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Resumen

RESUMEN

Actualmente, los productos lacteos fermentados han tomado auge comercial
debido a su versatilidad y propiedades funcionales. La sinéresis es uno de los
defectos méas acusados en productos lacteos gelificados, y se describe como la
tendencia que presentan los geles a exudar el disolvente ligado a las proteinas
gue conforman la red. La sinéresis es, la mayoria de las veces, un fenémeno
indeseable, cuyas causas aun son objeto de debate. Frecuentemente, la sinéresis
se asocia a defectos en la formacion del gel durante el proceso de gelificacion o a

una contraccion de éste por efecto del envejecimiento.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la cinética fermentativa de una bacteria
acido-lactica crecida en medios formulados con leche descremada y evaluar el
efecto de la gelificacién de un polisacarido anionico (gelana y pectina de bajo
metoxilo) en las propiedades reologicas de una bebida lactea, con la finalidad de

contribuir al estudio y desarrollo de alimentos funcionales.

En el presente trabajo se llevé a cabo el aislamiento de bacterias acido-lacticas de
productos lacteos fermentados comerciales, a través de técnicas microbiologicas

convencionales. Se us6 una cepa aislada, la cual se identific6 como Streptococcus

thermophilus, para elaborar una bebida lactea fermentada usando leche en polvo
rehidratada al 8% de sdlidos, la cual se traté térmicamente (85C, 30min) para
mejorar las propiedades reolégicas del gel lactico. Esta formulacion se inocul6 con
1% viv del medio conteniendo la bacteria acido-lactica (~2 a 4 x10° UFC/mL). Se
prepar6é una muestra testigo (T) con leche GUnicamente, una muestra con 0.02% de
gelana (LG) y una muestra con 0.02% de pectina de bajo metoxilo (LP), ambos
polisacaridos fueron comerciales y grado alimentario. Las muestras inoculadas
fueron evaluadas en su cinética microbiana (biomasa, produccion de &cido lactico,
evolucion de pH) y cinética de gelificacion (evoluciébn de las propiedades
viscoelasticas durante la gelificacion). Al finalizar la fermentacion se evaluaron las

propiedades viscoelasticas de los geles formados y se realiz6 una evaluacion
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cualitativa de la sinéresis de los geles durante 15 dias de almacenamiento en

refrigeracion.

Los geles elaborados con leche sola fueron los mas suaves (G’ menor), los geles
LP resultaron mas rigidos pero con menor estabilidad (tan®=0.42), mientras que
los LG fueron mas rigidos que los elaborados con leche sola pero con rigidez
inferior a LP, sin embargo estos geles fueron mas estables con el tiempo
(tand= 0.20) y los que presentaron menor exudacion del disolvente. El sistema LG
fue el que presentd mayor crecimiento bacteriano, incrementando la acidez del
medio y generando los valores mas bajos de pH al finalizar la fermentacion (t=6 h).
Por lo tanto, la gelana puede ser una opcion de aditivo estabilizante en productos
lacteos fermentados, debido a su eficiencia en la cogelificacion con las proteinas

de la leche y a su capacidad de retencion de agua.
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1. MARCO TEORICO

1.1 LECHE

La leche es la secrecion de las glandulas mamarias de las hembras de mamiferos,
elaborada para la nutricion de sus crias, esta palabra excluye el calostro y
generalmente se refiere a la secrecion en bovinos, cuando no es asi siempre se
hace la aclaracion puntual del género de la hembra productora (Walstra y Jennes,
1987).

1.1.1 Composicion de la leche. La leche es un liquido blanquecino
compuesto aproximadamente por 88% de agua, 3.5% de grasa, 4.6% de
lactosa, 0.71% de cenizas y 3.1% de proteinas, las cuales se dividen en
tres grupos: las proteinas séricas, proteasas-peptonas y las caseinas, estas
tltimas con mayor importancia tecnolégica debido a sus caracteristicas de

organizacion y propiedades funcionales (Badui, 2006).

1.1.2 Proteinas de la leche. Las proteinas lacteas se dividen de

la siguiente manera (Alais, 1998):

1.1.2.1 Las caseinas. Complejo de proteinas fosforadas que constituyen
la parte nitrogenada de la leche. Dentro de este grupo se encuentran
también las a caseinas que a su vez se dividen en ag1 Y dsp; B caseina, y

caseinay Kk caseina.

1.1.2.2 Las proteinas del suero o solubles. Se asemejan en
propiedades a las albuminas y globulinas, que se insolubilizan por el calor
antes de llegar a los 100°C. Una parte de estas proteinas no se sintetizan
en la glandula mamaria, normalmente se encuentran en muy pequefias
cantidades. Entre éstas se encuentran la B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y

la sero-albumina. Cabe mencionar que también se introducen como
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proteinas a grupos no proteicos que poseen propiedades similares, dentro
de los cuales destacan:

a) Proteosas-peptonas. Son sustancias glicoproteicas con un peso
molecular intermedio entre las proteinas y el de los péptidos.

b) Sustancias nitrogenadas no proteicas. Constituyen una parte
escasa, pero comprenden un gran nimero de sustancias de peso
molecular inferior a 500Daltons. Estas sustancias son dializables y
permanecen en solucién en las condiciones en que se produce la

precipitacion de las proteinas. Su estructura quimica es muy variada.

La concentracion de cada una de las distintas fracciones de proteinas

en la leche de vaca se presenta en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Proteinas y fracciones de proteina encontradas en la leche de vaca (Livney, 2010).

Proteina Contenido Peso molecular
leche (g/L) (kDa)
Caseinas
0s1 (0s1- CN) 24-28 22.1-23.7
as; (asp- CN) 12-15 25.2-25.4
B (B-CN) 3-4 23.9-24.1
K (k-CN) 9-11 19.0
Proteinas séricas
B-lactoglobulina (B-lg) 2-4 18.3
a-lactoalbumina (a-la) 1-1.5 14.2
Seroalbimina (BSA) 0.1-0.4 66 *
Inmunoglobulinas (Ig) 0.6-1.0 146-1,030
Lactoferrina (Lf) <0.1 80
Globulos grasos y proteinas  <0.4 13-200

de la membrana
Proteinas totales de la 30-35
leche

1.1.3 Las caseinas. Las caseinas pertenecen al grupo proteico de la leche
con mayor valor tecnologico. El nombre de estas proteinas proviene del
latin caseus que significa queso, son por definicion fosfoglucoproteinas que
precipitan de la leche descremada a un pH de 4.6 a 20°C, es decir, son
proteinas que contienen tanto residuos de hidratos de carbono como
grupos fosfato. Su estabilidad en el seno de la leche se debe a su fuerte
carga eléctrica negativa, que cuando se encuentran en su punto
isoeléctrico, son inestables. Su contenido de nitrégeno es aproximadamente
del 15.6%, excepto en el caso de la fraccion k que es del 14.3%, ya que
contiene una mayor cantidad de hidratos de carbono. Las moléculas de
caseina se encuentran asociadas en forma de micelas aunque existe una
pequefa cantidad que se encuentra en solucion (Badui, 2006).
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Las caseinas presentan las siguientes propiedades segun Badui (2006):

1. Un alto contenido de acido glutdmico y aspartico, cuyos carboxilos se
encuentran ionizados a pH 6.7 de la leche, ocasionando que siempre se
mantenga con carga negativa que las estabiliza gracias a la repulsién que
se genera entre ellas.

2. El aminoécido prolina, se encuentra distribuido homogéneamente a lo largo
de la estructura primaria de las caseinas y provoca, por impedimentos
estéricos, que no se formen hélices como estructura secundaria. A
excepcion de la caseina Kk que presenta una pequefia porcion de hélice.

3. Debido a que contienen mas aminoacidos hidrofobos que hidrofilos,
presentan dentro de su estructura primaria zonas francamente apolares.

4. Las caseinas a, By yson muy sensibles a la alta concentracion de los iones
calcio propios de la leche; éstas precipitarian sino fuese porque estan
recubiertas con las caseinas k, que cumple una funcion protectora y
estabilizadora.

Contienen regiones cargadas que les permite unirse electrostaticamente.

Presentan regiones fosforiladas que facilitan sus interacciones con el calcio.

1.2 GELES

La gelificacion de proteinas se refiere a la transformacion de una proteina en el
estado “sol” a un estado “gel”, que se facilita por la accion de calor, enzimas o
cationes divalentes bajo condiciones apropiadas y que inducen a la formacién de
una estructura de red, cuyos mecanismos de formacion pueden diferir
considerablemente (Badui, 2006). Un sol es un estado fisico de un sistema
coloidal formado por una fase dispersa soélida en una fase dispersante liquida
(Badui, 2006).
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Un gel tipico en alimentos, es aquel que contiene una red continua, bien definida,
constituida a partir de un polimero (fase solida) y sumergida en un disolvente
acuoso (fase liquida) (Clark, 1992). Los geles también pueden ser definidos como
matrices o0 redes en las cuales las interacciones polimero-polimero vy
polimero-solvente ocurren en una manera ordenada dando resultado a la
inmovilizacion de grandes cantidades de agua por una pequefia proporcion de

polimeros (Flory, 1974).

Clark y Ross-Murphy (1987), hicieron una clasificacion de los geles de acuerdo al
comportamiento al flujo que presentan en un periodo de tiempo establecido,

dividiendo a los geles en dos grupos:

1.2.1 Gel fuerte o verdadero . Es aquel que forma una estructura

macroscoépica estable, mecanicamente capaz de auto-sostenerse.

1.2.2 Gel débil. Se describe como una red tridimensional de caracter
transitorio, donde la componente elastica es menos evidente, por lo cual
fluye més facilmente cuando los esfuerzos aplicados son lo suficientemente

grandes.

1.3 OTRA FORMA DE CLASIFICAR A LOS GELES

En términos de los elementos estructurales de la red formada, es aquel esquema

gue subdivide a las redes en cuatro categorias (Aguilera, et. al. 1999):

1.3.1 Estructuras laminares bien ordenadas. Aqui se encuentran los

geles de jabones, y geles inorganicos de arcillas y otros minerales.

1.3.2 Redes de polimeros covalentes. Incluye entidades poliméricas

unidas covalentemente, algunas de ellas polifuncionales, es decir capaces
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de conectar a mas de dos entidades poliméricas, como por ejemplo los

geles de poliacrilamida o caucho vulcanizado.

1.3.3 Redes de polimeros formados a través de agre  gaciones fisicas.

Ejemplifica geles fisicos de polimeros entrelazados. Los geles de gelatina y
de polisacaridos son un buen ejemplo de éstos, donde la molécula primaria
de tamainio finito forma zonas de unién en puntos particulares a lo largo de

la cadena del polimero.

1.3.4 Estructuras de particulas desordenadas. Aqui se encuentran los
geles constituidos por agregados de particulas, los cuales forman una red
con estructura continua que se extiende dentro del volumen atrapado. Los
geles de leche acidificada se ubican dentro de esta clase particular de

geles.

1.4 GELIFICACION DE PROTEINAS DE LA LECHE

Las proteinas gelifican por medio de una serie de pasos que involucran la
desnaturalizacion, agregacion, formacion de cadenas al azar y formacion de la red
caracteristica de un gel (Aguilera, 1995). Generalmente las relaciones de
asociacion se llevan a cabo a nivel de subunidades macromoleculares, a través de
reacciones de polimerizacion o de agregacion que implican la formacion de
complejos de gran tamafo. Los principales tipos de asociacion entre proteinas se

mencionan a continuacién (Cheftel et. al., 1992):

1.4.1 Precipitacion . Es aquella que incluye todas las reacciones de

agregacion que conducen a una pérdida total o parcial de la solubilidad.

1.4.2 Floculacion. Se refiere a reacciones de agregacion desordenada
que se producen en ausencia de desnaturalizacion y que a menudo se
originan a causa de la falta de repulsiones electrostéaticas entre cadenas.
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1.4.3 Coagulacion. Son reacciones de agregaciéon desordenadas que
se producen con desnaturalizacion y en las que predominan las
interacciones proteina-proteina sobre las interacciones proteina-disolvente,

lo cual conduce a la formacion de un gran coagulo.

1.4.4 Gelificacion. Se presenta cuando las moléculas desnaturalizadas
se agregan para formar una red proteica ordenada que ocupa todo el
volumen del sistema. En este caso la red de proteina inmoviliza el agua del

sistema formando una matriz.

15 GELES EN LA ELABORACION DE PRODUCTOS LACTEOS
FERMENTADOS

Se debe basicamente a la desestabilizacion de las caseinas. Los geles formados
son irreversibles y se pueden clasificar en tres grupos diferentes (Walstra et. al.,
1999).

1.5.1 Geles enzimaticos . Formados como resultado de la accién del
cuajo, también llamado renina o quimiosina, que desestabiliza la k-caseina

posibilitando la agregacion de las caseinas en presencia de iones calcio.

1.5.2 Geles térmicos . Los cuales pueden ser la causa de los
problemas de gelificacion que presenta la leche UHT o evaporada cuando
la fraccion proteica no estd bien estabilizada y puede ocurrir una

desnaturalizacion.

1.5.3 Geles acidos. Que son formados por consecuencia de la

acidificacion o fermentacion acida de la leche, por ejemplo el yogurt.

Ingenieria en Alimentos Pagina 10



Marco Tedrico

1.6 GELIFICACION ACIDA DE LAS PROTEINAS

La gelificacion &cida de la leche involucra principalmente cambios
conformacionales de las caseinas (Fig. 1). Practicamente todas las moléculas de
caseina estan asociadas entre si integrando las micelas pero existe una pequefia
cantidad que se encuentra en solucion. Aunque las caseinas presentan
caracteristicas comunes, ciertas diferencias entre ellas determinan su
funcionalidad en la leche, sobre todo para formar las submicelas y las micelas en
suspension. Todas las caseinas tienen secciones con una hidrofobicidad alta que
proviene de los aminoacidos aromaticos y alifaticos, ademas de una carga neta
negativa de los acidos aspartico y glutamico; éstos dos factores son los que
determinan su estabilidad y al mismo tiempo su solubilidad (Badui, 2006). Las
zonas de carga negativa confieren a las caseinas la capacidad de fijacion del
calcio. La caseina ag, tiene la carga mas alta y el mas alto contenido de fosfato,
mientras que la caseina as; presenta algunas variantes, contiene dos residuos de
cisteina formando un puente —S—S—; y no tiene grupos de hidratos de carbono.
La B-caseina es la mas hidrofdbica y tiene un gran niumero de residuos de prolina.
Por otro lado la y-caseina es un producto de la degradacion de la B-caseina
(Walstra et. al., 1999).

Micele de caseina Sub-micela de caseina
Niicleo hidrofahico

\_:'h Capa "filosa”
Superficie Enriquecida

con k-caseina

® CDI.;.(POLQ & agrupacion

Figura 1. Micela y sub-micela de caseina (Walstra et. al., 1999).

La k-caseina es muy diferente a las otras caseinas, esta presente en la leche

como oligbmeros de 5-11 moléculas, es soluble en presencia del calcio natural de
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la leche, tiene una seccion muy hidrofdbica (1-105) y otra hidrofilica (106-169), por
lo que su mecanismo de accidn es semejante al de los agentes emulsionantes que
interaccionan en dos fases inmiscibles. Contiene residuos de galactosamina,
galactosa, y uno o dos &cidos N-acetilneuroaminico (NANA o acido o-sialico). La
presencia de éstas fracciones gllucidas sobre el fragmento peptidico 106-169
acentua el caracter hidréfilo de la parte -COOH terminal de la k-caseina. La accién
hidrolitica de la enzima renina sobre el enlace 105-106 provoca que pierda su
capacidad estabilizadora (Walstra et. al., 1999). De Kruif (1997) contemplo
alrededor de 14 &cidos carboxilicos en las moléculas de la k-caseina que
sobresalen de la micela, los cuales se encuentran disociados a valores de pH
fisiologicos de 6.6-6.9. Asi la carga de las moléculas de k-caseina contribuye
directamente a la estabilidad de las micelas de caseina y promueve a su vez la
solubilidad de las k-caseinas. Si la solubilidad de las k-caseinas disminuye
suficientemente, la superficie de las micelas tiende a colapsarse por lo que se
presume existe una transicion de estado “extendido” a estado “colapsado”, la cual
procede a la floculacion de las moléculas por la pérdida de estabilizacion estérica.
Debido que se ha considerado a las micelas como una coleccion de particulas
estabilizadas estéricamente por moléculas de K-caseina, las cuales se describen
frecuentemente como “zona pilosa de la micela”. Se puede evaluar el efecto de
tratamientos tecnoldgicos en la micela simplemente considerando la respuesta de
la “zona pilosa”. La desestabilizacion de las moléculas de la zona pilosa por la
accion enzimatica de la renina, la acidificacion, la adicion de calcio o etanol o la
combinacion de estos tratamientos originard el colapso y posteriormente la

floculacion de las micelas (De Kruif, 1997).

La capacidad de re-estabilizacion estérica de esta capa pilosa de las moléculas de
K-caseina se pierde al disminuir el pH del medio y acercarse al punto isoeléctrico
de 4.6, aqui es donde las fuerzas de repulsion que habian mantenido estables a
las micelas de caseinas comienzan a desaparecer gradualmente para dar paso a
las fuerzas de atraccion, y por tanto, a la agrupacion de las micelas de caseina

(colapso) en todo el sistema. La k-caseina es insoluble en el punto isoeléctrico
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debido a la ausencia de carga neta, por lo cual se observa un precipitado, la
viscosidad en este momento es baja como resultado del pequefio tamafio de la
particula pero a medida que transcurre el tiempo se incrementa, debido al
comienzo de la formacion de la red (De Kruif, 1997). También existe una
desmineralizacion de la caseina como consecuencia de que el calcio y del fésforo
en estado coloidal se disocian y emigran hacia la solucion en forma iénica (Alais,
1998).

= lassknzl}
= : L - L +
La gelficacion e Mula v ficela de Caseina con
ocurre a las =0 de B i carga negativa aun
siguientes 75 @ Cmema < pHdes7
condiciones A
=f ‘j\_j‘_}_"l-_ 2 ]
—F P+
pH = 5.0 en leche sin Acidificacion
tratamiento termico H
a +* -"C - (4 + o
pH = 5.3 en leche R, S PEE s, - ot PrT A
tratada termicamente ot © =t A i &
* Oin 2 & Nkds
i) o = by B
e = de =
_+;|“ o o t_:'& '_+ . Casama ‘-;.
__.*‘I:L“‘ _-f:+1_ < o
St o W A +

Presuntas cavidades o area flexible a causa
de la solubilizacidn del fosfato de calcio
coloidal (CCP)

Figura 2. Diagrama esquematico de los cambios fisicos ocurridos en la micela de caseina durante
la acidificacion de la leche (Tamime, 2006).

Una vez formado el gel, éste depende de la microestructura que adopte. Entre los
factores mas estudiados y de mayor influencia en la microestructura y propiedades
de los geles de proteina de la leche estan (Tamime, 2006):

a) Tratamiento térmico al cual se somete la leche
b) Concentracion de iones
c) Velocidad de acidificacion

d) Temperatura durante la acidificacion
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Algunos estudios en geles acidos de leche han hecho énfasis en el efecto que
tiene el tratamiento térmico al cual se somete la leche previo a la acidificacion, en
la microestructura y en las propiedades mecanicas de los geles &cidos,
observaron una red agrupada en geles elaborados con leche sin calentar, mientras
que los geles de leche tratada térmicamente mostraron un tipo de red mejor
definida. Por otra parte, estudios reologicos han evidenciado incremento en la
rigidez del gel (medida a través del valor del mddulo elastico, G’) después de
iniciada la acidificacion de la leche tratada térmicamente (como ocurre en todos
los geles), lo cual puede ser atribuido al incremento de la fusion de particulas
originado por el arreglo de las fuerzas intermoleculares e intramoleculares.
Ademas una alta fuerza iénica y grupos cargados de particulas de caseina podrian
favorecer dicho incremento, mientras que las interacciones débiles entre particulas
podrian resultar en una baja proporcion del incremento de la rigidez del gel (Roefs
et. al., 1990; Lucey, 2001).

1.7 FACTORES INTRINSECOS QUE AFECTAN LA FORMACION D E LOS
GELES DE PROTEINA

En la gelificacion de las proteinas existen factores intrinsecos que determinan las

caracteristicas de los geles, entre los cuales se citan (Totosaus et. al., 2002):

1.7.1 Interacciones electrostaticas. La carga neta de la molécula de
proteina es modificada por las fuerzas atractivas y repulsivas, éstas afectan

las interacciones proteina-proteina y proteina-solvente.

1.7.2 Enlaces disulfuro e intercambio tio-bisulfuro . Los enlaces
covalentes disulfuro entre cadenas de polipéptidos involucrados en la
gelificacion de proteinas incrementan la longitud aparente de la cadena del
polipéptido. Los enlaces disulfuro no son esenciales para la gelificacion de
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las proteinas, pero tienen incidencia en la habilidad para incrementar el

peso promedio molecular y la longitud de la cadena.

1.7.3 Peso molecular. Algunos autores consideran que existe un peso
molecular critico del polipéptido para la formacion del gel, usualmente se

presume que es alrededor de 23,000 Da.

1.7.4 Composicion de aminoacidos. Las proteinas que contienen menos
del 31.5% mol de residuos hidrofébicos forman, un gel traslicido mientras
gue las proteinas conteniendo arriba del 31.5% de residuos hidrofébicos
forman un coagulo tipo gel (Shimada y Matshushita, 1980).

1.7.5 Afinidad por el disolvente. Esto juega un papel importante en la
organizacion de la proteina y deberia ser tomado en cuenta en cualquier
proceso de desnaturalizacién de proteinas.

1.8 FACTORES EXTRINSECOS QUE AFECTAN LA GELIFICACI ON DE LAS
PROTEINAS LACTEAS.

1.8.1 Concentracién de proteina. Para la gelificacion se requiere la
formacion de enlaces cruzados entre las macromoléculas y el nimero de
éstos es proporcional a la concentracion de proteina. Hay también un
minimo de concentracion de la misma debajo de la cual no se puede formar

una estructura tridimensional continua (Ferry, 1948).

1.8.2 pH. Existen factores que previenen las interacciones requeridas para
la formacién de la matriz del gel, por ejemplo, entre mayor sea la carga de
la particula de proteina, mayor es la repulsion electrostéatica entre moléculas
vecinas. La carga neta de la proteina en el punto isoeléctrico es igual a
cero, por lo tanto, valores de pH distantes del punto isoeléctrico promoveran
repulsiones mayores entre cadenas vecinas (Tamime, 2006).
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1.8.3 Presion. Afecta la transicion sol-gel de soluciones proteicas, ya que
las presiones altas modifican el volumen de las proteinas nativas y estos
cambios podrian afectar el balance entre interacciones de estabilizacion y

desestabilizacion dentro de la cadena del polipéptido y con el disolvente.

1.8.4 Tipo de sales. lones monovalentes (Li**, K**, Rb** y Cs**) forman un
fino enramado a fuerzas i6nicas menores a 0.1M. La formacién de la matriz
gelificada también puede ocurrir cuando la suspension de la proteina
contiene bajas concentraciones (10-20mM) de cationes divalentes (Ca*?
Mg*?) a pH 7.0 (Foegeding et. al., 1995).

1.8.5 Temperatura y tratamiento térmico de la leche previo a la
acidificacion. Es uno de los parametros mas importantes que afecta a la
estructura de los geles &cidos de la leche como el yogurt (Lucey et. al.,
1998). Es la fuerza motriz de la desnaturalizacién, paso inicial de la
gelificacion de muchas proteinas. El tratamiento térmico aplicado a una
suspension de proteinas determina el tiempo de gelificacién, en el caso de
la leche, los tratamientos térmicos a temperaturas superiores a 85T genera
una disminucion del tiempo de gelificacién y un incremento del pH de
gelificacion (ver Cuadro 2) (Tamime y Robinson, 1991). Un alto tratamiento
térmico de la leche se ha asociado a valores mayores de rigidez de los
geles acidos de leche (Lucey et. al., 1998) pero con mayor tendencia a

fracturarse (geles quebradizos).

Cuando se aplica el tratamiento térmico por periodos prolongados se
alteran las caracteristicas fisicoquimicas de las caseinas ademas de
desnaturalizar las proteinas séricas, mas del 80% de la B-lactoglobulina se
une a la k-caseina, promoviendo asi la textura (tal como el yogurt), o
viscosidad (yogurt batido), reflejado en el producto final (Tamime, 2006).
Lucey et. al., (1998) propusieron que cuando la leche calentada es
acidificada, las proteinas de suero desnaturalizadas y asociadas a las

micelas de caseina favorecen la formacion de agregados de caseina debido
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a que el descenso del pH disminuye las fuerzas repulsivas caseina-caseina,;
por lo tanto, las proteinas desnaturalizadas del suero actian como puentes
entre las particulas de caseina, resultando en un incremento en el nimero y
en la fuerza de los enlaces entre particulas de proteina. Las proteinas de
suero desnaturalizadas tienen pH en el punto isoeléctricos ligeramente mas
altos que las caseinas. El pH isoeléctrico de la principal proteina del suero,
B-lactoglobulina, es ~5.3. Esto explica el hecho de que la agregacion y
gelificacion de leches calentadas se inicia a valores de pH mayores al punto
isoeléctrico de la caseina (i.e. 4.6). Por otra parte, se ha reportado que la
méxima hidratacion de las caseinas de la leche se da cuando la leche es
calentada a 85°C y disminuye gradualmente a medida que aumenta la
temperatura, opinibn compartida por varios investigadores (Tamime, 2006).
Esta disminucion de las propiedades hidrofilicas de los complejos caseinas-
B-lactoglobulina puede tener un efecto no deseable sobre la calidad del

yogurt, posiblemente aumentando la tendencia a la sinéresis.
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Cuadro 2. Efecto del tratamiento térmico y contenido de grasa en geles de leche &cida (Lucey et.
al., 1998a).

Tratamiento térmico y Gelificacion Médulo de almacenamiento

% de grasa Tiempo (ks)  pH G' (Pa)

Sin tratamiento térmico

0.0 20.5+1.7 4.87+0.02 14+2.6
15 21.1+3.4 4.86+0.03 15%1.3
3.5 24.1+0.1 4.84+0.01 17+0.2
75 T por 30 minutos

0.0 15.7+1.2 5.11+0.03 23+8.8
15 14.5+1.0 5.16+£0.04 4816.0
3.5 11.7+1.9 5.19+0.03 52+7.0
80 T por 30 minutos

0.0 6.840.4 5.33+0.04 365+12.1
15 6.7+1.1 5.3440.03 382+27.4
3.5 6.4+0.6 5.38+0.02 434+35.9
90 T por 30 minutos

0.0 6.3+0.5 5.35+0.03 432+25.2
15 6.7+£1.0 5.34+0.02 450+20.8
B35 5.5+0.6 5.40+0.04 487+42.1

De acuerdo con Gélvez-Mariscal et. al. (2006) la gelificacion de las proteinas de
la leche tiene lugar en dos etapas, primero se produce una alteracion de la
estructura, causando la desnaturalizacidn, esto con ayuda de calentamiento, la
proteina se despliega, exponiendo numerosos grupos funcionales, como los
puentes de hidrégeno y los grupos hidrofébicos. Un segundo estado es la
formacion de una red de proteina entre las moléculas desplegadas, a menudo
irreversible. Cuando el progel se enfria, a temperatura ambiente o a temperatura
de refrigeracion, baja la energia cinética y esto facilita la formacion de uniones
estables no covalentes gracias a la exposicion de grupos funcionales, de varias
moléculas, lo que constituye la gelificacion. Estudios de microscopia electronica
de barrido en geles de leche obtenidos a partir de leche sometida y no sometida

a tratamiento térmico, muestran algunas diferencias importantes en las
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caracteristicas de la micela de caseina; en el caso de la leche con tratamiento
térmico, el gel se forma a medida que las micelas aumentan de tamafo y forman
una matriz reticular. Por el contrario, las micelas de caseina de la leche sin
tratamiento térmico forman agregados o racimos, quedando la proteina
distribuida de modo heterogéneo. Un estudio realizado con leche calentada a
82.5°C durante 30 minutos demostro la existencia de apéndices filamentosos
formados por B-lactoglobulina y k-caseina, su presencia en el gel formado en la
leche tratada térmicamente inhibe la coalescencia de las micelas, dando lugar a
geles mas firmes con menor tendencia a la sinéresis, cabe mencionar que
también la temperatura de incubacidén determina la estructura y firmeza del gel
como se muestra en la Figura 3.

Muestras de yogurt

Propiedades (@) (b) (©

Sinéresis (s) 2.85 1.07 0.41
Permeabilidad, porosidad (10*m? 2.25  1.52 1.13
Firmeza G’ (Pa) 136 204 246

Figura 3. Efecto en la microestructura del gel de yogurt debido a la temperatura de incubacién,
geles preparados bajo las siguientes condiciones: (a) 34T, (b) 40C, (c) 45.7<C. Leche con un
tratamiento térmico previo a 82.5C durante 30 minutos (Tamime, 2006).

Por otra parte, la desnaturalizacion de las globulinas de la leche como resultado
del tratamiento térmico determina una disminucién del espesor de la capa de
crema formada en ésta. La separacion de la grasa en la leche fria esta

determinada por la accion de las globulinas que favorecen la agrupacion de los
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glébulos de grasa, los cuales ascienden a la superficie. Por esta razon, la
desnaturalizacion de globulinas suele ser positiva para los pequefios fabricantes
de yogurt, cuyas lineas de proceso no incluyen la etapa de homogenizacion.
Ademas la leche sometida a tratamiento térmico se vuelve mas blanca, fenomeno
previo a un pardeamiento de la misma. De acuerdo con Tamime (2006) esto
podria atribuirse a:

I. Floculacién de las proteinas del suero;

[I. Modificacion de los agregados de caseina;

I1l. Paso del calcio soluble a un estado coloidal o insoluble.

1.8.6 Condiciones de la acidificacion. Una acidificacion lenta y
homogénea favorece la formacién del gel lactico; por ello, es mejor la
acidificacion microbiana que con acidos organicos. Los microorganismos
lacticos forman geles lisos y homogéneos, cuyo volumen es igual al que
ocupa inicialmente la leche, lo que no sucede cuando se forman por
acidificacion por &cidos organicos (Santos, 1987; Lucey et. al., 1998b). En
general, una excesiva proporcion del desarrollo de la acidez a altas
temperaturas de incubacién contribuye a la salida del suero y a una
gelificacion pobre. Como recomendacion general se han sugerido
temperaturas de incubacion bajas, cercanas a 38T p ara mejorar la firmeza,
viscosidad y reducir la sinéresis del gel acido de leche (Santos, 1987; Lucey
et. al., 1998b).

1.9 REOLOGIA Y SINERESIS EN PRODUCTOS LACTEOS ACI DIFICADOS

La sinéresis es uno de los defectos mas acusados en productos gelificados, y se
describe como la tendencia que presentan los geles a exudar el disolvente ligado
a las macromoléculas (proteinas y polisacaridos) que conforman la red (Aguilera,
1995). La sinéresis es, la mayoria de las veces, un fenomeno indeseable que
puede originarse por un descenso en el pH o por un incremento en la temperatura

de proceso. Las causas que generan la sinéresis de geles de leche no son aun
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definidas, la sinéresis se ha asociado a defectos en la formacion del gel durante el
proceso de gelificacion o a una contraccion de éste por efecto del envejecimiento.
En estudios realizados por el grupo de investigacion de Lucey (Lucey et. al., 1998;
Lucey, 2001) se concluye que las principales condiciones que llevan a la sinéresis
en geles acidos de leche son:
v' Temperaturas altas de incubacién (por ejemplo 45C comparado con 30C)
v Alta velocidad de acidificacion (por ejemplo el uso de acidificantes como la
glucono-delta- lactona en lugar de cultivos lacticos)
v' Tratamiento térmico excesivo de la leche (por ejemplo 280C durante 30
minutos)
v' Bajo contenido de soélidos totales (especialmente proteina pero también
grasa si la leche es homogeneizada)
v" Produccion baja de acido (por ejemplo pH 4.9 en comparacién con 4.6)
v' Contenedores con paredes inclinadas (éstos causan esfuerzos adicionales
sobre el gel, lo cual puede generar encogimiento de éste)
v Agitacién durante la gelificacion (disturbios cuando el gel es aun débil)
v Fusion continua de las particulas agregadas de la caseina (contraccion de
la red) durante el envejecimiento del gel.
v Disminucién en la solvatacion, es decir disminucién del agua ligada a la red
formada por las proteinas.
v' Rearreglos de la red de las micelas de paracaseina antes y durante el
proceso de gelificacion, esto se ha asociado como la causa principal de la

sinéresis.

En geles acidos de leche tratada térmicamente, la tendencia a exhibir separacion
de suero se ha relacionado con propiedades reolégicas como deformaciones bajas
a la fractura e incrementos en tand (cociente entre modulo de pérdida G” y modulo
de almacenamiento G’), durante el proceso de gelificacion. El incremento en los
valores de tand en los geles acidos de leche indica que se favorece la relajacion
de enlaces en el gel, lo cual conlleva al colapso de la red y a la exudacién del
disolvente (Lucey, 2001).
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En trabajos recientes se ha relacionado la reologia con la microestructura de los
geles acidos de leche en presencia de gelana al 0.05% con y sin calcio adicionado
a la formulacién previo a la acidificacion con glucono-delta-lactona (Trejo-
Guerrero, 2010). Los geles de leche (12% solidos) en presencia de gelana fueron
mas rigidos que los geles en ausencia de este polisacéarido. La adicion de 3mM de
CaCl, a los geles leche-gelana no afecto la rigidez del sistema (G’). La Figura 4
muestra las microfotografias de los geles acidos de leche en presencia de gelana
y los correspondientes a leche y gelana solas, determinadas por microscopia
confocal de barrido laser llevadas a cabo por Trejo-Guerrero (2010). En los
sistemas de los componentes solos se observé una red continua, aunque en los
geles de leche se detect6 menor uniformidad que en los geles de gelana, puesto

gue fue posible observar una red “burda” con espacios intersticiales (zonas

oscuras) menos uniformes a través del gel.
A C

Figura 4. Microfotografias confocal de barrido laser (60x) de geles acidos de leche. A y B)
Sistema: Leche descremada (12% s0lidos)-0.05% gelana. C y D) Sistema: Leche descremada
(12% so6lidos)-0.05% gelana-3mM CaCl,.Las zonas fluorescentes verdes revelan la presencia de
redes de gelana mientras que las zonas rojas muestran la red de caseina. Las figuras E y F son las
microfotografias de leche acidificada sola. Las figuras G y H muestran a gelana 0.05% en
presencia de 3mM de CacCl,. Se presentan dos cortes transversales a lo largo del eje z de cada
una de las muestras para identificar la distribuciéon espacial de los biopolimeros (15 uM) (extraido
de Trejo-Guerrero, 2010).

La presencia de calcio en las proporciones usadas en ese trabajo promovieron

esta asociacion generando redes fuertes que aparentemente inmovilizaron
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totalmente al agua dando lugar a un comportamiento reoldgico de gel fuerte como
se ha reportado anteriormente para gelana 0.05% con 3mM CaCl,
(Pérez-Campos, 2008). En los geles de leche en presencia de gelana se pudo
observar la gelificacion de gelana (zonas verdes) y caseina (zonas rojas)
coexistiendo en dominios ricos en cada biopolimero. En el sistema LGCa (leche-
gelana-calcio) fue evidente una red de caseina mas burda que envuelve a las
zonas gelificadas de gelana. Por otra parte, en el sistema conformado por leche y
gelana unicamente, la red de gelana parece estar entremezclada con la red de
caseina. Trejo-Guerreo (2010) describié estas observaciones como la posible
formacion de una red de gelana que cogelifica para estabilizar la red de particulas
de caseina.

Trejo-Guerrero (2010) realizé mediciones de la sinéresis espontanea de los geles
acidos de leche en presencia de gelana y concluyd al término del periodo de
observacion (16 dias): la presencia de gelana y CaCl, 3mM, redujeron la sinéresis
de los geles de leche &cida hasta en un 68%, mientras que la presencia de gelana
en ausencia de CacCl, reduce la exudacion de agua en un 59%, por lo que la
presencia de gelana fue mas determinante que la de CacCl, en los geles de leche
acidificados con glucono-delta-lactona.

Otros estudios también han mostrado que la presencia de gelana en productos
lacteos fermentados favorece la disminucion de sinéresis y este efecto es mas
eficaz cuando gelana se mezcla con pectina de alto metoxilo (Kiani et. al., 2010).
En la Figura 5 se presentan las imagenes del efecto cualitativo de la adicion de
gelana (Fig. 5a) y gelana-pectina de alto metoxilo (Fig. 5b). EI mecanismo de
accion de gelana, en la estabilizacion de caseina durante la acidificacion de la
leche, aun no se ha reportado. Algunos estudios de geles acidos de leche con
polisacaridos como K-carragenina y pectinas, han concluido que existe una capa
de polisacarido que se adsorbe en la superficie de la micela de caseina, mientras
gue el resto de polisacarido gelifica estabilizando el gel mixto (Ji et. al., 2008; Ye,

2008), la Figura 6 ilustra esta teoria.

Ingenieria en Alimentos Pagina 23



Marco Tedrico

Figura 5. Separacion de suero de muestras de “doogh” una bebida lactea fermentada irani,
después de 15 dias de almacenamiento a 5C; a) con gelana y b) con gelana y 0.25% de pectina
de alto metoxilo (HMP). Las concentraciones usadas de gelana fueron (de izquierda a derecha): 0,

0.01, 0.03 y 0.05 % (Kiani et. al., 2010).

Estabilizacién Estérica

Pecuﬂa

%/*\93

Micela de caseina

pH E.? pH4 -5
-::asaina
f-"" §3 S ¢ — —_— Precipitacion de particulas
""_.:q:“ %’ grandes

Figura 6. Modelo propuesto para la interaccion de caseinato de sodio con goma ardbiga (GA) en
un descenso del pH. Arriba, se muestra la asociacion de las moléculas de caseina formando
agregados de gran tamafio; abajo, incorporacion de las moléculas de GA en los agregados de
caseinato de sodio, dando como resultado la formacion de nanoparticulas estables (Ye, 2008).

1.10 TENDENCIAS EN PRODUCTOS LACTEOS

1.10.1 Probidticos. Fue Metchnikoff fue el primero en proponer la adicién
de bacterias como probidticos en alimentos en 1907 (Mckinley, 2005), pero

este término no se acufid hasta 1965 cuando Lilly y Stillwell lo utilizaron
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para denominar a las sustancias producidas por microorganismos que
promueven el crecimiento de otros microorganismos diferentes. En 1989,
Fuller los redefine como “suplemento dietético a base de microbios vivos,
gue afectan de forma beneficial al huésped mejorando su equilibrio
intestinal”. Una definicibn mas reciente cita que “Probidticos, son
microorganismos Vivos que cuando se consumen en cantidades
apropiadas, confieren al huésped efectos saludables” (FAO/WHO, 2002).

Para Sanchez et. al. (2009) los probidticos son microorganismos contenidos
en algunos alimentos de manera definida y viable en grado suficiente para
modificar la flora intestinal del huésped, ejerciendo asi un efecto benéfico
sobre su salud. La caracteristica principal de los probidticos es que
permanecen vivos durante su paso por el tracto intestinal sobreviviendo a
las enzimas que intervienen en la digestion, incluso pueden sobrevivir al pH
y a la acidez gastrica asi como a la bilis. En el Cuadro 3 se presenta una
lista de los principales microorganismos probioticos utilizados en leches
fermentadas.
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Cuadro 3. Microorganismos probioticos utilizados en la elaboracion de leches fermentadas
(Sanchez et. al., 2009).

Género Especie

Lactobacillus L. acidophilus (cepas LC1, Lal, La5, La7)
L. casei (cepas Shirota, GG, LGG,
Inmunitass)

L. rhamnosus CC
. johnsonii
. helveticus
. delbriieckiibularicus
. gasseri

L
L
L
L
L. plantarum
L. paracaseiparacasei
P
B

Pediococcus . acidilactici
Bifidobacterium . bifidum
B. breve
B.longum

B. adolescentes

B. infantis

B. lactis

B. animalis
Lactococcus L. lactislactis
Enterococcus E.faecium

Saccharomyces  S.boulardii

1.10.2 Los prebibticos. Los prebidticos son sustancias alimenticias que
nutren a un grupo selecto de microorganismos que habitan en el intestino.
Favorecen la proliferacion de las bacterias benéficas méas que las
perjudiciales (Guarner et. al., 2008). A diferencia de los probidticos, la
mayoria de los prebidticos se utilizan como ingredientes de alimentos en
galletitas, cereales, chocolate, cremas de untar, y productos lacteos, por

ejemplo. Los prebidticos conocidos comunmente son:

o Oligofructosa
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Inulina
Galacto-oligosacéaridos

Lactulosa

o O O o

Oligosacaridos de la leche de pecho (Guarner et. al., 2008).

Los prebidticos son ingredientes no digeribles de la dieta, que producen
efectos beneficiosos estimulando selectivamente el crecimiento y/o
actividad de uno o mas tipos de bacterias en el colon, las que tienen a su
vez la propiedad de elevar el potencial de salud del huésped (De las
Cagigas y Blanco-Anesto, 2002). Son fundamentalmente fructo y galacto
oligosacéridos. Incluida en este concepto estd la fibra dietética; que
recientemente se define como el citoesqueleto de los vegetales, una
sustancia aparentemente inerte que puede ser fermentada por algunas
bacterias, pero no desdoblada por las enzimas digestivas, por lo que resulta
imposible de ser absorbido por el huésped. Para que una sustancia sea

definida como tal, debe cumplir por lo menos los siguientes requisitos:

o De origen vegetal.
o No digerible por las enzimas digestivas.

o Parcialmente fermentada por las bacterias coldnicas.

1.10.3 Simbidticos. La combinacion de prebidticos con probidticos se ha
definido como simbidtico, la cual beneficia al huésped mediante el aumento
de la sobrevivencia e implantacion de los microorganismos vivos de los
suplementos dietéticos en el sistema gastrointestinal. Se ha descrito un
efecto sinérgico entre ambos, es decir, los prebiodticos pueden estimular el
crecimiento de cepas especificas con efectos beneficiosos para la salud. Un
ejemplo de este sinergismo lo constituye la relacién de la cantidad de fibra
dietética, en la dieta, con la microflora intestinal: una dieta pobre en fibra
puede producir cambios en la ecologia de la microflora intestinal y una

disminucion en la poblacion de Lactobacillus con aumento de bacteroides
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capaces de desdoblar los &cidos biliares secundarios en compuestos
carcinogénicos, como el deshidronorcoleno y el metilcolantreno (De las

Cagigas y Blanco-Anesto, 2002).

1.10.4 Fibra. La funcién de la fibra es incrementar el bolo fecal y mejorar
la motilidad intestinal. Algunos polisacaridos provenientes de frutos como
son los citricos principalmente, se pueden utilizar en bajas cantidades como
estabilizantes en las bebidas lacteas fermentadas entre otros productos
derivados de la leche (Figura 7).

Alimento donde se encuentra

pectinas — >  Abundantes en frutos y vegetales

Soluble — . P
polisacaridos

Fibra

. celulosa )
insolubles - —_— = Se encuentra en cereales como la avena

lignina

Figura 7. Tipos de fibra y algunos ejemplos.

1.10.5 Lacteos enriquecidos con vitaminas y minera  les. La industria ha
optado por enriquecer los productos lacteos fermentados con vitaminas
como la A, D y el complejo B, ademas de minerales como el calcio o hierro,
esto muchas veces para suplir las pérdidas que se suscitan durante el
procesamiento de los productos, un ejemplo muy comun es la pérdida de

las vitaminas liposolubles al descremar la leche.

1.10.6 Fitoesteroles (esteroles y estanoles vegeta les). Los fitoesteroles
y sus formas reducidas, los fitoestanoles, son esteroles de origen vegetal
ampliamente distribuidos en la naturaleza y cuya estructura es muy similar
a la del colesterol. Desde hace afios se conoce que estos esteroles
producen efectos hipocolesterolémicos cuando son ingeridos en el rango de
1-3 g/dia, por lo cual se les considera como importantes aliados en la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares, siendo su consumo

indicado para individuos con hipercolesterolemias leves o moderadas. El
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efecto hipocolesterolémico de los fitoesteroles y de los fitoestanoles es
atribuido a tres acciones metabdlicas: inhiben la absorcién intestinal de
colesterol por competencia en la incorporacion del colesterol a las micelas
mixtas; disminuyen la esterificacion del colesterol en los enterocitos al
inhibir la actividad de la enzima acilCoA-colesterol-acil transferasa, y
estimulan el eflujo de colesterol desde los enterocitos hacia el lumen
intestinal al aumentar la actividad y la expresién de un transportador de tipo
ABC. La accion conjunta de los esteroles y/o estanoles sobre estos
mecanismos produce una disminucién del colesterol total plasmético y del
colesterol-LDL, sin modificar los niveles del colesterol-HDL. Los
fitoesteroles y fitoestanoles constituyen un modelo muy adecuado para el
desarrollo de alimentos funcionales. Actualmente en diferentes paises se
comercializan leches, jugos, yogurt y margarinas que contienen ya sea

fitoesteroles o fitoestanoles (Valenzuela y Ronco, 2004).

1.10.7 Otros ingredientes utilizados para enriquece r los productos

lacteos. Jalea real, Aloe vera, tila, melisa, proteinas de soya o acidos
linoleicos conjugados (CLA) entre otros. Cada uno de ellos dota a las
leches fermentadas propiedades afiadidas determinadas, convirtiéndolas en
“revitalizantes”, “relajantes”, *“benéficas para la piel” o incluso

“adelgazantes”.

1.11 RUTAS METABOLICAS DE CULTIVOS INICIADORES

Los microorganismos cubren sus necesidades energéticas por diferentes vias, por
ejemplo el sistema citocromo de transporte de electrones, las enzimas de las rutas
anapleroticas, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos o la fermentacion. Las bacterias
acido-lacticas no poseen ninguno de los primeros tres sistemas antes
mencionados, por lo que soOlo pueden obtener la energia a partir de la

fermentacion de los hidratos de carbono; siendo la lactosa el Unico azUcar
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presente en la leche y utilizado para este fin por los microorganismos iniciadores

(Tamime y Robinson, 1991).

Una fermentacion es una reaccion de oOxido-reduccion interna equilibrada en la
gue algunos atomos de la fuente de energia (donador de electrones) se reducen
mientras otros se oxidan, y la energia se produce por fosforilacion a nivel de
sustrato. Una ruta bioquimica muy utilizada para la fermentacién de la glucosa es
la glucdlisis, también denominada via de Embden-Meyerhof en atencién a sus
descubridores (Madigan et. al., 2006).

La fermentacion acido lactica homofermentativa es aquella donde el azlcar es
metabolizado via glicolitica o por el sistema Embden-Meyerhof. Las siguientes

enzimas son claves en la fermentacion (Walstra et. al., 1999):

a. Aldosas . Necesarias para hidrolizar las hexosas disponibles del
gliceraldehido-3-P.

b. Piruvato quinasa (PK). Esencial para la formacion de piruvato a
partir de fosfofenol piruvato (PEP) (el PEP también pierde su
capacidad de fosforilacion en el sistema fosfotransferasa (PTS)

c. Lactato deshidrogenasa (LDH), esencial para la produccion de

acido lactico a partir de piruvato.

La actividad de estas enzimas se encuentra regulada por la fermentacién del
azucar, los factores mas importantes que se ven envueltos en este proceso son:
a. Formacion de PEP activando el desdoblamiento del azlcar por el
sistema PEP/PTS.
b. Metabolitos intermediarios en la fosforilacion en la formacion de
3-P, como hexosa difosfato, activacion de PK y LDH.
c. NADH, formado durante la hidrolisis de gliceraldehido-3-P, que

puede ser oxidado a &cido lactico para la produccion de piruvato.
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Los resultados de estos factores son esenciales para las bacterias
homofermentativas de acido lactico, comportandose como “una bomba de acido
lactico”; si la glicolisis es 6ptima, ellas pueden convertir del 90% al 95% de los
azucares en acido lactico. Si la glicdlisis es minima, especialmente si no queda
azucar, la formacion de hexosa difosfatos decrece. A causa de esto, la actividad

del PK'y LDH decrecen también.

Por otro lado, la acumulacion de fosfato inorganico en las células disminuye parte
de la actividad del PK presente. Como resultado de esto se obtiene la acumulacién
de PEP sobre los precursores 3-fosfo y 2-fosfoglicerol (PEP potencial). Cuando el
azucar se encuentra disponible de nuevo, el contenido de fosfatos inorganicos
decrecen y el potencial PEP es inmediatamente utilizado en su totalidad por los
azucares que aumentaron. La Figura 8 esquematiza los mecanismos mas

utilizados por las bacterias &cido lacticas en la fermentacion de lactosa a acido

lactico.
Laclococcus eremoris Streplococcis hermopliilius
Lactococcus factis Lactobacilfus bulparicns
Lactococcus diacetylactis Lactobacillis helveticus
Lactobacilluz casei Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus
Lactosa Laciosa Galactosa !
I | I Medio Extenor
PEP/PTS Permease KMembrana microbdana
+
Lactosa - P Lactosa ;
I I Citoplasma

4 (P-B-galscosidasa) § &  (B-palactosidasa) 4

Galactosa.6P S
L ! ] (P-fructo quinasa)
L L
Ditvideo! — 3P Gliceraigehigo
Acalone =P = % (Piruvato quinasa)

Piruvato

fLaciaio deshidrogenasa)

{ Acido Lactico )

Figura 8. Mecanismos mas utilizados por las bacterias acido lacticas en la fermentacion de lactosa
a acido lactico; PEP/PTS: Fosfofenol Piruvato: Sistema de AzUcar Fosfotransferasa (Farnworth,
2008).
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1.12 EL YOGURT Y SUS BENEFICIOS

Probablemente el yogurt es la bebida mas popular dentro de los lacteos
fermentados, debido a su composicién variada (componentes grasos y materia
seca) o bien por los ingredientes que pueden ser agregados como frutas, azucar,
agentes gelificantes (Walstra et. al., 1999). La flora del yogurt consiste en

bacterias acido lacticas termofilas como Streptococcus thermophilus vy

Lactobacillus delbrueckii spp. Para promover un sabor agradable, es necesario

agregar la misma cantidad de ambas cepas. Estas cepas poseen un efecto que
estimula el crecimiento una de la otra. Los bastones dan paso al crecimiento de
los cocos para la formacién de pequefios péptidos y amino acidos, donde uno de
los aminoacidos mas importantes es la valina (Walstra et. al., 1999). Segun la
definicion de la FAO-OMS (2002): “el yogurt es una leche coagulada obtenida por
la fermentacién acido lactica, debida a Lactobacillus bulgaricus y a Streptococcus

thermophilus agregados a la leche”. Segun el reporte de la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT 2006). el yogurt es la bebida lactea fermentada mas
consumida por los nifios mexicanos, pues el 35% de los niflos menores de 5 afos
de edad lo consumen con frecuencia, esto debido a que es una excelente fuente
de calcio (11%) y de zinc (8%), minerales importantes en la edad preescolar entre
otros minerales y nutrientes propios de la leche. EI consumo de yogurt en México
es relativamente bajo. En adultos mexicanos es del 26%, el consumo per capita es
de 18.4mlL/dia; registrandose el mayor consumo en las regiones urbanas
(ENSANUT 2008).

El yogurt contribuye al buen funcionamiento del aparato digestivo, a preservar y
mejorar la salud digestiva. Del 20 al 40% de los microorganismos del yogurt logran
sobrevivir a los diversos obstaculos por los que atraviesan durante el paso por el
tracto intestinal, como la acidez intestinal, y la accion de las sales biliares, y logran

adherirse a las mucosas intestinales (Farnworth, 2008).

Segun Farnworth (2008) diversos estudios han demostrado que existen las
suficientes pruebas para que los probidticos sean utilizados como un tratamiento

para desordenes gastrointestinales incluyendo:
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1. Un incremento en la tolerancia de yogurt comparado con la leche en

personas que padecen intolerancia a la lactosa.

2. Saccharomyces boulardii, Lactobacillus y Enterococcus faecium SF 68,

previenen o disminuyen la duracion de tratamientos con antibiéticos en

casos de diarrea.

3. S. boulardii previene recaidas en dafios causados por Clostridium asociados

con diarrea.

4. El uso de Lactobacillus rhamnosus GG en bebidas lacteas fermentadas,

disminuye las diarrea en nifios con rotavirus enteritis (y probablemente con

algunos otros padecimientos gastrointestinales).

5. Los probidticos ayudan a mejorar la respuesta del sistema inmunolégico
ante la presencia de virus, bacterias, parasitos, hongos, e incluso el polen en
diversas areas como la piel, sangre, pulmones, tracto gastrointestinal.
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2. IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

2.1 JUSTIFICACION

En la actualidad los productos lacteos fermentados han tomado auge en el
mercado debido a su versatilidad al ser comercializados en sus diferentes
presentaciones, dentro de los cuales podemos mencionar los quesos tipo petit
suisse, postres y bebidas fermentadas como el yogurt; ademas de las propiedades
funcionales que se les han atribuido. Sin embargo, estos productos presentan
frecuentemente “defectos” tecnolégicos que muchas veces llegan a causar el
rechazo del consumidor. El mas frecuente de ellos es la sinéresis, que se describe
como la tendencia que presentan los geles a exudar el disolvente ligado a las
macromoléculas (proteinas y polisacaridos) que conforman la red (Aguilera, 1995).
Las causas que generan la sinéresis de geles de leche no son aun definidas, sin
embargo, se ha asociado a defectos en la formacion del gel durante el proceso de

gelificacion o a una contraccion de éste por efecto del envejecimiento.

La formacion de geles durante la elaboracion de algunos productos lacteos
fermentados se debe basicamente a la desestabilizacion de las caseinas. Diversos
estudios han hecho énfasis en que las propiedades de los geles acidos de leche
dependen de la microestructura que éste adopte, la cual esta fuertemente
influenciada por parametros de proceso como el tratamiento térmico a la cual se
somete la leche previo a la gelificacion, la concentracion de iones en la leche, la
velocidad de acidificacion, la cual a su vez esta en funcion de la temperatura de

proceso, entre otros (Lucey y Singh, 2003).

En este sentido el desarrollo de bebidas lacteas fermentadas involucra el
conocimiento de la bioquimica microbiana imperante y la evolucién de las
propiedades fisicoquimicas para generar productos con alto valor agregado. En
este trabajo de tesis se busca caracterizar la cinética fermentativa de una bacteria

acido-lactica aislada de productos lacteos fermentados comerciales, crecida en
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leche descremada y evaluar el efecto de la gelificacion de dos polisacéridos
anidnicos (i.e. gelana de bajo acilo y pectina de bajo grado de metoxilacién) en las
propiedades reoldgicas de esta formulacion con la finalidad de contribuir al

desarrollo de alimentos funcionales.

2.2 HIPOTESIS

La gelificacion de las proteinas de la leche en presencia de polisacaridos
gelificantes como gelana y pectina de bajo metoxilo, favoreceran la estabilidad del

gel lactico durante la produccion de bebidas lacteas fermentadas.

2.3 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la cinética fermentativa de una bacteria acido-lactica crecida en
medios formulados con leche descremada y evaluar el efecto de la gelificacion de
gelana y pectina en las propiedades reoldgicas de una bebida lactea, con la

finalidad de contribuir al estudio y desarrollo de alimentos funcionales.

2.4 OBJETIVOS PARTICULARES

v Aislar e identificar a través de técnicas microbiolégicas convencionales

bacterias &cido-lacticas a partir de productos lacteos comerciales.

v' Caracterizar la cinética fermentativa de una bacteria lactica aislada, en

medios formulados con leche descremada de vaca.

v' Determinar el efecto de la concentracién de dos polisacaridos anidénicos
(gelana, pectina de bajo metoxilo) en la cinética de la gelificacion &cida de la
leche, a través de la evaluacion de las propiedades viscoelasticas (modulo de
almacenamiento [G’] y médulo de pérdida [G”]), la evaluacion del pH, acidez

titulable, durante el proceso fermentativo de una bebida lactea fermentada.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Medios de -cultivo. Para reactivar y -cultivar las bacterias
acido-lacticas se utilizo el medio M1 consistente en: 6.5% de caseinato de
sodio (Lactoprot, lote 61038), 6.5% de lactosa (Fluka, lote 419518), 1% p/v
de extracto de levadura (Bioxon), 0.1% v/v Tween 80 (monoleato de
polioxitilenosorbitan) (Merck), 1.1g/L de Na,HPO, (J.T. Baker, lote G22149),
1.2g/L de KH,PO, (J.T. Baker, lote B36C10), 0.01% p/v de carbonato de
sodio (comercial). Se adicionaron 30g/L de agar bacterioldgico (Reasol) al
medio M1 para preparar medio sélido (i.e., M1S).

3.1.2 Leche, polisacaridos. Para la formulacion de las bebidas lacteas se
utilizé leche descremada en polvo (American Dairy): 33.73% de proteina,
3.8% de humedad, sin presencia de antibidticos (en la Figura 9 se presenta
la prueba de deteccion de antibiéticos usando el kit comercial Delvotest®);
gelana desacilada grado alimenticio (Kelcogel®, CPKelco, Lote 4EQ0783A),
pectina citrica de bajo metoxilo (GENU® Pectin, CPKelco, Lote S43129).

o) ]

Figura 9. Prueba de antibiéticos a) prueba por realizar, b) prueba negativa de presencia de
antibioticos en leche.
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3.2 METODOS

3.2.1 Aislamiento y purificacion de bacterias &cido  -lacticas. Se
utilizaron 4 bebidas lacteas fermentadas comerciales, a las cuales se les
nombré de forma arbitraria: Lac 1 (proveniente de yogurt Lala"®), Lac 2
(proveniente de bebida fermentada, YakultV%), Bio (proveniente de bebida
fermentada, BioSvelty™?) y Jsik (proveniente de yogurt Yoplait"F); de estas
muestras se aislaron bacterias acido-lacticas (BAL) a través del método de
estriado en placa en el medio de cultivo M1S. Las placas estriadas se
incubaron a 30C durante 48 h. De una caja Petri, s e tomd una colonia con
un asa bacterioldgica estéril y se suspendié en medio M1, el cual se incubo
a 30T durante 24 h y 200 rpm en una incubadora orbital (Barnstead/
lab-Line). Concluido el crecimiento se verifico la morfologia de las bacterias
a través de observaciones al microscopio (Nikon Eclipse 80i) de
suspensiones bacterianas, usando azul de metileno como colorante de
contraste. Este proceso se repiti6 4 veces mas, con la finalidad de obtener

cepas puras.

3.2.2 Conservacion de las cepas aisladas. Al medio M1 con el
crecimiento bacteriano se adiciono, bajo condiciones aseépticas, glicerol
esteéril, generando una mezcla al 30% glicerol. Esta mezcla se distribuy6 en
tubos estériles Eppendorf de 1.5 mL con una pipeta dosificadora
automatica, se taparon los tubos y se envolvieron en papel aluminio,
después se colocaron en el refrigerador a 4C durante una hora,
posteriormente en el congelador a -8C durante una hora mas, para
finalmente someterlos a ultracongelacion (-80C) para su conservacion. Los
tubos Eppendorf preparados se llamaran en lo sucesivo “viales de

conservacion”.
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3.2.3 Reactivacion de cepas conservadas. Se prepararon 100 mL de
medio M1 y se distribuyé en dos matraces Erlenmeyer de 100 mL, los
cuales se esterilizaron. Los matraces con medio M1 estéril se inocularon
cada uno con 1 vial de conservacion, esto se realiz6 bajo condiciones
asépticas en wuna campana de flujo laminar. Los viales fueron
descongelados y homogenizados previo a la inoculacion. Los matraces
inoculados se incubaron a 30T durante 24h a 200 rp m en una incubadora
orbital, la apariencia del medio de cultivo después de 24h se muestra en la
Figura 10.

Figura 10. Medio M1 con crecimiento de bacterias acidolacticas.

3.2.4 Formulacion de bebidas lacteas. Se formularon dos tipos de
bebidas lacteas con leche descremada en polvo reconstituida al 8% de
sélidos y un polisacarido gelificante: gelana o pectina, ambos al 0.02%. En
el Cuadro 4 se presenta la matriz experimental con la formulacion utilizada

para cada uno de los tratamientos.

Cuadro 4. Descripcién de tratamientos usados en las cinéticas de gelificacién.

Sistema Leche Pectina Gelana In6culo
(% p/p) (% p/p) (% p/p) (% viv)
Blanco 8 1%
Leche-0.02% gelana 8 e 0.02 1%
Leche-0.02% pectina 8 0.02 e 1%
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Para la formulacion en cada sistema, el polisacarido se disolvio
completamente en agua destilada =30C, la leche en polvo se adicion6 a
esta solucidon, mezclando para evitar la formacibn de grumos. Se
prepararon 2L de cada tratamiento. Una vez incorporada la leche, la mezcla
se calentd hasta 85C, manteniendo esta temperatura durante 30minutos.
Concluido el calentamiento, la mezcla se enfrié paulatinamente hasta 40<C,;
a esta temperatura se inocul6 la leche con 1% v/v del medio M1 con la cepa

reactivada, lo cual corresponde a =2 a 4x10°UFC/mL.

3.2.5 Cinética del proceso de fermentacidbn . Las cinéticas consistieron
en monitorear las variables que determinan la evolucién de la fermentacién
acido-lactica tales como: pH, acidez titulable, produccion de biomasa y
propiedades viscoelasticas, durante las primeras 4 horas de la
fermentacion. La evolucion de las propiedades viscoelasticas se continud
hasta 6h después del inicio de la fermentacion, buscando que los médulos

viscoelasticos llegaran al estado estacionario.

3.2.5.1 Preparacion, etiquetado de las muestras y f ermentacion.
Inmediatamente después de la inoculacion, el volumen total de cada
tratamiento fue distribuido en frascos de vidrio (Figura 11) acondicionados

para la fermentacion (diametro interno=4.5cm, altura= 9cm).

Figura 11. Frascos acondicionados para las unidades experimentales utilizadas durante las
cinéticas fermentativas.
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Cada frasco contenia 100mL y fueron etiquetados de la siguiente manera:
3 frascos con ty, 4 frascos con t;, 4 frascos con t, 4 frascos con t3 y 4 frascos
con ty; las cuales fueron usadas para determinar acidez, pH y biomasa en los
tiempos 0, 60, 120, 180 y 240 minutos, respectivamente. La fermentacion se
llevo a cabo a 40C en un bafio Maria durante 4h. En la Figura 12 se muestran
las unidades experimentales durante la fermentacién. Se realizaron 2

fermentaciones no simultaneas para cada tratamiento.

Figura 12. Fermentacion de bebidas lacteas formuladas con leche descremada, gelana y
pectina respectivamente.

3.25.2 Cinética de gelificacion, evolucion de las propiedades
viscoelasticas. De forma paralela a la preparacion de las unidades
experimentales, inmediatamente después de la inoculacion, se tomaron 7mL
de la muestra inoculada y se colocaron en la geometria de cilindros
concéntricos de doble pared de un redmetro (AR2000, TA Instruments), la
cual previamente se habia calentado a 40C. Se real izaron determinaciones
de cizalla oscilatoria de baja amplitud a temperatura constante (temperatura
de incubacién= 40%C) y frecuencia de oscilacién de 1rad/s. Las variables de
estudio fueron el médulo de almacenamiento (G’) y el modulo de pérdida
(G"). Al inicio del experimento se mantuvo la torca en su valor minimo
accesible por el equipo, después de iniciada la gelificacion del sistema, la
torca del redometro se incrementd manualmente de tal forma que las

determinaciones se realizaron dentro de la zona lineal de viscoelasticidad
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(deformaciones < 1%). Las determinaciones se llevaron a cabo durante 6h,
refiriendose a las primeras 4h de gelificacion y 2 horas méas para permitir que
los médulos G’y G” se estabilizaran.

3.2.5.3 Cinética microbiana: produccion de acido |  &ctico . La evolucion
de la produccion de acido lactico a lo largo de la fermentacion de las
bebidas lacteas formuladas, se determiné por titulacion con NaOH 0.1N con
fenolftaleina como indicador. La determinacion de acidez se realiz6 cada

hora por duplicado en cada fermentacion.

3.2.5.4 Cinética microbiana: evolucion del pH.  La evolucién del pH a lo
largo de la fermentacion se determiné por medicién directa con un
potenciometro (Orion modelo 420A) previamente calibrado. Las
determinaciones se realizaron cada hora por duplicado en cada

fermentacion.

3.25.5 Cinética microbiana: evolucion de  biomasa. Se
cuantificaron las UFC/mL durante la fermentacion, tomando una muestra
cada hora, esto se hizo por el método de placa vertida usando el medio
M1S. En la Figura 13 se esquematiza el procedimiento. Las placas
inoculadas se incubaron 48h a temperatura ambiente (22-25C).
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Figura 13. llustracion del Método de placa vertida realizado durante este trabajo.

3.3 PROPIEDADES REOLOGICAS DE BEBIDAS FERMENTADAS

Se evaluaron las propiedades viscoelasticas de los geles de leche fermentada,
obtenidos una vez concluido el proceso de fermentacidon. Las determinaciones se
realizaron a 40C, después de haber concluido el proceso de gelificacion (4h de
fermentacion y 2h de estabilizacion). Las pruebas se realizaron dentro de la zona
lineal de viscoelasticidad lineal, la cual se confirm6 con un barrido de deformacion

en las muestras.

3.4 EVALUACION CUALITATIVA DE SINERESIS

Después de la cinética fermentativa, las muestras se refrigeraron a 4°C durante 15
dias. Durante este lapso de tiempo los geles no fueron perturbados
mecanicamente (el refrigerador permanecié cerrado, sin moverse). Al término del
periodo de refrigeracidon se observaron los sistemas para evaluar cualitativamente

el grado de sinéresis que presentaron.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

Se aislaron 4 bacterias &cido lacticas (BAL) de productos comerciales. De acuerdo
a la informacioén técnica de los productos de procedencia (Lala“®; Sigma
Alimentos™?;Yakult™?; Nestlé™?, asi como a las caracteristicas morfolégicas
observadas al microscopio, tanto de las células bacterianas como de las colonias

crecidas en medio M1S, las cepas se identificaron como:

Lac 1: Streptococcus thermophillus

Lac 2: Lactobacilluscasei shirota

Bio: Lactobacillus Lal.

Jsik: Streptococcus thermophillus

Las BALs se resembraron por estria cruzada en medio M1S, al menos por 3
ocasiones mas, para asegurar pureza. En todos los casos, los microorganismos
aislados al crecer en medio M1 desarrollaron aromas agradables caracteristicos
de los productos de los cuales fueron aislados.

Mediante un seguimiento cualitativo, se observd que el aislado Bio involucraba
aparentemente a dos microorganismos morfolégicamente distintos: al observar las
colonias en medio M1S, algunas de ellas presentaban forma circular-convexa de
color blanco, opacas y de apariencia cremosa; mientras que otras se tornaban
amarillentas y traslicidas desarrollandose éstas ultimas alrededor de las colonias
blancas. Se procedio a purificar hasta obtener cada una de ellas por separado. Al
microscopio se pudo observar que se trataba de una colonia de cocos (Bio),
refiriéendose a los circulos blancos y otra de bastones (Bio2) provenientes de las
manchas amarillentas, sin embargo al ser separadas los bastones no producian
aromas (evaluacion sensorial) que semejaran a una bebida lactea fermentada,

mas bien su aroma fue desagradable y diferente al resto de las BALS, por esta
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razon fueron descartados del experimento; mientras que la colonia de cocos (Bio)
fermentaba el medio M1 con caracteristicas similares a las cepas Lacl, Lac2 y
Jsik. De la misma manera se observo durante este proceso que las bacterias
Lac 1 tardaban mucho mas en fermentar que las demas y al microscopio se
observé una concentracibn menor de microorganismos. Esto se comprobaba cada
vez que se sembraban en medio M1S, pues éstas proliferaban en menor
proporcion, teniendo un numero menor de UFC/mL que el resto. Cabe mencionar
gue la cepa Lac2 pertenece a un producto el cual tiene caracterizada su cepa
(Yakult), de tal manera que decidimos tomar la cepa denominada Jsik para realizar

los experimentos.

En la Figura 14 se presentan algunas fotografias de las diferentes morfologias
microbianas que se observaron a través del microscopio en comparacion con otras
similares previamente reportadas. Estas fotografias pertenecen a las cepas Jsik y
Lac2 respectivamente. En la figura mencionada, se observan similitudes
morfologicas entre 1) y 3), sugiriéndose que el aislado Jsik puede ser
S. termophilus. De acuerdo con Hernandez (2003), este microorganismo puede

desarrollarse en pH altos y al fermentar la lactosa alcanza pH menores a 5.5 (lo
cual coincide con las caracteristicas de las cinéticas fermentativas realizadas).
Esta bacteria producen compuestos volatiles, a diferencia de L. bulgaricus. Cabe
mencionar que el desarrollo de este microorganismo es posible a temperaturas
cercanas a 40°C, que fue la temperatura que se utilizd durante las cinéticas de

fermentacion.
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Figura 14. Fotografias tomadas durante la fase experimental de este trabajo de investigacion
1) Colonias de cocos pertenecientes a la cepa denominada Jsik utilizada en las distintas
formulaciones para realizar las cinéticas fermentativas; 2) Bastones que corresponden a la cepa
Lac2 obtenidas durante el proceso de aislamiento y purificacion de las cepas. Micrografias
electronicas de yogurt natural mostrando 3) un grupo de cocos S. thermophilus y 4) una colonia de
bastones (L. Delbrueckii subsp. bulgaricus)(Microfotografias de yogurt tomadas de Tamime, 2006).

4.2 CINETICA DEL PROCESO DE FERMENTACION

4.2.1 Evoluciéon de las propiedades viscoelasticas. En la Figura 15 se
presenta la evolucion de los médulos viscoelasticos, G' (modulo de
almacenamiento) y G” (mdédulo de pérdida), durante el proceso de
fermentacion de los sistemas estudiados en este trabajo. Al inicio de la
fermentacion los valores de G’ y G” son muy bajos, G">>G’, caracteristico
de sistemas fluidos sin entrecruzamientos entre macromoléculas. En los

tres sistemas se observa que a medida que avanza la fermentacién, G’
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incrementa hasta igualarse a G” y posteriormente G’>G”, lo cual define la
presencia de una red macromolecular en donde el caracter solido o elastico,
representado por G’, predomina sobre el caracter viscoso representado por
G”. En este trabajo se usa el punto donde G'=G” (i.e. tand=1) como criterio

para definir el punto de gelificacion.

En el Cuadro 5 se resumen los valores de pH, acidez, tiempo y G’ en el
instante de la gelificacién. Con las condiciones usadas en la fermentacion
(i.e. cantidad de in6culo, temperatura), los tres sistemas gelificaron en
tiempos relativamente largos, 11.27 a 15.38ks (3.1 a 4.3 h). La leche sin
polisacarido fue la que inicid la gelificacion tarde comparada con los
sistemas que contenian pectina y gelana, y el valor de G’ en el punto de
gelificacion fue notablemente inferior al presentado en los geles
leche-polisacéarido. Por otra parte, en la leche sin polisacarido, el pH para la
formacion de geles fue el méas bajo, lo cual indica una acidificacion
prolongada para la formacion de agregados de proteina de leche que dan
lugar a un gel de particulas de caseina fortalecidas Unicamente con la
proteina sérica desnaturalizada durante el proceso térmico aplicado a la
leche.
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Figura 15. Evolucion de los mddulos viscoelasticos, G’( simbolos grises ) y G” (simbolos negros) con respecto del tiempo, durante la
fermentacion de: a) Leche descremada 8% sélidos , b) Leche descremada 8% sélidos - 0.02% de gelana , c) Leche descremada 8%
sélidos — 0.02% pectina . Mediciones realizadas a 40°C a w= 1rad/s, usando el valor minimo de torca del equipo (T=10uN m). Sélo se
presentan los datos de una determinacion para evitar saturacion de simbolos en las graficas.
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Se ha reportado que las proteinas de suero desnaturalizadas tienen valores de pH
en el punto isoeléctrico (Pl) mas altos que las caseinas. El punto isoeléctrico de la
principal proteina del suero, (- lactoglobulina, es ~5.3, por lo tanto se ha
observado que en geles acidos de leche elaborados con leche sin ningun
tratamiento térmico previo, el pH de gelificacion de ~4.9, mientras que en la leche
calentada a temperaturas = 80 € por 30 minutos se observé la gelificacion a
pH=5.3 (Lucey et. al., 1998). Esta observacion coincide con los resultados para el

sistema testigo (pH gelificacion=5.25).

Cuadro 5. Resumen de las propiedades reoldgicas como acidez y pH que presenta cada sistema
en el punto de gelificacién y al finalizar la cinética de gelificacién, t=6h.

Leche -0.02% | Leche - 0.02%

Leche Gelana Pectina
que"ﬁcacién 5.2540.06 5.40+0.06 5.554+0.04
Acidez en el punto de
gelificacién
(% plv &cido lactico) | 0.42+0.02 0.34+0.03 0.2620.06
tgelificacion (KS) 15.38+0.59 11.65+0.46 11.27
G’ en el punto de
gelificacion (Pa) 0.02+0.018 0.1040.0202 0.07+0.00
G’, t= 6h (Pa) 101.854£59.96 192.25+20.58 235.3
tand, t=6h 0.21+0.072 0.20+0.08 0.42
pH, t= 6h 4.87+0.54 4.5210.27 5.38+0.04
Acidez, t= 6h
(% p/v acido lactico) 0.22+2.56 0.48+0.25 0.39+0.04

El sistema Leche—0.02% pectina fue el que presentd los tiempos mas cortos de
gelificacion y presentd valores de G’ de 0.07 Pa en el punto de gelificaciéon. Sin
embargo en este sistema la evolucibn de ambos moddulos viscoelasticos fue
similar, G’ fue mayor a G” pero la diferencia entre ambos médulos fue pequefia,
incluso al final de las pruebas reoldgicas (t=6h). Este sistema fue el que presentd
mayor dependencia de los moédulos con el tiempo; en las ultimas 2 horas del
experimento, los modulos tienden a incrementar, los valores finales de los
modulos fueron G’y = 235.3 Pa y G’ = 97.99 Pa (i.e. tand=0.42). Estos valores
altos de tand indican la presencia de geles suaves o sistemas macromoleculares

entrecruzados.
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El sistema leche -0.02% de gelana tard6 10 minutos mas en gelificar que el
sistema leche-0.02% pectina, aunque G’ en el punto de gelificacion fue
ligeramente superior. Al final de la fermentacion (t=6h), el sistema leche-gelana
presento valores de G menores al sistema leche-pectina pero los valores de tand
fueron notablemente inferiores, lo cual indica que la gelificacion de la leche en
presencia de gelana genera geles menos rigidos pero mas elasticos. Al termino de
la cinética de gelificacidon, se observa que los médulos G’ y G” se estabilizan en el
sistema leche-gelana, mostrando una disminucion importante en el modulo de
pérdida, G"= 38.42Pa en comparacion al moédulo de almacenamiento G'+=
192.25Pa.

Algunos autores han definido la formacion de un gel alimentario a partir del valor
de tand. Un gel “fuerte” o “verdadero” tendra valores de tand<0.1, un gel suave o
débil 0.1<tand<1, mientras que valores de tand>1 indican la ausencia de una red
macromolecular o entrecruzamientos entre cadenas poliméricas (Clark y Ross-
Murphy, 1987). Por otra parte, en geles de leche se ha correlacionado el
comportamiento de tangente de delta con la estabilidad de los geles de leche
durante su envejecimiento, se ha sugerido que valores altos de este parametro
reflejan relajacion de enlaces y mayores posibilidades de reacomodos
estructurales en los geles (Lucey 2001). Por lo tanto los geles que presentaron
valores mas altos de tand al finalizar la gelificacion, pueden ser menos estables y
traducirse en “defectos tecnoldgicos” durante su almacenamiento, tales como la
exudacion de suero (sinéresis). En este sentido, los geles elaborados con leche
sola fueron los mas suaves (G’ menor) y los elaborados con leche-pectina
resultaron mas rigidos, pero con mayor dependencia con el tiempo y con menor
estabilidad (tand=0.42). Es decir, los modulos parecen incrementarse
continuamente y probablemente los geles envejecidos sean mas estables (tand
menores), sin embargo, no se evaluaron las propiedades reologicas de los geles

con el tiempo de almacenamiento.

Ingenieria en Alimentos Pagina 49



Resultados y Discusion

La adiciéon de polisacaridos anionicos, en las bajas concentraciones evaluadas en
este trabajo (i.e. 0.02%), reducen en mas de una hora el tiempo de gelificacion de
la leche y fortalecen la red de proteinas de la leche, lo cual se evalu6é con los
valores de G’ al finalizar la gelificacion. La adicion de gelana a la leche, un
polisacarido que forma geles muy rigidos a medida que se incrementa la
concentracion de éste o la concentracion de iones (Rodriguez-Hernandez et. al.,
2003; Pérez-Campos, 2008), incrementd la rigidez de los geles de leche (G'=192
Pa), sin afectar la estabilidad de éstos (tand=0.2). El pH y la acidez de estos geles
al finalizar la fermentacion (t=6 h), denota una velocidad de acidificacion mayor en
este sistema, la cual no afectd la estabilidad de los geles, evaluada a través de
tand (en secciones posteriores se verificard si esta velocidad de acidificacion

promueve mayor sinéresis en el gel).

De acuerdo al mecanismo de gelificacion de gelana (Grasdalen y Smidsrad, 1987)
y al de las proteinas de la leche (De Kruif, 1997), discutida en secion 1.4;
posiblemente, existié un efecto cooperativo durante la fermentacion. A medida que
se incremento la cantidad de &cido lactico producido por las bacterias lacticas, la
micela de caseina se desmineraliz6 (De Kruif, 1997), incrementando la
disponibilidad de iones en el medio acuoso (entre ellos Ca*"), los cuales
promueven la formacion de entrecruzamientos gelana-gelana, dando origen a
redes de gelana progresivamente mas rigidas a medida que avanza la
fermentacion y con ésta, la gelificacion de las proteinas de la leche. En trabajos
previos se ha demostrado la cogelificacion de proteinas de la leche con gelana al
incrementar la acidez del medio (Trejo-Guerrero, 2010). Los geles de leche
(12% solidos) en presencia de 0.05% gelana, acidificados con glucono-delta-
lactona se describieron por Trejo-Guerrero (2010) como “redes gelificadas de
gelana que se refuerzan con el calcio liberado de la micela durante la acidificacion,
generando geles mixtos con particulas de caseina embebidas en una red densa

de gelana”.
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4.2.2 Cinética microbiana: producciéon de &cido lact ico, evolucion del pH y

biomasa.

En la Figura 16 se presenta la cinética de pH y produccion de acido lactico durante
las fermentaciones. En los tres sistemas los valores de pH y acidez fueron
similares al momento de la gelificacion (Cuadro 6). La velocidad de acidificacion
en Qac. iactico/L ks fue de 0.16, 0.22 y 0.13 para leche, leche-gelana y leche pectina,
respectivamente. Posiblemente, la baja velocidad de acidificacion en el sistema
leche-pectina genero geles “jévenes” que no se estabilizan al final del experimento
(6 h). Este sistema siempre fue mas fluido que el compuesto por leche-gelana, su
consistencia incrementé al envejecer el gel formado, pero no se realizaron
determinaciones viscoelasticas en funcion del tiempo de almacenamiento para
comprobar esta hipotesis. Estas diferencias en la velocidad de acidificacion
pueden ser debidas a la actividad microbiana, es importante recordar que los
experimentos no se realizaron simultaneamente, éstos fueron llevados a cabo de
forma aleatoria en dias diferentes, debido al tiempo requerido en cada uno de
ellos. De acuerdo a la Figura 17, la cuenta viable al inicio de la fermentacion en los
tres sistemas, fue del orden 2-3x10° UFC/mL. En la primera hora de fermentacion,
en los tres sistemas no se observd un crecimiento importante. A partir de la
segunda hora de iniciada la fermentacion, se observo el crecimiento paulatino
hasta llegar a valores de ~4x10%, ~1x10° y ~3x10® UFC/mL en los sistemas leche,
leche-gelana y leche-pectina, respectivamente. Es evidente que el sistema leche-
gelana fue el que presentd mayor crecimiento bacteriano, incrementando la acidez
del medio y generando los valores mas bajos de pH al finalizar la fermentacion
(t=6 h).
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Figura 16. Evolucion del pH () y acidez (A) durante la fermentacion de leche descremada; a) Leche 8% solidos, b) Leche 8% sélidos -
0.02% de gelana, c) Leche 8% sdlidos — 0.02% pectina. Mediciones realizadas a temperatura ambiente cada 60 minutos.
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Figura 17 . Evolucién de biomasa durante la fermentacién de a) Leche 8% solidos, b) Leche 8% sélidos - 0.02% de gelana, ¢) Leche 8%

sélidos - 0.02% de pectina.
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4.2.3 Propiedades reolégicas de bebidas fermentadas . En la Figura 18
se muestran los espectros mecanicos dinamicos obtenidos de las diferentes
formulaciones al finalizar la cinética de gelificacion (t= 6h). Los valores de
G’ y G” corresponden a geles que han envejecido ~2h después del gelificar.
El comportamiento de los modulos viscoelasticos del sistema testigo y
leche-0.02% gelana se describe como geles “verdaderos” cuyos maédulos
tienen poca dependencia con la frecuencia de oscilacion, como se describe
con los valores de las pendientes en el Cuadro 6. En contraste, los geles de
leche-0.02% pectina presentaron valores inferiores de G’ y G” y estos

maodulos fueron dependientes con la frecuencia.

En la Figura 18 también se presentan los valores de tand de los geles
obtenidos en cada sistema después de la cinética de gelificacion. Este
parametro identifica a los geles como “geles suaves” (i.e tan®>0.1). Los
elaborados con leche-0.02% pectina presentaron los valores mayores de
tand, lo cual indica que en este sistema existe una mayor tendencia al
caracter liquido. Las propiedades viscoelasticas de este gel pueden
traducirse en defectos tecnoldgicos como geles mas quebradizos y con
mayor tendencia a fluir, lo cual puede dar lugar al efecto de sinéresis

durante el envejecimiento del gel.

Cuadro 6. Valores de las pendientes de G'=f(w) y G"=f(w). Los valores de n y m corresponden a
las pendientes de G’ y G”, respectivamente.

Blanco 0.1146 0.1278
Leche — 0.02% gelana 0.1116 0.1206
Leche -0.02% pectina 0.2598 0.2580

Lucey et. al. (1998b) en el estudio que realizaron para observar el
comportamiento de la gelificacion con respecto al tratamiento térmico
aplicado y el porcentaje de grasa que contiene la leche; muestran graficos
de espectros mecanicos similares a los que se obtuvieron en este trabajo
de investigacion, la razon es el tratamiento térmico que se dio a las

formulaciones utilizadas (80°C-30min), el trabajo de Lucey et. al. (1998b),
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concluye que el tratamiento térmico es mas importante en la formacion de
geles que el contenido de grasa, ya que la finalidad del tratamiento térmico
es disponer a las proteinas de manera que al ser desnaturalizadas, facilita
el acomodo de éstas para formar una red que mas tarde representara el gel
acido de proteina; de esta manera obtenemos geles suaves muy similares

al yogurt con valores de G’ cerca a los 400Pa.
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Figura 18. Espectro mecénico dinamico de geles de leche acidificada, G’(circulos ), G” (cuadros) y tand (triAngulos ). Sistemas: a) Leche 8%
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4.2.4 Evaluacion cualitativa de sinéresis. Se realiz6 la evaluacion
cualitativa de sinéresis, refrigerando al menos 3 unidades experimentales
de cada sistema después de finalizar la incubacién, evitando perturbarlos
durante el almacenamiento. En la Figura 19 se muestra la apariencia de las
tres formulaciones al dia 15 después de haber sido elaborados y
refrigerados. Se observa una capa de suero en la superficie de cada
formulacion. El testigo (leche 8% sdlidos) y el sistema leche- 0.02% pectina
presentaron sinéresis en la misma proporcion, a pesar de la presencia de
un agente estabilizante en este Ultimo. Es importante mencionar que
durante el monitoreo de sinéresis se observé que el sistema leche- 0.02%
pectina desarroll6 una textura de “gel quebradizo”, que posiblemente
favorecié que pequefias perturbaciones, incluyendo la gravedad, generaran
la fractura del gel y por ende la liberacién del disolvente (agua+ proteinas

séricas). Otra posible razon para la generacion de sinéresis en este sistema

fue la acidificacion baja (Figura 19).

Figura 19. Sinéresis en los diferentes tratamientos al dia 15 de refrigeracion; a) leche (8% sdlidos),
b) Leche 8% sélidos - 0.02% gelana, ¢) Leche 8% sélidos — 0.02% pectina.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIO NES
POSTERIORES

5.1 CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento de una bacteria acido lactica de un producto lacteo
fermentado comercial. De acuerdo a las caracteristicas morfologicas de la colonia
y de la bacteria, asi como a las propiedades de la leche fermentada, se identifico
como Streptococcus thermophillus. Esta identificacion es congruente con la

informacion del proveedor del producto comercial fermentado.

El sistema leche-gelana fue el que presentd menor tiempo de gelificacién y mayor
crecimiento bacteriano; incrementando la acidez del medio y generando los
valores mas bajos de pH al finalizar la fermentacion (t=6 h).

Las bebidas lacteas fermentadas con la bacteria aislada presentaron diferencias
en sus propiedades reoldgicas debido a la presencia de polisacéaridos gelificantes
gue posiblemente estabilizaron la gelificacion por mecanismos diferentes. Los
geles elaborados con leche sola fueron los mas suaves (G’ menor), los elaborados
con leche-pectina resultaron més rigidos, pero con mayor dependencia con el
tiempo y con menor estabilidad (tand=0.42), mientras que los elaborados con
leche-gelana fueron mas rigidos que los elaborados con leche sola pero con
rigidez inferior a los geles leche-pectina; sin embargo, los geles con gelana fueron
mas estables con el tiempo (tan=0.20).

Los geles con gelana fueron los que presentaron menor exudacion del disolvente,
este fendmeno se correlaciond adecuadamente con las propiedades reoldgicas de
este sistema: geles mas rigidos (G'~400Pa), valores de tand ~0.2 y los médulos,
especialmente G’, fueron independientes de la frecuencia de oscilacion, lo cual

denota un gel estable con el tiempo (al menos en la escala de tiempo experimental
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de las pruebas, i.e. 100 s). Contrariamente, los geles con leche sola y leche-

pectina, presentaron mayor sinéresis durante el envejecimiento del gel.

De acuerdo a los resultados, la gelana puede ser una opcion de aditivo
estabilizante en productos lacteos fermentados, debido a su eficiencia en la

cogelificacion con las proteinas de la leche y a su capacidad de retencion de agua.

5.2 RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIONES POSTERIO RES

Con base a los resultados de este trabajo se sugiere que en futuras
investigaciones se tomen en cuenta los siguientes puntos:

a) Realizar pruebas reoldgicas de las bebidas lacteas fermentadas
periodicamente durante su almacenamiento,(i.e. 3, 6, 9, 12, 15 dias), para
caracterizar el efecto del hidrocoloide en la estabilizacion del gel con el
tiempo.

b) Realizar la caracterizacion bioquimica de las bacterias acido lacticas y su
posterior identificacién molecular.

c) Llevar a cabo analisis sensorial de las formulaciones.
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