agregado se consume de manera fundida. El queso Oaxaca es de popularidad en
México debido a esta caracteristica tan peculiar de fundir. La aplicacién de la

emulsién multiple, aparte de proteger a L. plantarum durante los procesos de

84



Ana Guadalupe Estrada Fernandez Resultados y discusiones

elaboracion del queso Oaxaca, también lo protege durante la temperatura que se

emplea para el consumo del queso.

8.4.3. Determinacion de tolerancia de L. plantarum en acidez y sales biliares
en emulsiones multiples encapsuladas en el queso Oaxaca, después

del proceso de fundido.

Cuando se desarrolla un alimento funcional con la adicion de bacterias
probibticas, es esencial que los probiéticos mantengan su viabilidad no solo
durante la fabricacion y el almacenamiento del producto, sino también durante el
transito del alimento a través del tracto gastrointestinal, resistiendo la acidez del
estomago y las sales biliares del intestino delgado (Bergamini, 2005). De acuerdo
a Taranto, (2005), el queso garantiza una adecuada viabilidad de las bacterias
durante su periodo de conservacion hasta el consumo, y la matriz de caseina
protege a las células de los jugos digestivos. Como ya se ha visto anteriormente,
aunque después del fundido del queso Oaxaca con L. plantarum encapsulado
obtenemos concentraciones de 6.37 + 0.17 Log UFC/g al dia 1 de elaboracién, lo
cual establece el queso Oaxaca como un alimento funcional probiético (Anal y
Singh, 2006). La flora intestinal en el humano guarda una estrecha relacion con la
salud del hospedero. Es posible manipular la flora intestinal para asegurar los
beneficios sobre la salud humana por medio de las bacterias probiéticas, las
cuales son bacterias viables encapsuladas incorporadas en el queso Oaxaca y
deben ser capaces de alcanzar el intestino delgado y colon, en concentraciones
adecuadas; es por eso que al queso Oaxaca que contenian a L. plantarum libres y
encapsulados después del proceso de fundido, se sometieron a pruebas de sales
biliares y acidez (Figura 8.9), en cuanto a sales biliares hay efecto significativo
entre los microorganismos libres de 4.6 + 0.34 tuvo una reduccién a 3.36 = 0.44
Log UFC/g, en comparacion con el que fue encapsulado que disminuy6 de 6.37 +
0.17 a 6.10 £ 0.11 Log UFC/g, y en condiciones acidas se presentd el mismo
comportamiento, obteniéndose la mayor concentracion en el queso con el
probidtico encapsulado (6.14 + 0.15 Log UFC/g) en comparacion con el libre (3.60

+ 0.43 Log UFC/g). Presentandose las concentraciones adecuadas en el queso,
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como es el caso del queso Oaxaca con el probidtico encapsulado (8. 31 + 0.43
Log UFC/g) en la emulsion Wag/O/W ca17%+cmesw+mpi79% Y @l ser ingeridos utilizando
el queso como vector de transporte, se va a obtener como consecuencia de su
crecimiento y actividad metabdlica, un aporte al hospedero de una serie de
beneficios que van desde la disminucién de la intolerancia a la lactosa y la
disminucién en la duracion de varios tipos de diarreas, hasta un efecto

inmunopromotor y prevencion en el desarrollo de céncer de colon (Escalante,

2001).
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Figura 8.9. Sobrevivencia de L. plantarum en acidez pH 2.3 (Izquierda) y en sales
biliares (derecha), encapsulada en una emulsion doble Wag/O/W ca17+cmes+MD17 Y
libre, aplicados en queso Oaxaca y después de ser sometido el queso a un
proceso de fundido.

Komenan y col. (2011), encapsulo tres cepas de L. platarum (Lp299v,
Lpl159 y Lp800). La formacién de gotas consistia en un proceso de dos pasos
basado en la gelificacion de alginato en presencia de una solucion de cloruro de
calcio y la inmersion de las gotas en una solucion de proteinas nativas de suero.
Las gotas sin recubrimiento de proteinas en condiciones gastrointestinales
simuladas (pH 1.8 a 3 y en sales biliares), mostraron concentraciones de 2.19 +
0.09, 1.89 £ 0.09y 1.65 + 0.10 log ufc/g. De una cuenta inicial de 10.04 + 0.01 log
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ufc/gr. para Lp299v, 10.12 = 0.04 para Lpl59 y 10.03 + 0.01 para Lp 800, la
concentracion microbioldgica en las gotas recubiertas de proteinas después de 60
min de exposicion fue de 7.76 + 0.12, 6.67 + 0.04 y 5.81 = 0.25 log ufc/gr.
respectivamente. Brush, (2011), encontré una reduccion que va de 8.9 a 5.2 Log
UFC/mL, de L. plantarum encapsulado en gotas de alginato de sodio sometidas
jugos gastricos simulados en un periodo de 120 min. En comparacion con este
estudio donde se encapsulo a L. plantarum en emulsiones mdltiples, se obtuvieron
concentraciones de bacterias probiéticas mayores en condiciones gastrointestinal
simuladas, aun después de haber sido sometidas a procesos térmicos, en cotejo

con el método utilizado por Komenan y col. (2011).

8.4.4. Analisis fisicoquimicos.

El queso es un sistema complejo, multifacético, multicomponente coloidal,
cuya microestructura surge de un balance de las interacciones moleculares
cooperativas y competitivas entre sus componentes quimicos y da al queso estas
propiedades caracteristicas (Lobato-Calleros y col., 2008). El queso Oaxaca es un
gueso de gran aprecio para los consumidores de distintos estratos sociales en
varios estados del pais. Se conoce con otras denominaciones, como quesillo (por
ejemplo en Chiapas), queso de hebra y queso de bola. Es un queso fresco, cuya
vida de anaquel puede situarse hasta en unas dos semanas, dependiendo del
empaque y de las condiciones de conservacion en refrigeracion (Villega, 2009).
Cualquier cambio en la composicién dara lugar a diferentes arreglos estructurales
y diferentes caracteristicas de textura (Lobato-Calleros y col., 2008).

El Oaxaca es un queso fresco cuyo contenido de humedad es relativamente
elevado, cercano a 50% en peso. En cuanto a su composicidon bromatolégica
basica, es dificil fijarla con precisidbn ya que existen multiples factores que la
afectan, por ejemplo, el grado de descremado de la leche, la acidez original y la
maduracion de esta, la variacion estacional de sus componentes (como de

caseina y grasa), entre otros. Estos factores no solamente influyen en la
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composicion del producto sino también en su rendimiento, el cual se sitia entre 9
y 10 kilogramos por 100 litros de leche (Villega, 2009).

En el Cuadro 8.4 se observan las propiedades fisicoquimicas obtenidas para las 4
formulaciones de queso. En cuanto al contenido de proteina solo hubo un cambio
significante entre el tratamiento del Queso Oaxaca con microorganismos libres
(20.35 + 0.31%) y el gqueso Oaxaca Control (contenia solo la emulsion sin
probiético) (21.62 + 0.31%). Los valores obtenidos, de acuerdo a Villegas (2007) y
Franco, (2005), las 4 formulaciones del queso Oaxaca se encuentran dentro del
rango establecido para quesos de pasta hilada que es de aproximadamente de
21.2 + 1.5% en contenido de proteina. EI contenido de humedad present6
diferencia significativa entre el queso Oaxaca testigo (elaborado tradicionalmente)
(51.86 + 0.31%) con respecto a los otros 3 tratamientos (Queso con probidtico
libre 49.44 + 0.32%, queso control 48.97 + 0.25% y queso con emulsion con
probidtico encapsulado 48.51 + 0.32), en cuanto al contenido de cenizas no se
obtuvo efecto significativo entre los tratamientos de los quesos, teniendo
resultados para el queso testigo de 3.32 + 0.13%, queso con microorganismos
libres 2.90 = 0.12%, queso control 3.04 + 0.16% y queso con emulsiéon con
microorganismo 2.98 = 0.15%. Franco (2005), reporta que el contenido de
humedad y cenizas para el queso Oaxaca es de 515 + 38 y 3.6 + 04
respectivamente, estando los tratamientos realizados dentro de estos parametros
establecidos por este autor.

Con respecto a la grasa Franco (2005), reporta valores de 21 + 3.1% para queso
Oaxaca, entre los tratamientos de queso, no hay efecto significativo entre ellos y
se encuentran dentro de los valores establecidos para este queso, lo cual nos
indica que el aceite que se utiliz6 para la formulacion de las emulsiones no
interfiere con el contenido de grasa del queso. En cuanto al pH, el tratamiento de
queso con el microorganismo libre y probiotico encapsulado presentaron el pH
mayor (5.07 £ 0.13 y 5.12 + 0.07) en comparacion con el queso testigo y el queso
contorl (4.98 + 0.03 y 4.99 = 0-05), en comparacion con lo reportado por Franco,
(2005), este reporto un pH de 5.1 = 0.3 para el queso Oaxaca, todos los

tratamientos se encuentran dentro de lo establecido.
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Cuadro 8.4. Composicion fisicoquimica de los tratamientos de queso Oaxaca en

un periodo de almacenamiento de 15 dias.

Dia  Tratamiento % % % % pH
(Quesos) Proteina Humedad Cenizas Grasa

0  Testigo 21.74%"  54.42°¢ 2.12%4 19.75%  4.93*
Libres 20.82**  53.63%*C 1.35° 2250  5.29%A
Control 22.22° 51.49% 1.50%4 21.00**  4.99*
Encapsulados ~ 19.83**  51.36% 1.41%A 21.00" 520"

5  Testigo 20.99%4 51244 2.91%° 19.00**  5.02*4
Libres 19.43** 4813  308® 2275 502*°
Control 21.96™  48.05*° 2.76%° 21.50**  4.98*
Encapsulados ~ 21.69™*  46.35*® 2.53% 20.00" 511"

10  Testigo 22.28%A  49.45°A 5.39°°  2150*° 501*
Libres 20.58"  47.74%A 455% 225078 49974
Control 21.57"  46.21" 5.48°¢  2250™°  500™
Encapsulados ~ 21.02®*  45.65** 5.26°  21.50°% 510"

15  Testigo 20.12%A 52358 2.83% 24.00°® 503"
Libres 20.58**  48.26%°C 2.64%° 21.50*®  5,01%A
Control 20.71°*  50.13*C 2.41%® 2450°® 499

Encapsulados ~ 20.30a°*  50.70%%C 2.76% 2450 509"
Testigo; queso elaborado tradicionalmente, Libres; queso con microorganismos

libres, Control; queso con emulsion mdultiple sin microorganismo encapsulado y
Encapsulado; queso con mdltiple con microorganismo encapsulado. Superindice
con diferente letra mindscula en la misma columna indican diferencias
significativas con respecto al tratamiento. Superindice con diferente letra
mayuscula en la misma columna indican diferencias significativas con respecto a
15 dias de almacenamiento.

Ong (2009), agrego 6 tipos de bacterias probidticas, en la elaboracién de
6 quesos Cheddar probidticos. EIl contenido de humedad, sal, grasa y contenido
de proteina de los quesos frescos (al dia 1) entre los lotes realizados no fueron
estadisticamente diferentes. Los resultados encontrados en este estudio, la
adiccion de microorganismos probidticos no afectd las variables principales
composicionales del queso Cheddar, durante un periodo de almacenamiento de
24 semanas. Lo cual nos comprueba que aun cuando el probiético se adicione
libre, este no afecta las caracteristicas fisicoquimicas del queso, tanto para el

gueso Cheddar como para el queso Oaxaca.
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Gardiner y col. (2002), encapsularon a L. paracasei por medio de la
técnica de secado por aspersion como ingrediente funcional para incorporar esta
cepa como un complemento durante la elaboracion del queso Cheddar, en donde
observaron que la adiccion del probiotico encapsulado por secado por aspersion,
no afectd las caracteristicas fisicoquimicas del queso Cheddar.

Ozer y col. (2009), encapsularon en una emulsion primaria a B. bifidum
BB-12 y L. acidophilus LA-5 y lo agregaron en un queso blanco en salmuera,
donde observaron que la adiccién del encapsulado no afecté las propiedades
fisicas y quimicas de los quesos.

Bergamini y col. (2005), agregaron microorganismo probidticos libres a la
elaboracion de un queso semi-madurado Argentino, donde encontré que los queso
controles y experimentales no mostraron diferencias significativas en cuanto al
contenido de materia grasa, extracto seco y contenido de proteina para las
pruebas donde se utilizaron L. acidophilus y L. paracasei subsp. paracasei. La
adicion de un probiotico encapsulado en secado por aspersion asi como la adicién
de emulsiones multiples en queso Oaxaca, muestran que la adiccién de estas

cepas no afecta directamente en la composicion de los quesos.

8.4.5. Microestructuray textura del queso Oaxaca.

La textura es una caracteristica importante desde el punto de vista de los
consumidores y va a estar determinada por la calidad y funcionalidad de los
ingredientes seleccionados para su elaboracion (Fagan y col., 2007). El
parametro de extensibilidad en el queso Oaxaca, evalia la tensién que sufre el
gueso, simulando el estiramiento o rasgado que sufre durante la manipulacién en
el consumo, por lo tanto los quesos recién elaborados (queso fresco por ser suave
y flexible) requieren de menor fuerza para someterlas a una tension y provocar
con ello un estiramiento, por lo que se obtienen mayores distancias de
extensibilidad; en contraste los quesos almacenados (consistencia dura por la

pérdida de agua) se vuelven rigidos y menos flexibles, por lo tanto necesitan una
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mayor fuerza para provocar un estiramiento y presentan menores distancias de
extensibilidad (Roman, 2006). En la figura 8.10, se muestran los resultados
obtenidos para la extensibilidad en el queso Oaxaca, se observa una diferencia
significativa (P>0.05) entre el queso Oaxaca testigo (11.34 + 0.2 mm), con respeto
a los tratamientos de queso Oaxaca con probidtico libre 19.96 + 0.45 mm, queso
Oaxaca control (con emulsién sin probiético) 20.07 + 0.8 mm y para el queso
Oaxaca que contenia a L. plantarum encapsulado en la emulsion multiple 20.47 +
0.65 mm, indicando que la adiccion de la emulsion mdultiple y de L. plantarum
afectd significativamente las caracteristicas de textura del queso Oaxaca, con
respecto al testigo.

Al transcurrir el periodo de tiempo de almacenamiento, se esperaria que
los quesos fueran disminuyendo su elasticidad, ya que de acuerdo a Sameh-Awah
(2006), menciona que el periodo de almacenamiento aumenta la dureza del
queso, el cual va a actuar como un plastificante en la matriz proteica, haciendo
menos elastico y mas susceptible a la fractura, lo observado con respecto a los
tratamientos del queso Oaxaca al transcurrir 15 dias de almacenamiento no se
observé una disminucion en la extensibilidad, manteniéndose constante, pero
siempre siendo mayor estadisticamente con respecto al queso Oaxaca testigo,
esto podria deberse a la adicibn de compuestos biopolimericos (utilizados en la
formulacién de la emulsibn mdultiple como: goma de mezquite, goma arabiga y
maltodextrina) a la matriz proteica del queso incrementa la absorcion de agua y
evita la perdida de humedad durante el proceso de almacenamiento con lo que se
obtienen quesos suaves y flexibles (Fagan y col., 2007). De acuerdo a Jiménez-
Alvarado y col. (2009), la retencién de agua y de grasa produce una textura mas

blanda y con caracteristicas sensoriales de mayor aceptacion.
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Figura 8.10. Efecto de la adiccion de L. plantarum encapsulado en una emulsion
multiple sobre la extensibilidad de los quesos, donde: (m); Queso Testigo
(elaborado artesanalmente), (m); Queso con L. plantarum libre, (m); Queso Control
(solo con emulsion sin L. plantarum) y (m); Queso con emulsion mdaltiple con L.
plantarum encapsulado, almacenado por 15 dias.

Zisu y col. (2007), analizaron los cambios que podria tener el queso
mozzarella por la produccion de exopolisacaridos producidos por Streptococcus
thermophilus, en lo referente a la prueba de extensibilidad, el queso mozzarella,
solo después de 90 dias de almacenamiento, observaron una reduccion en la
extensibilidad, pero este cambio no fue significativo. Los valores obtenidos para
este queso mozzarella acidificado con &cido citrico presentd datos de
extensibilidad de 18.25 mm al dia 7 y de 18.33 mm al dia 14, que es el tiempo
aproximado de vida de anaquel del queso Oaxaca. Debido a que el proceso de
elaboracion del queso mozzarella es similar el proceso de elaboracion del queso
Oaxaca, (donde uno de los factores mas importantes que determinan la estructura
y caracteristica del queso, son las propiedades de estiramiento y de fusion), y éste
se considera como un queso de pasta hilada, podemos comparar los datos de
extensibilidad con éste queso, observando que para el queso Oaxaca se obtienen
valores de extensibilidad mayores a lo reportado para el queso mozzarella, debido
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a la inclusion de las emulsiones multiples que alterna la extensibilidad del queso
pero no de manera perjudicial.

El queso Oaxaca es caracterizado por tener una textura fibrosa Unica,
excelentes propiedades de fusién, sabor suave y presentacion de madeja
(Morales-Celaya y col., 2012). La microestructura de los quesos fue monitoreada
a los 15 dias de haber realizado el queso, para determinar los efectos que podria
causar la adicion tanto de la emulsion multiple como de L. plantarum libre, en los
arreglos de la matriz estructural, como son las estructuras de proteinas y de grasa,
las cuales son los responsables de la textura y funcionalidad del queso (Morales-
Celaya y col., 2012). Las micrografias electronicas del queso muestran diferentes
disposiciones de arreglos de microestructura de acuerdo al tipo del tratamiento del
gueso que se estudia (queso testigo, queso con L. plantarum libre, queso control y
queso con L. plantarum encapsulado en la emulsion mudailtiple usado en su
elaboracion).

La microestructura del queso Oaxaca testigo (Figura 8.11) consistié de
red tridimensional, con una estructura que se caracteriza por presentar hebras de
caseina relativamente largas y delgadas que estan alineadas a lo largo de la
direccion de estiramiento que sufri6 el queso. De acuerdo a Morales-Celaya
(2012), en micrografias que se realizaron para el queso Oaxaca se observan entre
lineas paralelas de las caseinas la produccion de canales, en los cuales se
contenia al suero de leche y numerosos espacios pequefios de forma
predominantemente esférica, los cuales con atribuidos a la grasa de la leche. En
la figura 8.11, puede observarse la estructura de un glébulo de grasa integrado a

la matriz proteinica del queso Oaxaca testigo.
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Figura 8.11. Micrografia electrénica de barrido del gueso Oaxaca testigo
(elaborado tradicionalmente), en la que puede apreciarse la formacion de una red
tridimensional de las caseinas alineadas a lo largo de la direccién de estiramiento
que sufridé el queso Oaxaca en el proceso de malaxado (P); la presencia de un
glébulo graso de grasa lactea (O) embebido en la red de proteina: a)
Magnificacién 500 x, barra de escala = 50 um y b) 3 000 x, barra de escala = 5
Mm.

La microestructura del queso Oaxaca con L. plantarum libre (Figura 8.12)
fue distinta a aquella del queso Oaxaca testigo. En la microestructura del queso
Oaxaca con L. plantarum libre puede observarse a magnificaciones de 500 x y 3
000 x (Figura 8.12), observandose a L. plantarum libre entre la matriz proteica de
caseina, la matriz proteica a diferencia del queso testigo, éste present6 las una
estructura tridimensional mas estrecha, observandose menos espacio entre las

hebras de caseina.
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Figura 8.12. Micrografia electronica de barrido del queso Oaxaca con L. plantarum
libre, en la que puede apreciarse la formacion de una red tridimensional de las
caseinas de longitud corta y desordenada (P); la presencia de un glébulo graso de
grasa lactea (O) embebido en la red de proteina, y la presencia de L. plantarum
(LP): a) Magnificacion 500 x, barra de escala = 50 um y b) 3 000 x, barra de escala
=5 pum.
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En la figura 8.13 se aprecian las micrografias del queso control, el cual
contenia solo la emulsion mdaltiple sin L. plantarum, presentando al igual que el
qgueso elaborado con L. plantarum libre, una estructura tridimensional similar, con
las hebras de caseina de longitud corta y desordenadas. Se observa (Figura 8.13)
la inclusiéon de las emulsiones multiples en la matriz proteina, este tipo de inclusion
de emulsiones es similar a las micrografias obtenidas por Lobato-Calleros y col.
(2008), comparando a un queso fresco con una concentracion elevada de grasa
con respecto a un queso fresco reducido en grasa, esta reduccion de grasa se
realizé por medio de la sustitucion de la materia grasa, por el contenido de grasa
presente en una emulsion multiple, conteniendo como fase acuosa aceite de
canola y estabilizada por la adicion carboximetilcelulosa, dando resultado una

alteracion en el arreglo estructural y de textura para los quesos bajos en grasa.
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Figura 8.13. Micrografia electronica de barrido del queso Oaxaca control
(elaborado con la emulsion mdaltiple pero sin L. plantarum), en la que puede
apreciarse la formacién de una red tridimensional de las caseinas (P); la presencia
de un glébulo graso de grasa lactea (O) y la emulsion mdaltiple (W1/WO,)
embebidos en la red de proteina: a) Magnificacion 500 x, barra de escala = 50 um,
b) y ¢) 3 000 x, barra de escala =5 pm.

Las micrografias obtenidas para el queso Oaxaca elaborado con la
emulsion multiple con L. plantarum encapsulado se presentan en la figura 8.14,
teniendo las hebras de caseina mas compactas, teniendo Unicamente diferencia
estadistica con el testigo. En la figura 8.13 (c) obtenida del queso control y 8.14
(c) del queso Oaxaca elaborado con la emulsibn mdiltiple con L. plantarum
encapsulado, se observa que la emulsion esté vinculada a la red de proteinas, de
acuerdo a Lobato-Calleros y col. (2008), esto indica que las cadenas hidréfobas de
los péptidos de la goma arabiga y de mezquite podrian interactuar con los

filamentos de la caseina de la matriz proteica.
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Figura 8.14. Micrografia electronica de barrido del queso Oaxaca elaborado con la
emulsién multiple con L. plantarum encapsulado, en la que puede apreciarse la
formacion de una red tridimensional de las caseinas (P); la presencia de un
glébulo graso de grasa lactea (O) y la emulsién multiple (W/WO,) embebidos en
la red de proteina: a) Magnificacién 500 x, barra de escala = 50 um, b) y ¢) 3 000

X, barra de escala =5 ym y d) 13 000 x, barra de escala= 1um.

Las micrografias obtenidas para los tratamientos del queso Oaxaca con L.
plantarum libre, queso Oaxaca control y queso Oaxaca con L. plantarum
encapsulado en la emulsién multiple, presentan una red tridimensional de caseina
mas compacta (las hebras de caseina se ven mas cerradas) en comparacion con
el queso Oaxaca testigo, que éste al presentar la estructura de caseinas mas
abierta, nos indica que de acuerdo a los resultados de textura, por esta razén
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podria presentar una menor extensibilidad y por lo tanto es diferente
estadisticamente a los tratamiento del queso Oaxaca con L. plantarum libre, queso
Oaxaca control y queso Oaxaca con L. plantarum encapsulado en la emulsion
multiple, que presentan una extensibilidad mayor por tener una estructura de
caseina compacta. De acuerdo a Lobato-Calleros (2008), la adiccion de una
emulsion mudltiple emula mejores caracteristicas de textura y muestra una

diferencia marcada en la microestructura.
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Conclusiones

En este trabajo la metodologia y los criterios generales para el logro de
una encapsulacion eficiente, mejorando la proteccion de un microorganismo
probiotico en una emulsion multiple agua-en-aceite-en-agua
(Wag/O/Wemesw+Mp1796+GA17%) €Stabilizada con biopolimeros fue establecido. Asi
mismo, la estabilidad de la emulsion a diferentes rangos de temperatura y tiempos
cumple con su objetivo, ademas de proteger la viabilidad de L. plantarum: (1); en
el proceso de elaboracion del queso Oaxaca, el malaxado a 75 °C/10 min,
obteniendo una viabilidad en el queso final de 8.15 + 0.17 Log UFC/g, siendo
mayor que para el queso con L. plantarum libres 6.80 + 0.08 Log UFC/g, y (2)
protegiendo al probidtico en el proceso de fundido del queso para su consumo
(6.37 = 0.17 Log UFC/g), asegurando concentraciones suficientes para su
actividad en el organismo. La adicion de la emulsién maltiple en la elaboracién del
queso Oaxaca no afectd las caracteristicas fisicoquimicas del queso y la
concentracion final que se obtuvo aun después del proceso de malaxado en la
elaboracion del queso, fue mayor en el cual se encapsulo a L. plantarum que en el
gueso donde se encontraba libre.

En la simulacién gastrointestinal, la emulsion cumplié su objetivo,
obteniendo una viabilidad mayor en L. plantarum encapsulado en la emulsién
W g/ O/W emssw+MD1706+GA17% €N COMparacion con el que se encontraba libre (sales
biliares 6.10+0.11 Log UFC/g para L. platarum encapsulado y de 3.36+0.44 Log
UFC/g para el probidtico libre. Para acidez, 6.14+0.15 Log UFC/g para el
encapsulado y 3.60+0.43 Log UFC/g para el libre).

La adicién de la emulsion mdultiple con L. plantarum encapsulado no altero las

caracteristicas de textura (extensibilidad), con relacion al queso Oaxaca Testigo.
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11.1. Anélisis Estadistico Factorial para emulsiones internas.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A:C1 5 4,115678 0.8231356 22.19 0.000000* 1.000000
B: C2 5 10.22673 2.045346 55.14 0.000000* 1.000000
AB 25 1.451196 5.804782E-02 1.56 0.054312 0.959069
S 144 5.34132 0.0370925
Total (Adjusted) 179 21.13492
Total 180

* Term significant at alpha = 0.05
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=144 MSE=0.0370925 Critical Value=4.0849

Different From

Group Count Mean Groups

2 30 1.249333 6,3,4,51
6 30 1.432333 2,1

3 30 1.449 2,1

4 30 1.509333 2,1

5 30 1.562667 2,1

1 30 1.752 2,6,3,4,5
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term B: C2

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=144 MSE=0.0370925 Critical Value=4.0849

Different From

Group Count Mean Groups

1 30 1.178333 6,9, 12, 15

3 30 1.239333 6,9, 12, 15

6 30 1.420667 1,3,9,12,15
9 30 1.589 1,3,6,15

12 30 1.672667 1,3,6,15

15 30 1.854667 1,3,6,9,12
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
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11.2. Analisis Estadistico Factorial de formulacion de emulsiones externas.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A:C1 5 199.7592 39.95184 30.91 0.000000* 1.000000
B: C2 5 100.3227 20.06454 15.52 0.000000* 1.000000
AB 25 38.96951 1.55878 1.21 0.243819 0.874661
S 144 186.1329 1.292589
Total (Adjusted) 179 525.1843
Total 180

* Term significant at alpha = 0.05
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=144 MSE=1.292589 Critical Value=4.0849

Different From

Group Count Mean Groups
2 30 8.594 6,1,5
4 30 9.033667 6,1,5
3 30 9.439667 6,1,5
6 30 10.60067 2,4,3,5
1 30 10.74333 2,4,3
5 30 11.58767 2,4,3,6

Notes:
This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term B: C2

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=144 MSE=1.292589 Critical Value=4.0849

Different From

Group Count Mean Groups

1 30 8.617333 3,6,9,12,15
3 30 9.633333 1,12,15

6 30 10.087 1,15

9 30 10.13933 1,15

12 30 10.52367 1,3

15 30 10.99833 1,3,6,9
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
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11.3. Simulacién de condiciones de procesamiento térmico para evaluar la
estabilidad de la emulsion, asi como la sobrevivencia de las bacterias

encapsuladas

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A:C1 2 19.59276 9.796379 290.23 0.000000* 1.000000
B: C3 3 62.34258 20.78086 615.65 0.000000* 1.000000
AB 6 3.638808 0.6064681 17.97 0.000024* 0.999999
S 12 0.40505 3.375417E-02
Total (Adjusted) 23 85.97919
Total 24

* Term significant at alpha = 0.05

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C4
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=12 MSE=3.375417E-02 Critical Value=3.7729

Different From

Group Count Mean Groups
3 8 6.32875 2,1

2 8 8.1975 3

1 8 8.29 3
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C4
Term B: C3

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=12 MSE=3.375417E-02 Critical Value=4.1987

Different From

Group Count Mean Groups
20 6 6.03 15,10, 0
15 6 6.62 20, 10,0
10 6 7.533333 20, 15,0
0 6 10.23833 20, 15, 10
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
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11.4. Viabilidad de L. plantarum encapsulado en el proceso de elaboracion

del queso Oaxaca.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: C1 1 4.923204 4.923204 38.71 0.000012* 0.999943
B: C2 3 38.93308 12.97769 102.03 0.000000* 1.000000
AB 3 1.804746 0.6015819 4.73 0.015098* 0.807184
S 16 2.035133 0.1271958
Total (Adjusted) 23 47.69616
Total 24

* Term significant at alpha = 0.05

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=16 MSE=0.1271958 Critical Value=2.9980

Different From

Group Count Mean Groups
2 12 8.173333 1

1 12 9.079166 2
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term B: C2

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=16 MSE=0.1271958 Critical Value=4.0461

Different From

Group Count Mean Groups
4 6 7.483333 2,1

3 6 7.786667 2,1

2 6 8.496667 4,3,1
1 6 10.73833 4,3,2
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

11.5. Viabilidad de L. plantarum encapsulado en pruebas de fundido en

gqueso Oaxaca.
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Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A:C1 1 22.96806 22.96806 319.42 0.000000* 1.000000
B: C2 3 0.9349188 0.3116396 4.33 0.043160* 0.653322
AB 3 0.5258688 0.1752896 2.44 0.139500 0.405642
S 8 0.57525 7.190625E-02
Total (Adjusted) 15 25.00409
Total 16

* Term significant at alpha = 0.05
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=8 MSE=7.190625E-02 Critical Value=3.2612

Different From

Group Count Mean Groups
1 8 3.92125 2

2 8 6.3175 1
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term B: C2

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=8 MSE=7.190625E-02 Critical Value=4.5288

Different From

Group Count Mean Groups
10 4 4.865 0

5 4 4.94

15 4 5.19

0 4 5.4825 10
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

11.6. Determinacién de tolerancia de L. plantarum en acidez y sales biliares
en emulsiones entrapadas en el queso Oaxaca, después del proceso de
fundido.

Acidez

Analysis of Variance Table
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Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A:C1 1 25.73026 25.73026 174.53 0.000000* 1.000000
B: C2 3 0.5293688 0.1764562 1.20 0.356056 0.238043
S 11 1.621719 0.147429
Total (Adjusted) 15 27.88134
Total 16

* Term significant at alpha = 0.05
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=11 MSE=0.147429 Critical Value=3.1127

Different From

Group Count Mean Groups
1 8 3.59875 2

2 8 6.135 1
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term B: C2

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=11 MSE=0.147429 Critical Value=4.2562

Different From

Group Count Mean Groups
10 4 4.6625

5 4 4.75

15 4 4.915

0 4 5.14

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

Sales biliares

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: C1 1 21.033 21.033 310.84 0.000000* 1.000000
B: C2 4 2.58427 0.6460675 9.55 0.001909* 0.983834
AB 4 0.83277 0.2081925 3.08 0.068045 0.593549
S 10 0.67665 0.067665
Total (Adjusted) 19 25.1267
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Total 20
* Term significant at alpha = 0.05
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test
Response: C3
Term A: C1
Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=10 MSE=0.067665 Critical Value=3.1511
Different From
Group Count Mean Groups
1 10 5.64 2
2 10 7.691 1
Notes:
This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test
Response: C3
Term B: C2
Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=10 MSE=0.067665 Critical Value=4.6543
Different From
Group Count Mean Groups
10 4 6.4325 0
1 4 6.435 0
15 4 6.4925 0
5 4 6.5925 0
0 4 7.375 10,1, 15,5
Notes:
This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.
11.7. Andlisis fisico quimicos
pH
Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level
(Alpha=0.05)
A:C1 3 0.1005594 3.351979E-02 5.80 0.003742* 0.914143
B: C2 3 3.378437E-02 1.126146E-02 1.95 0.147484 0.441412
S 25 0.1444281 5.777125E-03
Total (Adjusted) 31 0.2787719
Total 32

* Term significant at alpha = 0.05
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Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=25 MSE=5.777125E-03 Critical Value=3.8900

Different From

Group Count Mean Groups
3 8 4.9875 4

1 8 4.99375 4

2 8 5.07375

4 8 5.12125 3,1
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

Grasa por el método de Gerber.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)
A: C1 3 8.9375 2.979167 1.09 0.370273 0.259146
B: C2 3 38.9375 12.97917 4.76 0.009241* 0.846860
S 25 68.125 2.725
Total (Adjusted) 31 116
Total 32

* Term significant at alpha = 0.05

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=25 MSE=2.725 Critical Value=3.8900

Different From

Group Count Mean Groups
1 8 21.0625

4 8 21.75

2 8 22.3125

3 8 22.375

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means.

Contenido de Proteina

Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level
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(Alpha=0.05)
A:C1 3 7.712409
B: C2 3 3.884809
S 25 19.28268
Total (Adjusted) 31 30.8799
Total 32

* Term significant at alpha = 0.05

Response: C3
Term A: C1

2.570803 3.33
1.294936 1.68
0.7713071

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=25 MSE=0.7713071 Critical Value=3.8900

Group Count
2 8

4 8

1 8

3 8
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

Contenido de Cenizas

Analysis of Variance Table

Different From

Mean Groups
20.35125 3
20.71

21.285

21.615 2

Source Sum of
Term DF Squares
(Alpha=0.05)
A: C1 3 0.7786594
B: C2 3 54.74234
S 25 3.690878
Total (Adjusted) 31 59.21187
Total 32

* Term significant at alpha = 0.05

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Mean

Square F-Ratio
0.2595531 1.76
18.24744 123.60
0.1476351

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=25 MSE=0.1476351 Critical Value=3.8900

Group Count
2 8

4 8

3 8

1 8
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

Mean

Different From
Groups

2.90375

2.9775

3.03875
3.31625

é
v

0.035558* 0.686601
0.196999 0.384940

Prob Power
Level

0.180941 0.401660
0.000000* 1.000000
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Contenido de Humedad

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratio Level

(Alpha=0.05)

A:C1 3 53.40031 17.8001 5.03 0.007282* 0.867480

B: C2 3 136.7975 45.59917 12.89 0.000028* 0.999264

S 25 88.46556 3.538623

Total (Adjusted) 31 278.6634

Total 32

* Term significant at alpha = 0.05

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: C3
Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(AB) DF=25 MSE=3.538623 Critical Value=3.8900

Group
4

3
2
1

Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

Count

0 00 00

Different From

Mean Groups
48.51375 1
48.96875 1
49.44

51.86 4,3
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