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RESUMEN:

Desarrollar un helado con probiético (L. casei) y prebiodtico (Inulina). Utilizando leche cruda,
materia grasa, azUcares, emulsionantes, reguladores de acidez, saborizante. Se elaboraron dos
formulaciones (0.5 g y 1 g). Se realizd pruebas sensoriales y de tolerancia in vitro (Acido
clorhidrico, bilis y bacterias patégenas). Se obtuvo una viabilidad de 107 ufc/g durante 10 dias. No
existi6 cambios organolépticos. Las pruebas de tolerancia in vitro evidenciaron cierta disminucién
en el crecimiento bacteriano. L. casei, no se recomienda para esta matriz alimentaria. Se
requieren mas estudios in vivo de esta cepa. Es un producto rentable con un costo

aproximadamente de $0.70.

Palabras claves:

Probiético, prebiético, viabilidad, andlisis sensorial.
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ABSTRACT

The aim of this study is to develop an ice cream product with probiotic (L. casei) and
prebiotic (Inulin) using raw milk, fat, sugars, emulsifiers, regulators of acidity, and
flavoring. Two formulations (0.5 g and 1 g) were made. Sensory and tolerance tests
were performed in vitro (hydrochloric acid, bile and pathogenic bacteria). A viability of
107 CFU/.g was obtained during 10 days. There were no organoleptic changes. In-vitro
tolerance tests indicated some decrease in L. casei bacterial growth; which is not
recommended for this food matrix. Further in-vivo studies of this strain are required.

This is a profitable product with a cost of approximately § 0.70.

Keywords: Probiotic, Prebiotic, Viability, Sensory Analysis.
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Zufiiga Carpio Gabriela Alexandra
Trabajo de graduacion
Ing. Claudio Sanchez

“DESARROLLO DE UN HELADO CON CONTENIDO PROBIOTICO Y PREBIOTICO”

INTRODUCCION
Durante la dltima década, la demanda de alimentos y bebidas que mejoran o tiene un efecto

beneficioso sobre la salud humana ha incrementado a nivel mundial, asi tambien el aumento de
los costos sobre el cuidado de la salud, el aumento de la esperanza de vida y el deseo de una
mayor calidad de vida han dado lugar a la prevencién de enfermedades cronicas no
transmisibles(Ozen, Pons y Tur, 2012). De este modo, estas enfermedades, las mismas que
tienen como causa factores nutricionales implicitos, se ha convertido en un foco de interés tanto
en la salud publica como en la investigacion y la tecnologia asi lo indica (Olagnero et al, 2007).
Por esta razon, los alimentos con contenido probiotico y prebiotico llamados simbioticos cuentan
con mas de 500 productos en el mercado mundial durante la ultima decada y esta se esta
expandiendo continuamente(Tripathi y Giri, 2014), ya que juegan un papel importante,
proporcionando un efecto beneficioso y siendo una valiosa herramienta para la salud al adicionar

estos componentes a los alimentos habituales(Olagnero et al, 2007; Aguilera et al, 2007).

Actualmente, existe un creciente interés sobre este tema, asi una revision sistematica acerca del
consumo de este tipo de alimentos a nivel mundial, indica que en paises como Holanda, Suiza,
Bélgica, Polonia y Finlandia, su consumo va desde 3.8 a 55.9%, siendo Suiza el pais de mayor
consumo(Ozen, Pons y Tur, 2012). En EEUU, el mercado de ventas crece a un ritmo del 15%
anual y en algunos paises como Holanda, una de cada cuatro personas consume estos productos
habitualmente. Asimismo, en el mercado espafiol existen cerca de 200 tipos de estos alimentos,
y es probable que dentro de diez afios se dupliquen(Aguilera et al, 2007).

Entre los productos simbiéticos, en su mayoria, se encuentran productos lacteos (Gonzélez-
Herrera et al, 2015; Siro et al, 2008), su incorporacion en los alimento ayuda a reestablecer el
equilibrio inmunitario, incluso constituyen una estrategia para evitar alergias alimentarias y
ayudan a reponer déficits de determinadas sustancias en el organismo(Aguilera et al, 2007); asi
la elaboracion de estos productos representa uno de los segmentos de mayor crecimiento dentro
de la industria alimentaria llegando a convertirse en una de las mas importantes areas de
investigacion cientifica. Es por ello que, en la actualidad, se esta realizando una fuerte inversion
en el desarrollo de este tipo de alimentos, reflejandose este hecho en el aumento de su presencia
en supermercados(Aguilera et al, 2007; Siro et al, 2008). Sin embargo, la poblaciéon de América
Latina, en general no tiene conocimiento sobre este tema, pero en &reas urbanizadas hay un

consumidor cada vez mas consciente de la relacién existente entre su alimentacion y las
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consecuencias que puede tener para su salud, aumentando cada vez mas la demanda de

informacién y el consumo(Lajolo, 2002).

Debido a la tendencia actual de consumir estos productos(Montfort et al, 2013), cuya eleccién en
gran parte se ve condicionada por el factor econémico, el sabor, la comodidad y la simplicidad en
la preparacioén culinaria(Aguilera et al, 2007), se considera de gran utilidad adicionar probidticos
y prebidticos a alimentos como helados, pues es un producto muy consumido por la poblacién en
general, ademas de considerarse un buen vehiculo para transmitir estos elementos(Montfort et
al, 2013; Cruz et al, 2009). A pesar de que esta area ha atraido el interés por muchos afios, la
investigacién es todavia insuficiente. En nuestro pais no existe en el mercado una propuesta de
helado a base de leche con estas caracteristicas, por lo que el presente estudio pretende realizar
una formulacion de helado con probiéticos y prebidticos, el cual contengan caracteristicas que

permitan favorecer a la salud y bienestar de la poblacion.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 PREBIOTICOS

Zuiiga Carpio 3

La definicion de prebidtico fue propuesta por Gibson y Roberfroid en 1995 que aplicaron este

término a sustancias no digeribles que promueven selectivamente el crecimiento y la actividad de

un grupo de especies bacterianas beneficiosas para la salud(Gibson, Probert, et al, 2010;
Fontecha et al, 2010).

El concepto de prebiético se define por tres criterios esenciales:

1.

colon por ejemplo Bifidobacterium y Lactobacillus.

digestivas del tracto gastrointestinal alto (estémago e intestino delgado).

Debe ser una sustancia no alterable, no hidrolizable, no digerida por las enzimas
Debe ser un sustrato fermentable por un grupo o grupos de bacterias comensales del
Su fermentacién debe ser selectiva estimulando el crecimiento y/o la actividad de

bacterias intestinales asociadas a efectos saludables para el anfitrion (Aguilera et al,
2007; Gibson, Scaott, et al, 2010; Kolida, Tuohy y Gibson, 2002)

Estos tres criterios deben demostrarse por procedimientos cientificos como requerimiento

obligatorio para que una sustancia sea considerada como prebiética. La Tabla 1 indica una lista

de sustancias que han sido propuestas como prebiéticos con informacién disponible sobre los

tres criterios mencionados.

Tabla 1. Sustancias propuestas como prebiéticos

Indigerible | Fermentable | Selectivo
Inulina Sl Sl Sl
Oligofructosas Sl Sl Sl
Transgalacto-
oligosacaridos Sl Sl Sl
Lactulosa Sl Sl Sl
Isomalto-oligosacaridos | En parte Sl Probable
Lactosacarosa ND Sl Probable
Xilo-oligosacéridos ND Sl Probable
Oligosacéridos de soja | Sl Sl ND
Gluco-oligosacéaridos ND ND ND
Oligodextranos ND ND ND
Acido Gluconico ND ND ND
Gentio-oligosacéridos ND ND ND
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Oligosacaridos de

pectina Sl ND ND
Glucomanano Sl ND ND
Lactosa NO Sl NO
Hemicelulosa Sl NO NO
Almidén resistente Sl Sl ND
Oligosacaridos de

melibiosa ND ND ND
N-Acetyl-chito-

oligosacaridos ND ND ND
Polidextrosa ND ND ND
Alcohol-azlicares Variable ND ND

ND, no ha sido demostrado
Fuente: (Gibson, Probert, et al, 2010)

1.1.1 TIPOS DE PREBIOTICOS:
Los prebiéticos conocidos cominmente son:

e Oligofructosas
e Inulina
e Galactooligosacaridos

e Lactulosa

Oligofructosas (OF): se obtiene mediante la hidrélisis enzimatica parcial de la inulina, estos no
son digeridos en el intestino delgado si no fermentados por la microflora humana intestinal a
acidos grasos de cadena corta. (Lozada; Guarner et al, 2001). Esta presente de forma natural en
muchos alimentos como trigo, cebollas, bananas, miel, ajo, y puerro. La OF también se puede
aislar de la raiz de achicoria o se la puede sintetizar enziméticamente a partir de la sacarosa. La

fermentacion de OF en el colon da lugar a un gran numero de efectos fisiolégicos como:

e Aumento del nimero de Bifidumbacterium en el colon
e Aumento de la absorcion de calcio, magnesio, fosforo y hierro.

e Reduccion de los niveles de lipidos y/o colesterol en la sangre(Ogueke et al, 2010)

Esta sustancia es mucho mas soluble que la inulina y parecida al dulzor del azlGcar (Guarner et
al, 2011).

Inulina: es un producto tipo fructano que resiste al hidrolisis por parte de las enzimas digestivas,
pero se fermentan en el colon, lo que le brinda la caracteristica de no digerible. El aumento de la
biomasa fecal y capacidad de retencion de agua en las heces permite que mejore los habitos

intestinales, lo que le atribuye la caracteristica de fibra dietética(Schneeman, 1999). Esta se
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encuentra principalmente en el trigo, cebolla, platano, ajo, puerro, banana, cebada, miel y
esparrago. Entre las funciones fisiolégicas e inmunolégicas, las principales son las funciones
gastrointestinales, como la modulacién de la actividad del colon, que es cada vez mas reconocido
por jugar un papel esencial en el mantenimiento de la salud y bienestar, asi como prevenir el
riesgo de enfermedades que pueden ir desde diarrea o estrefiimiento a enfermedades crénicas

como sindrome del intestino irritable y cancer (Roberfroid, 2005).

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que es capaz de estimular el crecimiento de
Bifidobacterium y Lactobacillus, y disminuir los niveles de bacterias potencialmente patogénicas
(Gibson, Probert, et al, 2010). Se ha observado adicionalmente un incremento del 65% en la
absorcién de calcio y magnesio en el intestino grueso como consecuencia del consumo de
inulina(Lozada, 2001).

Galactooligosacaridos: son compuestos de caracter prebibtico, se obtienen generalmente
mediante transglicosilacion durante la hidrélisis enzimatica de lactosa, esta es hidrolizada o
absorbida en el intestino delgado y fermentado en el colon proximal. Los mas frecuentes de origen
vegetal son la rafinosa, estaquiosa y verbascosa. Esta presentes principalmente en las
legumbres(Fontecha et al, 2010; Guarner et al, 2011; Lozada, 2001).

Lactulosa: es un disacarido sintético derivado de la lactosa, es empleada para el tratamiento de
la constipacién y encefalopatia hepatica. Es absorbida en el intestino delgado y fermentada
rapidamente por la microflora del colon; tiene un efecto sobre la microflora humana al disminuir
las poblaciones de microorganismos patdégenos e incrementando aquellos beneficiosos (Gibson,
Probert, et al, 2010; Guarner et al, 2011)

1.1.2 Probioticos y Prebio6ticos sobre la salud
Los prebioticos y probidticos participan en las siguientes funciones en todas las etapas de la vida:

1) Funciones metabdlicas: Incremento de la absorcién de calcio, regulacién del metabolismo
hepatico de los lipidos, reduce el colesterol sérico, mejora el equilibrio de la microflora intestinal
2) Funciones defensivas: prevencion y tratamiento de infecciones gastrointestinales y prevencion

de infecciones sistémicas por translocacion bacteriana. (Aguilera et al, 2007).

1.1.3 Funciones metabdlicas:
Incremento de la absorcién de calcio: este se deriva de la fermentacion col6nica de algunos

prebidticos (inulina, dligofructosas y lactulosa), existen varios ensayos controlados en humanos
gue han confirmado esta propiedad de dichos prebiéticos (Scholz-Ahrens et al, 2001). La
respuesta es mas intensa en aquellos individuos con niveles bajos de calcio. Los estudios de
intervencién en humanos han confirmado este efecto en mujeres adolescentes y también tras la
menopausia. Los estudios a largo plazo demuestran que el efecto se mantiene mientras contindia

la ingesta de prebiodticos sobre todo tipo inulina (Aguilera et al, 2007).
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Regulacion del metabolismo hepatico de los lipidos: la ingesta de prebiéticos sobre todo tipo
Oligofructosas y la inulina y de probidticos, se asocia a una disminucién de triglicéridos y
colesterol, debido a que la fermentacién bacteriana produce acidos grasos de cadena corta(Ooi
y Liong, 2010). El exceso de triglicéridos en plasma esta relacionado con el desarrollo de diabetes
tipo 2 y de esteatosis hepatica no alcohdlica, lo que se denomina sindrome metabdlico. Los
estudios experimentales demuestran que la ingesta de inulina reduce la lipogénesis a partir de
mono-sacaridos en el higado asi como revierte la esteatosis hepatica no alcohélica (Aguilera et
al, 2007).

Funciones gastrointestinales: la microbiota intestinal juega un papel importante en la
prevencion de infecciones. Las bacterias comensales que se desarrollan en las superficies
mucosas evitan la invasion de gérmenes con potencial patdgeno, asi estudios clinicos han
demostrado que la utilizacién de probiéticos sobre todo del tipo de L. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus, L. acidophilus, L. casei, L. brevis, L. plantarum, tienen un efecto en la prevencién y
tratamiento de infecciones gastrointestinales. Estas bacterias, mediante la produccién de &cido
lactico crean un ambiente hostil produciendo una reduccién del pH, ademas la secrecion de
algunas bacteriocinas como acidofilina inhiben el crecimiento de ciertas bacterias patdgenas. In
vitro se han obtenido resultados positivos en la inhibicion de determinados patégenos como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis y Shigella sonnei, por la
presencia de bacterias probidticas, asi también otros estudios indican que ciertos probiéticos
pueden prevenir la diarrea asociada al uso de antibiéticos, asi como diarreas agudas infantiles de
origen nosocomial o adquiridas en la comunidad. Ensayos clinicos han demostrado que el
consumo de Lactobacillus casei disminuye la duracion de la diarrea y gastroenteritis por Rotavirus
en nifios. Por otro lado, el consumo de diversos prebidticos reduce la absorcién de metales toxicos
e incrementan la biomasa y por tanto favorece la formacién del bolo fecal. Esta propiedad que es
comun en diversos prebidticos es Util para la prevencién y tratamiento del estrefiimiento(Aguilera
et al, 2007; Guarner et al, 2011; Narayan et al, 2010)

1.1.4 Funciones defensivas
Prevencion de infecciones sistémicas por translocacidn bacteriana: Algunas especies de la

flora intestinal tienen la capacidad de migrar a érganos extra intestinales, como ganglios linfaticos
mesentéricos, higado, pancreas, etc. Esta translocacion bacteriana en cantidades discretas es
un fenémeno fisiol6gico que conlleva al homeostasis adecuada del sistema inmune. Sin embargo,
en condiciones clinicas vulnerables, como politraumatismos, quemaduras graves, pancreatitis
agudas severas, pacientes sometidos a cirugia abdominal mayor (trasplantes), oclusién intestinal,
fallo hepético y fallo multiorganico, se desarrolla infecciones sistémicas como consecuencia

negativa de esta translocacion descontrolada.
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Algunos ensayos clinicos indican la eficacia de la combinacion de probidticos y prebidticos en la
prevencion de complicaciones infecciosas por translocacion bacteriana (pancreatitis aguda grave
y trasplante hepatico) (Aguilera et al, 2007).

1.2 PROBIOTICOS

La palabra “Probiético” es un término de origen griego que significa "a favor de la vida”. Este
término se utiliza para definir a aquellos microorganismos, ya sean bacterias o levaduras(no han
sido estudiadas a profundidad), que sobreviven al paso por el tracto gastrointestinal y que en
cantidades adecuadas producen un efecto beneficioso para el huésped mediante la modulacion
de lafisiologia de la mucosa y la inmunidad sistémica; asi como también para mejorar el equilibrio
nutricional proporcionando un mejor estado de salud y bienestar y/o reduciendo el riesgo de
enfermedad(Naidu, Bidlack y Clemens, 1999; Joint, 2014; Aguilera et al, 2007).

Para la seleccion de un probidtico se debe considerar los siguientes criterios:

1) Presentar tolerancia a los acidos y a las sales biliares

2) Presentar efecto antagonico contra bacterias patdgenas

3) No actuar como patégenos oportunistas, aun cuando el huésped se encuentre
inmunodeprimido

4) Estimular al sistema inmunoldgico mejorando la resistencia contra patégenos

5) Poder adherirse al intestino(Ross et al, 2005; Joint, 2014)

1.2.1 Microorganismos con efectos probidéticos
Los efectos positivos de los probidticos dependen de la cepa bacteriana a utilizar, de la existencia

de un tipo 0 mas de bacterias, de su interaccion, del tipo de producto en el que se incluyen, del
tiempo de consumo del producto, de la genética propia del individuo, de la existencia o no de una

patologia, y de la dosis suministrada. (Aguilera et al, 2007)

La Tabla 2 muestra una lista de microorganismos utilizados como probiéticos siendo el
Lactobacillus y Bifidobacterium, los probiéticos mas usados, estos se engloban dentro de las
Bacterias acido lacticas (BAL) por la capacidad que tiene de transformar hidratos de carbono en
acido lactico; sin embargo los Lactobacillus son considerados mas resistentes que las
Bifidobacterium pues estas requieren condiciones estrictas de anaerobiosis para sobrevivir(Ross
et al, 2005).
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Tabla 2. Microorganismos utilizados como probiéticos

Género Especie
acidophilus

casei
crispatus
johnsonii
lactis
Lactobacillus paracasei
fermentum
plantarum
rhamnosus
reuteri
Salivarius

adolescentis
bifidum
breve
Bifidobacterium essensis
infantis
lactis
longum

faecalis
Enterococcus )
faecium
Propioniobacterium freudenreichii
Saccharomyces boulardii

Fuente: (Champagne, Gardner y Roy.2005)

Bifidobacterium

Son microorganismos anaerobios estrictos gram positivos, crecen a un pH de 4.5-8.5.
Normalmente se encuentran predominantes en el colon y estan presentes después del
nacimiento. Producen la enzima B-galactosidasa que mejora la intolerancia a la lactosa y son
antagonicas con E. Coli y Shigella. El aumento de la concentracion de Bifidobacterium en la flora
intestinal a su vez incrementa la conversion de carbohidratos a &cidos organicos (lactico y
acético), ademas contribuye a regularizar el transito intestinal enlentecido mediante la

estimulacioén del peristaltismo(Olagnero et al, 2007).
Lactobacillus

Son bacterias acido-lacticas, bacilos o cocos gram positivos. Son microorganismos anaerobios
y/o tolerantes a condiciones aerobias(Olagnero et al, 2007). De manera general, se considera

que el pH 6ptimo de sobrevivencia de los Lactobacillus es de 5,5 a 6,0(Mohammadi et al, 2011).



Zuiiga Carpio 9

Otra caracteristica es su capacidad de adherirse a las mucosas (Olagnero et al, 2007). Los
Lactobacillus son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por debajo de 4,0
mediante la formacion de acido lactico. De esta forma evitan o disminuyen considerablemente el
crecimiento de casi todos los otros microorganismos competidores, exceptuando el de otras

bacterias lacticas y el de las levaduras(Fernandez y del Castillo, 2007).
Lactobacillus casei

Es una especie de bacteria anaerobia Gram positiva que ese encuentra en el intestino y boca de
los humanos. Esta bacteria productora de acido lactico, es empleada en la industria lactea para
la elaboracién de alimentos probidticos. Se ha comprobado que esta especie en particular es muy
resistente a rangos muy amplios de pH y temperatura. Se cree que mejora la digestion y tolerancia

a la lactosa(Collins, Phillips y Zanoni, 1989).

1.2.2 Seleccion de los probidticos
La seleccién de los probidticos para la adicién en los alimentos y la supervivencia de estos a nivel

del tracto gastrointestinal es un tema considerado de gran interés, esta supervivencia esta sujeta

a diferentes variables que se nombraran a continuacion:

e Acidez géstrica

e Tiempo de exposicion al pH acido de la mucosa gastrointestinal

e Concentracion y tiempo de exposicion a la accion de las sales biliares

e Otras propiedades inespecificas propias de los microorganismos como tal y del huésped.
(Aguilera et al, 2007)

Dosis y viabilidad

Conrelacién a la dosis, depende de la especie usada y del tipo de efecto buscado, segln algunos
autores es necesaria una cantidad de 107 ufc/g para que el probiético conserve su
funcién.(Aguilera et al, 2007; Mohammadi et al, 2011; Talwalkar y Kailasapathy, 2003), sin
embargo otros autores indican que una cantidad a partir de 10° ufc/g en producto terminado es

suficiente para considerar la funcionalidad del probiético(Ramirez et al, 2012; Cruz et al, 2009)

Los probiéticos deben mantener su carga microbiana desde la produccién y almacenamiento del
alimento hasta su ingesta. Es importante que los productos que contienen probidticos garanticen
la ingesta del numero de bacterias establecido durante la vida Gtil de producto(De Vrese y
Schrezenmeir, 2008)

Es importante considerar que los probiéticos durante su paso por el tracto digestivo contindan
siendo metabolicamente activos, proporcionando beneficios para el consumidor, es asi que varios

estudios sefialan que los probidticos no viables pueden ser inmunolégicamente activos sin ser
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necesario que las bacterias permanezcan viables al momento de ser ingeridas. Por lo tanto,
podria ser suficiente que los probidticos crezcan bien durante las etapas iniciales de produccion,
pero no necesariamente deben tener una buena viabilidad durante el almacenamiento. (Aguilera
et al, 2007; Saarela et al, 2000)

Para mejorar la viabilidad de los probioticos es importante considerar la seleccion de los géneros
y especies con mayor tolerancia a la acidez, a la presencia de oxigeno, altas concentraciones de

azlcares y a las bajas temperaturas(Montfort et al, 2013) como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Especies de probidticos resistentes a diferentes situaciones de estrés medio
ambiental

Resistencia a | Resistencia | Resistencia a bajas

Microorganismo , .
azucar aoxigeno |temperaturas

Bifidobacterium
B. bifidum(Bb12) R R
B. infantis(1912)
B. lactis(BLC-1)
B. lactis(DD920)
B. longum(Bb-46) S S
Lactobacillus

L. acidophilus (2401)
L. acidophilus
(DD910) - -

L. acidophilus(Lab5) R R
L. acidophilus(L10)
L. casei (Lc01)

L. johnsoni(Lal)

Py
(2R VR P VR R VR PV

2]

PYRIPY)

PIRIPIRIPVRIP VRN NP

L. paracasei subesp.
Paracasei(LCSI)

R: resiste S: sensible - : no determinado
Fuente: (Montfort et al, 2013)

Para la sobrevivencia de los probiéticos uno de los factores que mas influye es la acidez. Por lo
tanto la viabilidad de estas bacterias en el caso del helado es mayor cuando se agregan solas,
gue cuando también son agregadas con cultivos iniciadores(Cruz et al, 2009).

1.3 PROBIOTICOS Y PREBIOTICOS EN ALIMENTOS:

A nivel mundial la mayoria de consumidores tienen mayor conciencia sobre los aspectos de salud

y enfermedad, por lo tanto tienen mayor interés en el consumo de productos alimenticios que les
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ayuden a prevenir y/o mejorar enfermedades lo que ha provocado una mayor tendencia por el

consumo de este tipo de alimentos (Naidu, Bidlack y Clemens, 1999; Phillips y Rimmer, 2013).

Es asi que el desarrollo de estrategias dietéticas puede ser utilizado para mejorar la salud y el

bienestar del huésped, reduciendo la aparicién de varias enfermedades (Roberfroid, 2005).

Como una de estas estrategias esta el desarrollo de alimentos que contengan probioticos y
prebidticos ya que se ha visto los multiples beneficios que estos conllevan, como la estimulacion
selectivamente del crecimiento de bacterias potencialmente beneficiosas para la salud.
(Roberfroid, 2005; Saarela et al, 2000; Akalin y Erisir, 2008).

En el caso de la industria de alimentos la Inulina tienen diferentes aplicaciones, puede ser utilizada
como sustitutivo del azlcar y grasas, agente texturizante y/o estabilizador de espuma y
emulsiones; Por este motivo son ampliamente utilizados en jaleas, postres aireados, mousses,
helados y productos de panaderia (Olagnero et al, 2007; Cocchi y Lazzarini, 2014). En el caso de
postres congelados mejora la textura, permite un descenso en el punto de congelacién, actla
como sustituto de azlcares y grasas, y permite un sinergismo con edulcorantes(Madrigal y
Sangronis, 2007)

La leche y productos lacteos son considerados como un vehiculo éptimo para incorporacién de
prebiéticos y / o probioticos beneficiosos para la salud humana(Cocchi y Lazzarini, 2014;
Champagne, Gardner y Roy, 2005), la presencia de estos probidticos en los productos
alimenticios no debe afectar la calidad del producto y las propiedades sensoriales. Su uso esta
siendo cada vez mas generalizado asi por ejemplo el mercado Japonés probablemente sea el
mas avanzado, sin embargo también su uso es significativo en América, Europa, Asia y Australia
(Naidu, Bidlack y Clemens, 1999).

En el caso especifico del helado, existen varios estudios que demuestran la factibilidad de utilizar
estos productos como vehiculo de probibticos, ya que contiene proteinas de la leche, grasa y
lactosa, ademas la adicion de probiéticos y prebidticos le proporciona la ventaja de ser funcional

(Alamprese, Foschino, Rossi, Pompei y Savani, 2005; Cruz et al, 2009; Di Criscio et al, 2010)

1.4 ENCAPSULACION COMO ESTRATEGIA PARA MEJORAR LA SUPERVIVENCIA DE
LOS PROBIOTICOS

Una estrategia para proteger a los probidticos es la encapsulacion o barrera fisica
semipermeable, que los proteja del oxigeno, pH, tensiones mecénicas, bajas temperaturas y otras
situaciones de estrés. Sin embargo el objetivo no es sélo proteger las células contra el medio
ambiente adverso, sino también permitir su liberacién en un estado viable y metabdlicamente

activo en el intestino(Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2003; Burgain et al, 2011).
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La técnica de encapsulacion ha sido descrita como un proceso en donde pequefias particulas o
gotas son rodeadas por un recubrimiento homogéneo o heterogéneo integrado a las capsulas
con variadas aplicaciones(Pasin, Azo6n y Garriga, 2012). Para su elaboracién se utilizan algunos
polimeros de tipo alimenticio, como proteinas, lipidos y carbohidratos; en el caso de las proteinas
especificamente del suero lacteo tienen la capacidad de actuar como amortiguador de pH y crear
zonas anoxicas dentro de la capsula(Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2003). La viabilidad de las
células probidticas encapsuladas depende de las propiedades fisicoquimicas de las capsulas, asi
como el tipo y la concentracion del material de recubrimiento, el tamafio de particula, el nUmero
de células inicial y las cepas bacterianas son algunos parametros importantes de

considerar(Burgain et al, 2011)

Un desafio importante para la encapsulacién probiotica es reducir el tamafio de particula ya que
puede afectar negativamente a las propiedades sensoriales del producto. En aplicaciones de
laboratorio, el método elegido es generalmente emulsificacion, pero esta técnica presenta
desventajas para aplicaciones alimentarias por muchas razones. La presencia de aceite residual
en la superficie de la capsula es perjudicial para la textura y las propiedades organolépticas del
producto. La presencia de aceite residual dificulta la incorporacion de capsulas en productos
dietéticos y el aceite residual, surfactante o emulsionante puede ser toxico para las células

probiéticas(Burgain et al, 2011)

Entre las ventajas de la encapsulacion esta la proteccion contra bacteri6fagos, aumento de la
sobrevivencia y del tiempo de vida util(Burgain et al, 2011), sin embargo un estudio demostr6 que
no habia diferencia significativa entre la supervivencia de las bacterias probiéticas encapsuladas
y las células libres. En el caso especifico del helado la proteccion de las células libres puede
deberse al alto contenido total de sélidos que hacen que el helado sea un alimento adecuado

para suministrar células vivas probioticas al consumidor(Kailasapathy y Sultana, 2003)

Aunqgue los resultados son prometedores a escala de laboratorio, las tecnologias utilizadas
presentan dificultades para aumentar la escala pues se enfrentan a muchos desafios para su
aplicacién a escala industrial, pues se deben mejorar los desafios tecnolégicos para obtener

microcapsulas con las mejores propiedades(Burgain et al, 2011)

1.5 RELACION PREBIOTICOS Y PROBIOTICOS

El papel positivo de las bacterias probidticas en la salud humana se debe a propiedades
especificas tales como la produccion de bacteriocinas que limitan el crecimiento de bacterias
patégenas, mediante la produccién de acidos organicos tales como acido lactico y acético que, al
disminuir el pH intestinal, combaten las actividades de estas bacterias (Cocchi y Lazzarini, 2014).
Estos probidticos al combinarse con prebiéticos que representan un sustrato preferencial para

bacterias beneficiosas para la salud como los Lactobacillus y las Bifidobacterium mejoran la
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viabilidad de estos microorganismos estimulando de forma selectiva su crecimiento y/o la
actividad metabdlica de un numero limitado de cepas de la microflora intestinal nativa (Olagnero
et al, 2007; Saarela et al, 2000), asi lo indica un estudio en donde La supervivencia de las
bacterias probioticas fue mayor en las muestras suplementadas con prebiético (inulina)(Akin, Akin
y Kirmaci, 2007).

Ademas los prebioticos podrian brindar cierta proteccién a los probioticos ante acidos gastricos,
enzimas gastricas, y bilis presentes en el tracto gastrointestinal(Thantsha, Mamvura y Booyens,
2012)

Es importante sefialar que tanto los probiéticos como los prebidticos no compiten con los
antimicrobianos como agentes terapéuticos, pero pueden reducir los trastornos intestinales, entre

ellos los que comunmente son causados por el uso de antibidticos(Lozada, 2001).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se realizé en la planta piloto de lacteos de la Facultad de Ciencias Quimicas, en

el laboratorio de microbiologia de la misma facultad de la Universidad de Cuenca. Ademas, ciertos

analisis fueron realizados en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad del Azuay.

2.1 Materias primas

Las materias primas que se utilizaron para la elaboracion del helado fueron: leche entera cruda
con un 3.2% de grasa, 2.9% de proteina y 0.6% de acidez, materia grasa (crema de leche),
azucares (sacarosa, glucosa), mono y diglicéridos de acidos grasos (E471), citrato de sodio,
politrifosfato de sodio, betagalactosidasa, esencia de coco, bacteria probidtica Lactobacillus casei
en presentacién granulada proveniente de Descalzi y aprobado como probiético, y como

prebiético Inulina proveniente de Quimica Suiza.

2.2 Produccion de helado de leche con base probiético y prebiético.

Para la elaboracion del helado sabor a coco, se utilizd como base 3 litros leche cruda, esta
cantidad fue establecida debido a la capacidad del equipo, materia grasa(30%), reguladores de
acidez(0.1%) y prebibtico(5%), esta mezcla se calent6 hasta llegar a 45°C, a esta temperatura se
adiciono el emulsionante(0.05%), después se bajé la temperatura hasta 40°C para adicionar la
betagalactosidasa(0.2%), después se adicionaron los azucares(23%) y toda esta mezcla fue
pasteurizada a 85°C por 15 minutos , después de este tiempo se bajo la temperatura hasta 40°C
en donde se inoculo el probiético (una formulacion con 0.5 g y otra formulacién con 1 g), se dejé
reposar a esta temperatura durante 30 min y luego se dejé madurar a 4°C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se agregd 15 ml de esencia de coco y se inicié el batido, este fue
realizado en una batidora con capacidad para 3 litros de leche (VITAMIX), para su posterior

envasado y almacenamiento a -18°C. (Anexo 4)

2.3 Analisis de control de las formulaciones

Los andlisis de control realizados fueron: medicién del pH mediante del potenciémetro, viabilidad
de los microorganismos probiéticos mediante el método de diluciones seriadas y siembra por
duplicado en caja Petri en medio agar-MRS, estas placas se incubaron a 37°C durante 72 horas,
esto se lo realizo para ambas mezclas de helado. Estos andlisis fueron realizados en el
Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca.
A la mezcla de helado que tuvo mejor viabilidad del probiético se realizé pruebas de tolerancia in
vitro al Acido clorhidrico, a un pH 2 y un pH 3, los cuales simulan las condiciones gastricas del

estdmago, tolerancia a bilis, la siembra se lo realizo en caldo brilla y tolerancia a bacterias
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patégenas (Listeria, S. aureus, Salmonella) estos andlisis se realizaron en el Laboratorio de

microbiologia de la Universidad del Azuay.

2.4 Analisis sensorial

Con la finalidad de evaluar posibles cambios que puedan alterar la calidad del helado tras ser

adicionado microorganismo probiético y un prebidtico, se llevé a cabo un analisis sensorial.

Para la evaluacién sensorial se realizaron pruebas afectivas las cuales permiten medir estados
psicol6gicos del consumidor ademas es el método que utiliza la medida de la reaccion humana

como elemento indirecto para evaluar el producto.

El analisis evalud el grado de preferencia y de aceptabilidad del helado con mejor viabilidad,
mediante la participacién de 30 panelistas. Muchas veces se confunden el término preferencia
con aceptabilidad, sin embargo, son dos términos diferentes. Aceptabilidad se refiere al grado de
gusto o disgusto de una persona sobre un producto. Mientras que preferencia se refiere a la

eleccién de un producto entre un conjunto de alternativas.

Para realizar la evaluacion sensorial, se tomé en consideracién los siguientes principios de
buenas practicas. Los cuales indican que existen tres aspectos basicos que se recomiendan
controlar al momento de realizar la evaluacion sensorial con el fin de obtener informacion més

confiable:

a.- Las instalaciones o ambiente de trabajo:

- El color de las paredes y del ambiente debe ser de color blanco o blanco hueso.

La iluminacion debe ser de preferencia luz natural

- Debe existir buena ventilacion.

- Las areas de prueba deben estar libres de olores y de ruidos molestos
- Las é&reas de prueba deben estar libres de potenciales distracciones.

b.- La muestra o alimento:

- La muestra debe ser servida a la temperatura normal de consumo.

La cantidad de muestra a servir debe ser la suficiente para poder evaluar todos los atributos

- Los contenedores de la muestra deben ser transparentes.
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- Los contenedores de la muestra deben ser del mismo tamafio. Los panelistas no deben conocer

la identidad del producto.
- Luego de cada prueba tomar agua para limpiar el paladar.

c.- Los panelistas:

Los panelistas antes de catar un producto deben cumplir con ciertos requisitos, con el objetivo
que no existan interferencias para detectar las caracteristicas a evaluar, para esto las
instrucciones dadas fueron las mismas a todos los panelistas, antes de iniciar la prueba. Para
esto se puede tener una guia pre-disefiada y leerla siempre que se inicie una sesion, de esta
manera se tiene la informacion impartida estandarizada a todos los panelistas. “Guia de
panelistas” (Anexo 1) (Liria y Maria, 2007)

Se mostraron tres formulaciones de helado: A.- Helado sin prebiético ni probiético, B.- Helado con
prebiético, pero sin probiotico, C.- Helado con probiotico y prebidtico. Los mismos que fueron
etiquetados con las letras A, B, C respectivamente para que los panelistas no identifiquen cada

tipo de helado, por otro lado, se realizé grupos pequefios para evitar desorden.

Antes de comenzar la catacion se les explico a los panelistas los requisitos que se deben cumplir
otorgandoles la “Guia de panelistas”, luego se les dio las encuestas a llenar previo a la catacion,
se les explicé cémo hacerlo tanto para la prueba de aceptabilidad y la de preferencia, dandole a

cada producto la respectiva calificaciéon segin lo mencionado anteriormente.

Pruebas de preferencia. Cada panelista asigné un orden de preferencia a las diferentes
formulaciones usando las categorias 1 para la formulacién menos preferida, 2 para la siguiente y

3 para la mas preferida. (Anexo 2)

Pruebas de aceptabilidad. Se presentaron las tres diferentes muestras de forma aleatoria y cada

panelista evalu6 los siguientes parametros: textura, sabor y color.

Los panelistas evaluaron las diferentes muestras codificadas, indicando cuanto les agrada cada
muestra, en una escala de 4 puntos que va desde “Me gusta mucho” hasta “Me disgusta” (Anexo
3).
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CAPITULO Il

RESULTADOS

3.1 Viabilidad de probiéticos

La viabilidad del probiético dependié de la cantidad a inocularse; el conteo de colonias se realizé
a las 72 horas después de la siembra. Se realiz6 dos formulaciones, en la primera con 0.5 de
bacteria probidtica en donde el pH se mantuvo a 6.62+3 y existioé crecimiento, sin embargo esta
cantidad no fue suficiente para llegar al 6ptimo y considerarse viable, por otro lado la segunda
formulacién aquella con 1 gm de L. casei se puede observar en la (Figura 1) que fue la que mejor
viabilidad obtuvo, pues al existir una variacion del pH hubo un crecimiento 6ptimo de 1.1*107y
1*107 ufc/g, manteniéndose viable el probidtico desde el dia 5 de almacenamiento con 1.1*107
ufc/g hasta el dia 15 con 1*107 ufc/g a partir de este dia hasta el dia 25 en donde hubo un aumento
de pH y este al no ser el 6ptimo para el crecimiento de este tipo de probiético existié una reduccién

en la viabilidad como se observa en la (Figura 2)

Crecimiento Probiotico
14000000
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

0
6,51 6,12 5,75 5,82 5,97

Figura 1. Crecimiento Probiético
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Figura 2. Crecimiento probidtico vs Crecimiento minimo optimo

3.2 Andlisis sensorial

Se evaluaron preferencia, asi como aceptabilidad tanto en color, textura y sabor, después de los

15 dias de almacenamiento.
Pruebas de preferencia

La mayoria de panelistas tuvieron preferencia por la muestra de helado con contenido probiotico
y prebidtico, pues para la categoria “mas preferida” un 57% mas de panelistas prefirid esta, sobre
la muestra de helado con prebibtico, pero sin probiético, y un 27% mas sobre la muestra sin
probiético ni prebidtico. (Figura 3). De la igual manera revela al calcular el promedio ponderado
de la escala heddnica alcanzando un valor de 3 que indica una mayor preferencia para la muestra

la muestra C. (Tabla 4)

Tabla 4. Promedio ponderado

PREFERENCIA
A B C
1 14 11 4
2 10 34 14
3 33 6 57
TOTAL 57 51 75
PROMEDIO PONDERADO 1,9 1,7 2,5
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Prueba de Preferencia

80,00
60,00

40,00
0,00 . || -
A B C

H]l m2 m3

Figura 3. Resultados obtenidos de la ficha de evaluacién para preferencia

Pruebas de aceptabilidad

Se analizaron tres parametros textura, sabor y color, a su vez para cada una de ellas se evaluaron

cuatro categorias “Me gusta mucho” “Me gusta poco” “Ni me gusta ni me disgusta” “Me disgusta”.

En cuanto a la textura las tres muestras obtuvieron un mayor porcentaje en la categoria “Ni me
gusta ni me disgusta” con un promedio de 46% (Figura 4), Para el sabor la muestra C es la que
mayor porcentaje tuvo en la categoria “Me gusta mucho” con un 34% mas que la muestra A, y un
30% que la muestra B (Figura 5). Asi mismo lo demostré el promedio ponderado de la escala
heddnica alcanzando el valor 2 en textura que equivale a la categoria “Ni me gusta ni me
disgusta”, mientras que para el sabor el mayor puntaje en esta escala obtuvo la categoria “Me
gusta poco” con el puntaje 3 para la muestra C (Tabla 6). En cuanto al color las tres muestras
de helado (A, B, C) presentaron un alto porcentaje en “Me gusta mucho” de parte de los 30

panelistas.

Textura

Me gusta mucho -

Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
mC EB HA

Figura 4. Resultados obtenidos de la ficha de evaluaciéon de aceptabilidad para la prueba
de textura
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Sabor

Me gusta mucho -
Me gusta poco ]
Ni me gusta ni me disgusta _
Me disgusta _

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

uC mB HA

Figura 5. Resultados obtenidos de la ficha de evaluacién de aceptabilidad para la prueba
de sabor

Tabla 5. Promedio ponderado

Textura Sabor
B C A B C
Me disgusta 5 4 4 8 10 2
Ni me gusta ni me
disgusta 24 28 30 36 12 10
Me gusta poco 24 30 15 3 27 27
Me gusta mucho 20 8 24 16 20 56
Total 73 70 73 63 69 95
PROMEDIO
PONDERADO 2,43 2,33 2,43 2,1 2,30 3,17

3.3 Pruebas de tolerancia
Tolerancia a bilis

Se utilizé caldo brilla, con la dosificacién probada de probiético a los 15 dias de almacenamiento,
hubo una disminucién en el crecimiento microbiano de 3 ciclos logaritmicos, sin embargo, existié

tolerancia a pesar de no llegar al nimero de bacterias para que se considere funcional. (Tabla 7)
Tolerancia a Acido clorhidrico

La comparacion de los recuentos bacterianos para las dos pruebas a diferente pH se indica en la
(Tabla 7) en donde el nivel de pH del jugo gastrico simulado tuvo un efecto significativo sobre la
viabilidad probidtico. A pesar que a ambos pH hubo una disminucién en el crecimiento microbiano

de 4 logaritmos, la sobrevivencia fue mayor a un pH 3 en comparacién con pH 2




Tabla 6. Pruebas de tolerancia
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Analisis Unidades Método Resultado
Tolerancia a la bilis ufc/ml Placa Petrifilm 4*103
Tolerancia a HCL (pH 2) | ufc/ml Placa Petrifilm 3*102
Tolerancia a HCL (pH 3) | ufc/ml Placa Petrifilm 52*102

Inhibicién a bacterias patégenas

Las pruebas realizadas fueron frente a Listeria, S. aureus y Salmonella. No se presento

inhibicion frente a Listeria, S. aureus, a diferencia de Salmonella la cual presento una actividad

inhibitoria con un halo de inhibicion de 10 mm lo que demuestra que debido a las bacteriocinas

que producen las BAL, inhibe el crecimiento de ciertas bacterias patégenas in vitro (Tabla 8)

Tabla 7. Tolerancia de bacterias patégenas

DIAMETRO DE DISCO DIAMETRO DE HALO

SALMONELLA
LISTERIA
S. AUREUS

‘ 6 mm

10 mm
no presentaron inhibicion
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CAPITULO IV

DISCUSION
Se conoce que los productos lacteos son excelentes vehiculos para probioéticos y prebiéticos

(Gabriela Ramos-Clamont et al, 2012; Cocchi y Lazzarini, 2014), sin embargo, los datos de
haberse probado en helados son escasos. Es por ello que en este estudio se elabor6 un Helado
con contenido probidtico y prebidtico, pues aqui en el Ecuador no existe informacién acerca del

tema, y este estudio es un precedente para futuras investigaciones.

Al seleccionar un cultivo probiético para ser utilizado como un complemento dietético, se debe
considerar ciertos factores entre ellos, la dosis a inocular, el acido, la resistencia a la bilis y a las
bacterias patdgenas, ya que las células microbianas tienen que superar la barrera del estbmago
y sobrevivir en el ambiente intestinal(Alamprese, Foschino, Rossi, Pompei y Corti, 2005).

En el caso de la cantidad a ser inoculada, esta variara en funcién de la cepa y del efecto deseado
para la salud(Champagne, Gardner y Roy, 2005). La eficacia de los productos alimenticios
probiéticos depende del nimero de células viables y activas por gramo o mililitro de los productos
en el momento del consumo(Tripathi y Giri, 2014), asi pues existe diferentes autores que indican
variaciones en la dosis recomendada para que el probidtico ejerza su funcion como tal; la
Federacion Internacional de Lacteos recomienda que un minimo de 107 ufc/g estén vivos en el
momento en que se consume el alimento(Gabriela Ramos-Clamont et al, 2012), la Guia de la
Organizacion mundial de Gastroenterologia indica que 10° ufc pero que algunos productos han
demostrado ser eficaces a niveles mas bajos, mientras que otros requieren cantidades
mayores(Guarner et al, 2011), otros estudios consideran que con el consumo entre 108 y 107 ufc/g
produce un efecto benéfico para la salud(Talwalkar y Kailasapathy, 2003; Tripathi y Giri, 2014;
Jayamanne y Adams, 2006). Tomado como referencia los datos encontrados para este estudio
se consideré una dosis de 107 ufc/g en producto terminado. De cualquier manera ciertos autores
indican que no es posible establecer una dosis general para los probiéticos; pues la dosificacion
tiene que estar basada en estudios humanos y que muestren beneficio sobre la salud(Guarner et
al, 2011).

El género Lactobacillus y Bifidobacterium son las cominmente utilizadas como probiéticos, sin
embargo, los Lactobacillus debido a que son anaerobios facultativos son mas resistentes que las
Bifidobacterium que requieren condiciones estrictas de anaerobiosis para sobrevivir(Ross et al,
2005; Mortazavian, Mohammadi y Sohrabvandi, 2012). A pesar que las especies que han sido
inoculadas con mayor frecuencia a los helados son L. acidophilus, L rhamnosus, L. johnsonii y L.
rhamnosusGG (Cruz et al, 2009), para este estudio se optd por la utilizacién de L. casei debido a
que es resistente a azlcar, oxigeno y a bajas temperaturas(Gabriela Ramos-Clamont et al, 2012;
Tripathi y Giri, 2014; Cruz et al, 2009).
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En este estudio se observé una vida (til del producto de 10 dias con viabilidad del probiético de
107 ufc/g, valor que se considera efectivo para ser producto probiético segln lo mencionado
anteriormente; sin embargo este tiempo de vida Util es menor a otros estudios que si bien no
desarrollan helado de crema con L. casei como probidtico especifico, utilizan el género
Lactobacillus como es el caso de L rhamnosusGG incorporados en helado de crema donde se
mantuvieron viables durante un afio de almacenamiento, sin presentar cambios negativos sobre
las caracteristicas del producto(Alamprese, Foschino, Rossi, Pompei y Corti, 2005). Una
investigacién indica que al utilizar L. plantarum LB/103-1-5, L. casei, y L. acidophilus se obtuvo
una mejor viabilidad con L plantarum y L casei(Hernandez-Monzo6n et al, 2014). Otro estudio con
la utilizacién de B. lactis BB-12 y L. acidophilus LA-5 determino disminuciones poblacionales
significativas después del proceso de batido(Corrales, Henderson y Morales, 2007). Otro articulo
sefiala que en la utilizacion de L rhamnosusGG aquel helado que tuvo mayor cantidad de grasas
obtuvo una mejor viabilidad, sin embargo a los 14 dias de almacenamiento existieron perdidas
pero no fueron significativas(Alamprese, Foschino, Rossi, Pompei y Corti, 2005). Otro estudio
indica que al utilizar L. acidophilus, existié6 una disminucién de los recuentos bacterianos de
1,5%108 a 4*108, después de 17 semanas de almacenamiento a -29 ° C(Mohammadi et al, 2011)
Si bien la viabilidad de cultivos probiéticos en los estudios sefialados se mantienen por largos
periodos de almacenamiento, no ocurre lo mismo en este estudio, ya que la supervivencia va a
depender de las caracteristicas de la matriz alimentaria, la cepa utilizada, las interacciones entre
microorganismos seleccionados, la acidez final del producto, la produccion de peroxido de
hidrégeno a través de la actividad bacteriana asi como la tecnologia de produccion, la
temperatura del almacenamiento, el tiempo de almacenamiento y la formulacién del producto,
también de factores como el frio, el cual retarda la accibn metabdlica de las células vivas,
haciendo que estas entren en un estado de latencia(Mortazavian, Mohammadi y Sohrabvandi,
2012; Mohammadi et al, 2011; Cruz et al, 2009; Sagdic et al, 2012). asi pues un estudio informa
que que en productos lacteos como yogur y postres lacteos congelados existe una baja viabilidad
de probidticos debido a la concentracion de acido lactico y acido acético, bajo pH, la presencia
de peréxido de hidrégeno y el alto contenido de oxigeno(Burgain et al, 2011)

Una investigacion ha revelado que, a pesar de que los recuentos de células probibticas
disminuyan significativamente durante el almacenamiento, la etapa de batido y congelacién del
producto tienen un mayor efecto sobre la pérdida de viabilidad; ademas se sefiala que una
congelacion lenta produce cristales de hielo mas grandes que afectan directamente la membrana
celular de los microrganismos, produciendo la muerte, mientras que la congelacion rapida
contribuye al buen mantenimiento de las poblaciones de estos microorganismos en el producto
(Herndndez-Monzoén et al, 2014; Mohammadi et al, 2011; Mortazavian, Mohammadi vy
Sohrabvandi, 2012), de cualquier manera la resistencia de los probiéticos al dafio por congelacion

difiere entre las cepas probiéticas(Mohammadi et al, 2011).
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La temperatura de almacenamiento de los productos probiéticos también afecta su viabilidad,
pues muchas bacterias &acido lacticas muestran una fase estacionaria con poco crecimiento, pero
también sufren una rapida pérdida de viabilidad celular si se almacenan a temperaturas inferiores
a 20 °C (Cruz et al, 2009), sin embargo la temperatura de almacenamiento de este estudio y los

demas estudios anteriores fueron por debajo de esta temperatura.

Con relacion al analisis sensorial algunos autores indican que los cultivos probiéticos no modifican
las propiedades sensoriales de los productos a los que se afiaden(Champagne, Gardner y Roy,
2005; Cruz et al, 2009), y asi se pudo observar en este estudio que en general el producto no
presento cambios en las caracteristicas organolépticas, obteniendo buena aceptacion por los
panelistas con una calificacion de “Me gusta mucho”, pues el pH de este helado no fermentado
da al producto una ventaja sobre el sabor, ya que no presenta mayor acidez; asi también indica
un estudio en donde la utilizacién de L. plantarum obtuvo mejor aceptacion por parte de los
consumidores que L. acidophilus, debido a la acidez tan elevada del L. acidophilus que le trasmitié
al helado un sabor acentuado a leche fermentada y por tanto la tendencia al rechazo por parte de
los consumidores(Hernandez-Monzén et al, 2014), de igual manera otro estudio demostré que al
utilizar L. acidophilus en el helado, afectd notablemente las propiedades sensoriales del
producto(Abghari, Sheikh-Zeinoddin y Soleimanian-Zad, 2011); no siendo asi en un estudio que
al utilizar L. acidophilus y B. lactis no existo ninguna diferencia con respecto al sabor, siendo
aceptado por los panelistas ambos tipos(Corrales, Henderson y Morales, 2007).

Hallazgos similares a este estudio, indica aquel en donde se utilizé L. casei y este obtuvo una
mejor aceptabilidad en cuanto a sabor y homogeinadad con relacién a L. rhamnosus (Di Criscio
et al, 2010).

Debido a que la eficacia de los microorganismos probiéticos depende de que lleguen vivos y sean
capaces de adherirse a la mucosa a través de su paso por el tracto gastrointestinal, ademas de
ser capaces de resistir ambientes adversos durante su elaboracién y durante la vida util del
producto, se realizaron pruebas de tolerancia in vitro; si bien no existe suficiente informacion con
L. casei especificamente, se ha tomado la utilizaciéon del genero Lactobacillus.

En este estudio al realizar tolerancia a Acido clorhidrico existié una disminucién de la poblacion
a un pH 3 durante 120 horas de incubacién, esta disminucién considerable también se puede
observar en otros estudios con Lactobacillus como es el caso de un estudio en donde se probé
tolerancia de L. acidophilus y L. rhamnosus a un pH 2,5 existiendo una menor tolerancia del
primer probidtico(Abghari, Sheikh-Zeinoddin y Soleimanian-Zad, 2011). Es importante mencionar
gue la evaluacion in vitro de la tolerancia al acido de las bacterias probiéticas puede no reproducir
un buen desempefio del comportamiento in vivo, ya que la correlacién entre ellos es deficiente
(Cruz et al, 2009).
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Con relacion de resistencia a la bilis, en este estudio existid una disminucion de la poblacion
bacteriana a las 120 horas de incubacion, esta reduccion considerable es también cercana a lo
observado en un estudio el cual indica que Las cepas de B. lactis fueron especialmente
susceptibles a las sales biliares y se informé una disminucién de mas de 4 ciclos log, algo similar
ocurrié con L. acidophilus sometido a condiciones de ensayo similares(Da Silva et al, 2015), de
igual manera reporta otro estudio donde la resistencia a la bilis del L. acidophilus parece ser méas
susceptible (Abghari, Sheikh-Zeinoddin y Soleimanian-Zad, 2011). Uno de los posibles
mecanismos por los cuales la bilis afecta a las células probidticas seria a través de los efectos
dafiinos de la membrana y / o alterando la estabilidad celular, a pesar de esto, la tolerancia a la
bilis es una caracteristica especifica de la cepa y, por lo tanto, no puede generalizarse. Ademas,
la concentracion de &cido biliar varia de una persona a otra y, en general, los ensayos
experimentales no son capaces de simular la composicién biliar exacta encontrada en
humanos(Da Silva et al, 2015; Abghari, Sheikh-Zeinoddin y Soleimanian-Zad, 2011).

La capacidad de generar sustancias antimicrobianas juega un rol significativo en la habilidad de
los probidéticos para competir con los microorganismos residentes a lo largo del tracto intestinal y
modificarlo beneficiosamente, como se demostré en este estudio que el acido lactico y las
bacteriocinas producidas por las BAL crean un ambiente hostil que inhibe el crecimiento de
algunas bacterias patégenas como la Salmonella, esto es corroborado con una investigaciéon que
demuestra que los cultivos de Lactobacillus presentan una importante actividad antimicrobiana
contra los microorganismos patégenos como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Yersinia

pseudotuberculosis y Shigella sonnei(Bustamante y Alvarad, 2015).

Sin embargo existe ciertas menciones que indican que a bajas temperaturas y por periodos largos
de tiempo se sometieron ciertas muestras a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal
demostrando que las cepas mas resistentes fueron L. casei y B. lactis(Homayouni et al, 2008;
Montfort et al, 2013)

Esta diferencia en los resultados obtenidos parece atribuirse a la variabilidad de las cepas y
especies, a la condicion de crecimiento, a la naturaleza del medio de suspensién y al estado de
congelacion y descongelacion que afectan la membrana citoplasmatica de los Lactobacillus (Cruz
et al, 2009; Mohammadi et al, 2011).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
En este contexto, nuestros hallazgos pueden ser de interés, ya que exponemos que los cultivos

probioticos no modifican las caracteristicas sensoriales de los helados y ese ha demostrado que
existe la posibilidad de fabricar un helado probiético no fermentado con buena aceptacion
sensorial, pero priorizando que L. casei a pesar de ser una cepa resiste a factores de estrés altos,
no es la mas recomendable para helado, pues la viabilidad en esta matriz alimentaria es menor.

La investigacion in vivo de los efectos de los helados simbiéticos valdria la pena

Seria mejor utilizar la técnica de micro encapsulamiento para preservar por mayor tiempo la
viabilidad de las bacterias probiéticas pues se ha demostrado que esta técnica protege a las
células probidticas de factores ambientales perjudiciales tales como pH bajo y alta acidez y sales

biliares,

Los retos actuales para desarrollar helados funcionales tienen que ver con dos aspectos: el
mantenimiento de la calidad del producto terminado, midiendo propiedades fisicas del producto y
aceptabilidad del consumidor; asi como la viabilidad de los microorganismos probioticos.
Establecer un apropiado proceso de produccién podré ser la base para nuevas estrategias de
control con la finalidad de asegurar la viabilidad del producto probiético, pues se conoce que el

mercado mundial indica un crecimiento significativo para los proximos 5 afios.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES
El lanzamiento de helados complementados con cultivos probidticos debe ir acompafiado de

campafias educativas encaminadas a alentar el consumo mas constante por parte de la poblacion

y mostrarles los multiples beneficios que aporta este tipo de productos.

Se requiere estudios adicionales sobre la eleccidn de una cepa mas resistente o el uso de
técnicas para aumentar la resistencia de las cepas como es el caso de encapsulacién. Los
fabricantes y los organismos reguladores deberian considerar estos hechos cuando se usan
términos de alimentos funcionales en el etiquetado de cualquier alimento que contenga

probiéticos

Ademas, es importante confirmar si, después de largos periodos de almacenamiento, los cultivos
probiéticos todavia pueden conferir los mismos beneficios para la salud ya observados en otros
alimentos con tiempos de conservacion mas cortos y temperaturas de almacenamiento mas altas,

como yogures y leches fermentadas.

Se recomiendan mas estudios in vivo con productos probiéticos, pues las caracteristicas a nivel

del tracto gastrointestinal difieren de una persona a otra.
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ANEXOS

ANEXO 1

Guia de panelistas para el Analisis Sensorial

e Estar en buena condicion fisica y mental.

e Conocer antes de empezar la ficha de registro para evitar confusiones.

e Percibir el aroma inmediatamente después de abrir la muestra para distinguir el
olor con mayor claridad.

e Probar suficiente de la muestra para asegurar de degustar adecuadamente el
producto.

e Prestar atencién a la secuencia de los productos presentados, empezar por el de
mano izquierda y continuar por el de la derecha. No cambiarlos de posicién para
evitar confusion en el llenado del formulario.

e Enjuagarse la boca al cambiar el producto que se esta degustando y cada vez que
lo requiera.

e Concentrarse en la prueba y bloquear otras distracciones.

¢ No ser demasiado critico, no sobre-juzgar un producto.

e No cambiar su manera de pensar.

e Revisar los puntajes asignados a los productos, para estar seguros de la evaluacion
realizada.

e Ser honesto con usted mismo en la evaluacion.

e No fumar, beber o comer por lo menos 30 minutos antes de su participacion.

e No usar perfume, locion de afeitar, jabones perfumados y lociones de mano, pues
se puede confundir los resultados, sobre todo cuando se esté evaluando el olor de
un producto.

e La evaluacién sensorial es un trabajo serio por lo tanto se deben evitar bromas y
egos




Zuiiga Carpio 32

ANEXO 2
Prueba de evaluacién
Nombre de la prueba: Preferencia Fecha
1.- Datos de identificacion
Edad
Sexo
Fuma

Toma medicamentos
A qué hora fue su ultima comida
2.- Indicaciones antes de la degustacion

Por favor enjuague su boca con agua antes de empezar. Por favor pruebe las tres muestras
de helado presentados. Usted puede beber agua tanto como desee. Asigne un orden de
preferencia usando las siguientes categorias:

1= Menos preferida, 3= Mas preferida

Producto A Producto B Producto C
Orden de Orden de Orden de
preferencia preferencia preferencia

Gracias por su participacion
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Prueba de evaluacion

Nombre de la
prueba:
Aceptabilidad

Fecha:

1.- Datos de identificacion

Edad

Sexo

Fuma

Toma de medicamentos

A qué hora fue su ultima comida

2.- Indicaciones antes de la degustacion

Observe y pruebe cada muestra de helado, de izquierda a derecha. Indique el grado que le gusta o le
desagrada. Marcando con una X a lado de la palabra que elija, segin la columna del cédigo

TEXTURA
Muestra: A Muestra: B Muestra: C
Me gusta
Me gusta mucho Me gusta mucho mucho
Me gusta poco Me gusta poco Me gusta poco

Ni me gusta ni me

Ni me gusta ni me

Ni me gusta ni

disgusta disgusta me disgusta
Me disgusta Me disgusta Me disgusta
SABOR
Muestra: A Muestra: B Muestra: C
Me gusta
Me gusta mucho Me gusta mucho mucho
Me gusta poco Me gusta poco Me gusta poco

Ni me gusta ni me

Ni me gusta ni me

Ni me gusta ni

disgusta disgusta me disgusta
Me disgusta Me disgusta Me disgusta
COLOR
Muestra: A Muestra: B Muestra: C
Me gusta
Me gusta mucho Me gusta mucho mucho
Me gusta poco Me gusta poco Me gusta poco

Ni me gusta ni me
disgusta

Ni me gusta ni me
disgusta

Ni me gusta ni
me disgusta

Me disgusta

Me disgusta

Me disgusta

Gracias por su participacion
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Anexo 4
HELADO PROBIOTICO
REGULADORES PREBIOTICO EMULSIONANTE AZUCARES (Glucosa |PROBIOTICO
BETAGALACTOSIDASA
LECHE CRUDA MATERIA GRASA DE ACIDEZ (Inulina) E471 y sacarosa) [L.Casei) SABORIZANTE

MEDIR DMEDIH DPE&AR

PESAR PESAR MEDIR |PE5AR | |PESAR MEDIR

L]

MEZCLAR ?
CALENTAR
T=45°C
MEZCLAR &
ENFRIAR
T= 40°C
MEZCLAR #
PASTEURIZAR
- 85°C
=15 min
ENFRIZR
T= a0C
INDCULAR
T= 40%C
MEDHIR pH l
=30min )
MADURACION
T= 4
t=24H D
MEZCLAR: O
BaTIR &
ENVASAR ?
T=-18°c v





