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1. RESUMEN

El uso de cepas filantes permite la elaboracion de geles con adecuadas
caracteristicas de viscosidad y textura, generando sistemas menos susceptibles
a presentar el fenémeno de sinéresis. Sin embargo, no se conoce el tipo de
interacciones que existen entre la cepa filante, su exopolisacarido y los
componentes de la leche. Por lo anterior, se planteé este proyecto, con el
objetivo de establecer la contribucion del polimero sintetizado por
Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 2772 (cepa filante) durante la
fermentacion lactica y el efecto de la caseina sobre las propiedades reologicas,
de textura y microestructurales del producto. Los productos de fermentacion se
compararon con los obtenidos a partir de una cepa no filante, Lactobacillus
delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 1489, encontrandose diferencias
significativas en las variables respuesta analizadas. Durante la fermentacion
lactica la cepa filante mostro la capacidad de producir exopolisacarido en los
cuatro substratos que se usaron (suero, suero adicionado con caseina, leche
descremada y retenido de leche), observandose que a mayor contenido
proteico presente en el substrato inicial mayor produccion de exopolimero. La
interaccion de este exopolisacarido, al igual que el contenido proteico en el
sistema, tienen influencia sinérgica sobre la caracterizacion reologica y de
textura del producto, es decir, que al utilizar tanto un sistema con un mayor
contenido de proteinas (caseina) como una cepa filante se genera un gel mas
rigido y mas adhesivo. Esto ultimo puede deberse a diferencias
microestructurales, ya que las cepas filantes tienen la capacidad de unirse,
mediante su exopolisacarido, con la matriz proteica del sistema, ademas de que

la malla proteica que se genera es mas compacta.



2. INTRODUCCION

El yogurt es la leche fermentada que resulta del crecimiento de las
bacterias lacticas Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus en leche (Garcia-Garibay et. al., 1993). Se ha buscado la manera
de producir yogurt sin problemas de sinéresis y que aporte al consumidor las
caracteristicas texturales deseables. Se ha visto que una forma de lograr esto es
mediante el uso de cepas mucogenas o filantes, las cuales tienen como una de
sus cualidades principales, la produccion de polisacaridos exocelulares (Garcia-
Garibay et. al., 1993). El aporte que tiene cada una de las cepas y la
interaccion entre el polimero producido por las mismas con los componentes de
la leche no ha sido estudiada a detalle, aunque algunas caracterizaciones
reologicas indican que probablemente interaccionan con las caseinas del

sistema (Teggatz y Morris, 1990).

En general los estudios texturales y las caracterizaciones reologicas de
productos elaborados con cepas filantes, reportados hasta la fecha, no
ahondan con detalle en el estudio de la interaccion entre los componentes de la
leche y los polimeros producidos de los cultivos iniciadores (Rohm y Kovac,
1995; van Marle y Zoon ,1995; Wacher-Rodarte er. al.,, 1993), asi como la
correlacion que pueden tener estos con la microestructura del sistema (Kalab,

1979 y 1993).

En este trabajo se pretende caracterizar reoldgica, textural y

microestructuralmente productos lacteos fermentados con una cepa filante de



Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus, a fin de poder explicar los tipos de
interacciones entre los componentes de la leche, la cepa y el polimero

producido por la misma y la contribucion de estas propiedades a la

caracterizacion reologica y textural del gel.



3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
3.1. Definiciones

3.1.1. Gelificacion

La gelificacion es un proceso complejo que lleva consigo, en un primer
paso, el desdoblamiento o desnaturalizacion de las proteinas, para después
favorecer la interaccion proteina-proteina (matriz o malla proteica) que da
origen a la estructura tridimensional ordenada en la que quedan retenidos el
agua, los globulos de grasa, las sales y otras substancias de bajo peso
molecular, por estas razones, la dureza del gel depende de la intensidad de las
fuerzas que constituyen dicha estructura y que estan en funcion del pH, de la
concentracion del polimero, etc. (Badui, 1990). Un método para medir la
gelificacion implica la medicién de alguna propiedad reologica o de textura del
gel (Lewis, 1993; Bourne, 1982).

3.1.2, Textura

Un atributo de la textura es la manifestacion de una combinacién de
propiedades fisicas y quimicas, que incluyen la forma, tamaiio, numero,
naturaleza y disposicion de los elementos estructurales presentes. Son a
menudo, un reflejo de la estructura del producto. Este concepto es la base de
gran parte de los métodos instrumentales para la evaluacion de la textura.

Algunos de estos instrumentos usualmente pueden medir solo una propiedad



fisica, pero en su mayoria miden la mezcla de una serie de propiedades fisicas
del producto bajo estudio; son métodos indirectos de medicion de la textura, y
sus resultados tienen sentido unicamente si se pueden demostrar que estan
relacionados conceptual y estadisticamente con los obtenidos por métodos
sensoriales, los cuales deben ser contemplados como definitivos (Lewis, 1993 ;

Bourne, 1982).

3.1.2.1. Penetrometro

El penetrometro es un dispositivo que mide la distancia que un cono o
varilla se introduce en un alimento, en un tiempo determinado. La profundidad
de penetracion dependera del peso del cono y del angulo al cual se introduzca,
el tipo de material, la temperatura del alimento y el tiempo de penetracion

(Lewis, 1993).

3.1.2.2. Texturéometro

De los métodos de penetrometria se derivaron los analisis de perfil de
textura que han sido usados para analizar el yogurt tipo firme. Este tipo de
pruebas consisten en simular dos mordidas imitando las funciones de 1a quijada.
De las curvas de fuerza-tiempo que se generan durante estas compresiones se
pueden obtener diferentes parametros texturales que estin altamente
correlacionados con los parametros sensoriales (Szczesniak er. al., 1963). A

continuacion se mencionan cuales son y su significado:



Dureza 1

Cohesividad= Area 3 | Area 1
Fragturabilldad

Fuerza [g]
Dureza 2

Area 1

Tiempo {s]
Adhesividad

Elasticidad....

Figura 3.1.2.2.1. Gréfica que se genera durante el analisis de perfil de textura, en
el cual se llevan a cabo dos compresiones que simulan dos mordidas. A partir de
esta grafica de calculan 6 parametros: Elasticidad, Adhesividad, Fracturabilidad,
Dureza 1 (referente a la primera mordida), Dureza 2 (referente a la segunda
mordida) y Cohesividad.

a) Dureza (firmeza).- Se define como la fuerza necesaria para lograr una

deformacion dada.

b) Cohesividad.- Definida como la fuerza de interaccion entre los enlaces

internos que forman el cuerpo del producto.
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c) Elasticidad.- Tasa a la cual un material deformado regresa a su condicion
inicial después de que se retira la fuerza deformante.

d) Adhesividad (pegajosidad).- Definida como la fuerza que necesita un
alimento para sobreponerse a las fuerzas de atraccion existentes entre su

superficie y la de otros materiales con los que dicho alimento entra en contacto.

3.1.3. Reologia

La reologia, o ciencia de la deformacion de la materia, se ocupa de la
deformaciéon de los cuerpos aparentemente continuos y coherentes, pero con
frecuencia trata también de la friccion entre solidos, del flujo de polvos, e

incluso de la reduccion a particulas, o molturacion (Muller, 1973).

Conocer las propiedades reologicas de los alimentos fluidos es
importante, en el disefio de procesos de flujo, el control de calidad, en las
mediciones de estabilidad en almacenamiento y procesado asi como en la
comprension y designacion subjetiva de atributos de textura de alimentos (Rao,
1977).

En el experimento reologico mas simple se aplica una fuerza a una
muestra y se observa su comportamiento. Esta fuerza se aplica
tangencialmente o normalmente a una superficie. En cualquiera de los dos
casos la fuerza dividida por el area sobre la cudl se aplico se conoce como
esfuerzo (stress) y se representa con la letra griega ¢. Si la muestra se

deforma debido al esfuerzo tangencial aplicado, la deformacion se conoce

10



como deformacion relativa de cizalla (shear strain) y se representa con la
letra griega Y. La velocidad a la cudl se lleva a cabo esta deformacion se
conoce como velocidad de deformacion relativa de cizalla (shear rate) y se

representa como'.y (Prentice, 1992 ).

El modulo o coeficiente de rigidez (G) se define como el esfuerzo de
cizalla entre la deformacion relativa de cizalla. Lo que implica que la
aplicacion de un esfuerzo de cizalla ( o) provoca una deformacion relativa (y),
siendo ambas directamente proporcionales. Cualquier cuerpo que presente esta

propiedad se conoce como un solido ideal de Hook (Prentice, 1992).

G =oly

Un fluido para el cual la velocidad de deformacion es estrictamente

proporcional al esfuerzo que se aplica se conoce como un fluido Newtoniana

G=-MY

Algunos productos semi-liquidos presentan conjuntamente propiedades
de fluyjo viscoso y soélido elastico, denominindose viscoelasticos. El
conocimiento de las propiedades viscoelasticas es muy 1til ya que nos ayuda a
entender la interrelacion entre la estructura y la respuesta mecanica lineal de
macromoléculas, por otro lado determina las funciones materiales que

caracterizan el comportamiento y movimiento o flujo dependiente del tiempo de
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los sistemas, lo que ayuda a resolver problemas de interés en ingenieria que
involucran la existencia de fenomenos de flujo no estacionario en los cuales la

respuesta elastica del material es importante (Ferry, 1980; Lewis, 1993).

Las pruebas dindmicas muestran como, al aplicar una deformacion o
velocidad de deformacion en forma oscilatoria continua a un esfuerzo constante
o al aplicar un esfuerzo cortante en forma oscilatoria a una velocidad de
deformacion fija, aparece una onda sinusoidal de esfuerzo. Para los solidos
elasticos esta onda esta en fase con la de la deformacion aplicada, mientras que
para el fluido viscoso perfecto existe un desfase de 90°. En los materiales
viscoelasticos el angulo de desfase esta comprendido entre 0° y 90° ( Ferry,
1980; Lewis, 1993).

La caracterizacion de estos materiales puede hacerse, entonces por

medio de dos propiedades reologicas: el modulo de rigidez o almacenamiento
(G’) que representa la parte elastica del material, y el médulo de pérdida
(G”’) que representa su caracter viscoso. Siy y G son, respectivamente, las

amplitudes de las ondas de deformacion y esfuerzo, y € el angulo de desfase,

los modulos G’ y G’ vienen definidos por (Ferry, 1980; Prentice, 1992):

G’ = (o/y) cos €
G”’= (o /y)sen¢g

12



La viscosidad compleja se define como:
n* = (') +(m"))"”

La n" es la componente viscosa, mientras que 1’ es la componente
elastica o desfasada. [Estas funciones de viscosidad se definen por las

siguientes ecuaciones, donde ® es la frecuencia (Ferry, 1980; Prentice, 1992).

n'=G"lo
n''=G'/o

Otro parametro que se puede cuantificar por medio de este tipo de
pruebas es la tan & (tangente de pérdida) que representa la relacion entre la
energia disipada y la energia almacenada elasticamente, siendo una funcién del
comportamiento de relajacion entre las moléculas del sistema y los enlaces

presentes (Ferry, 1980). Esta definida de la siguiente manera:

tan 6 = G"'/G’

13



3.1.4. Microscopia electronica

Recientemente se ha utilizado la microscopia electronica para descifrar
la microestructura de algunos alimentos debido a que la resolucién que ofrece
puede ser hasta de nanémetros (Inm = 1 x10 * ) (Kalab, 1993). El interés de
ésta herramienta en las compaiiias de alimentos ha ido en aumento, ya que se
han podido establecer correlaciones entre la microestructura y las propiedades
fisicas del producto (Kalab, 1979). Basicamente dos tipos de microscopia
electronica se han usado con éstos fines: 1) Microscopia de barrido, que utiliza
la dispersion de electrones reflejados que se producen al hacer incidir un rayo
de luz a la muestra, formando una imagen tridimensional de ésta. 2)
Microscopia de transmision, en la cual la sombra producida por la muestra

irradiada por un rayo electrénico, se observa en una pantalla fluorescente.

Para la microscopia de barrido, el tratamiento que se le tiene que dar a la
muestra consiste en: atrapamiento de la muestra en agar; fijacion, generalmente
se utiliza el tetradxido de osmio con éste proposito; deshidratacion, se utiliza
alcohol etilico absoluto con diferentes porcentajes de pureza y un secado
posterior; montaje y finalmente recubrimiento con pequeiias capas de carbon y
oro, siendo esta ultima un prerequisito para tener excelentes micrografias
(Kalab, 1979). La microscopia de barrido tiene la ventaja de que pueden
observarse los objetos tridimensionalmente, lo que en la industria lactea ha
facilitado la visualizacion de objetos como matrices de proteina en quesos y

yogurt, asi como bacterias lacticas embebidas en éstas.

14



3.2. Generalidades del yogurt.

3.2.1. Influencia de los factores tecnol6gicos sobre las

caracteristicas texturales del yogurt.

Los cultivos iniciadores juegan un papel esencial en la produccion de
yogurt y por ende, en sus caracteristicas texturales. Sin embargo, hay otros
factores que tienen influencia sobre estas ultimas como son: concentracion de
la leche, pasteurizacion, homogeneizacion y fermentacion (Tamime, 1985;
Prentice, 1992). A continuacion se mencionara brevemente la contribucion de

cada uno de ellos sobre las caracteristicas texturales de los geles.

3.2.1.1. Concentracion de la leche.

Por lo general, la leche se modifica, ya sea por la adiciéon de leche
descremada en polvo u otros sélidos de leche (Garcia-Garibay et. al., 1993). Se
ha visto que el aumento de materia seca dentro de 12-15 % S.T. (sélidos
totales) aporta mas firmeza al yogurt (Prentice, 1992; Arshad et. al., 1993) ya
que las interacciones proteina-proteina se ven favorecidas (van Marle y Zoon,
1995; Garcia-Garibay y Marshall, 1991; Rohm, 1993 a y b). De esta manera se
logra proporcionar al gel una mayor resistencia a los dafios mecanicos, evitando

asi el desuerado durante su manejo (Garcia-Garibay et. al., 1993).
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3.2.1.2. Pasteurizacion

El tratamiento térmico es esencial para un desarrollo adecuado de la
estructura del yogurt. Cuando la leche se calienta a 85°C o mas, la B-
lactoglobulina y la a-lactoalbimina forman complejos con la k-caseina
(Pamnell-Clunies et. al., 1988). Se ha observado que la cantidad del complejo
formado esta relacionado con el grado de tratamiento térmico al que se somete
la leche (Pamell-Clunies er. al., 1988). Esta asociacion es importante para la
fusion y la hidratacion de las micelas de caseina durante la fermentacion

(Prentice, 1992)

3.2.1.3. Homogeneizacion

Este proceso hace que la membrana original de los glébulos grasos se
desprenda y sea reemplazada por subunidades de un complejo x-caseina-f3-
lactoglobulina. Por otro lado, este tratamiento contribuye a una reduccion del
tamafio de particula y a una distribucion mas uniforme, lo que hace que la
matriz se vuelva mas homogénea, y como consecuencia, un aumento en la
firmeza del gel. Si hay globulos de grasa con un didmetro mayor que 3 pum se
encontrara una protuberancia en la red, lo que ocasiona desorden en la matriz

proteica estructural formando consecuentemente un mayor niumero de regiones

débiles (Prentice, 1992 ; Jost, 1993).
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3.2.1.4. Fermentacion

Durante este proceso ocurre una hidrolisis de la lactosa a acido lactico,
con la formacion de pequeiias cantidades de otros metabolitos. El acido lactico
es responsable de la formacion del coagulo, firmeza y sabor acido
caracteristicos del yogurt (Garcia-Garibay et. al., 1993). La formacion del
coagulo durante la elaboracion del yogurt, obedece al hecho de que a un pH
cercano a 4.6 las micelas de caseina de la leche coalescen en forma de cadenas
o conglomerados para formar una estructura tridimensional en la cual queda
atrapado el suero (Prentice, 1992 y Garcia-Garibay et. al., 1993). A pH altos
(>5.4) las micelas de caseina mantienen su estado nativo (100-250 nm), pero
cuando el pH alcanza valores de 5.1, las particulas sufren disociaciones
parciales formando subparticulas de 30 a 40 nm, y cuando se alcanza pH del
orden de 4.8 a 4.3 las particulas de caseina forman grandes conglomerados que
atrapan la grasa y el suero, y que son responsables de las altas viscosidades del
producto ( Prentice, 1992; Garcia-Garibay et. al., 1993). A lo largo de este
proceso la viscosidad aumenta dramaticamente mientras que el pH disminuye

llegando a un maximo cuando el pH alcanza un valor de 5 (Prentice, 1992).

Esta matriz es un gel donde la fase acuosa constituye la fase discontinua
y es el sistema que corresponde al yogurt firme. Este gel puede batirse sin que
ocurra pérdida de suero, pero entonces una inversion de fases toma lugar,
quedando asi en el yogurt tipo suizo un sistema donde la fase continua es la

fase acuosa (Garcia-Garibay et. al., 1993).
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3.2.2. Cepas filantes

Para proporcionar caracteristicas de textura y cuerpo deseable en el
yogurt se han usado cepas mucogenas de Lactobacillus delbrueckii ss.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Garcia-Garibay, 1993). Se cree
que las cepas mucdgenas o filantes proporcionan una mayor union entre la cepa
y la matniz proteica, lo que provoca un aumento en su consistencia (Benezech y
Maingonnat, 1994). Otro aspecto importante que se ha observado es que los
geles formados por cepas filantes son menos susceptibles a la sinéresis
(Teggatz y Morris, 1990; Wacher-Rodarte, 1993). Se ha demostrado que ésta
es una caracteristica deseable en paises como Francia, Holanda y México
donde el uso de estabilizantes esta prohibido (Garcia-Garibay et. al., 1993).
Adicionalmente, la tendencia en el consumidor hacia los productos “100%
natural”, es decir sin aditivos, puede satisfacerse mediante el uso de este tipo

de cepas (Schellhaass y Morris, 1985).

3.2.2.1. Efecto de las condiciones de fermentacion sobre la

produccion del exopolimero

Estudios previos (Cerning, 1995; Gancel y Novel, 1994 a y b) han
llegado a la conclusion de que las condiciones de fermentacion (temperatura y
tiempo de incubacién) y la composicion del medio (fuente de carbono y

nitrégeno) afectan la produccion del polimero y la composicion de éste.
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La produccion de exopolimero por Lactobacillus casei es favorecida a
temperaturas entre 32°C y 37°C como lo demuestra Mozzi et. al. (1995) y
Arshad et. al. (1993). Por otro lado, se ha visto que la produccion de
exopolimero aumenta en un 50% cuando los organismos de Lactococcus lactis

crecen a 25°C en lugar de 30°C (Cerninget. al., 1992).

Las investigaciones de cepas filantes fermentando otro tipo de substratos
que no son leche como: sueros concentrados, retenidos de leche y medios
sintéticos facilitan la separacion del exopolisacarido y permiten el estudio de la
influencia de determinados componentes del medio (Gruter et. al., 1993;
Ceming et. al., 1994; Marshall et. al., 1995; Gassem et. al., 1995).

Se ha reportado que el aumento en la concentracion de la leche no tiene
influencia directa sobre la produccién de exopolisacarido (Wacher-Rodarte er.
al., 1993). Otros estudios citan que cuando se utiliza ultrafiltrado de leche
como substrato la produccion del exopolimero por Lactococcus lactis es
menor que en leche (Cemning, 1992). Estos estudios no coinciden con los
realizados por Garcia-Garibay y Marshall (1991) quienes reportan que al
agregar hidrolizado de caseina a leche descremada, las cepas de Lb. bulgaricus
producen mayor cantidad de exopolimero. Ceming, ef. al. (1990) por otro lado
menciona que L. bulgaricus y S. thermophilus pueden formar polisacaridos
exocelulares en retenido de leche enriquecido con casaminoacidos. Se ha
reportado que la presencia de elementos como calcio y manganeso estimulan la

produccién de exopolimero (Mozzi et. al., 1995).
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3.2.2.2. Composicion quimica del exopolimero

La composicion quimica y la estructura del exopolimero producido por
estas cepas no ha sido establecida. Se ha reportado que la goma formada es un
heteropolisacarido compuesto de unidades lineales y ramificadas que se
acomodan desde disacaridos hasta heptosacaridos, siendo el peso molecular
final de 1 a 2 x 10 ® (Cemning, 1995). Los componentes principales son:
glucosa y galactosa, sin embargo, la proporcion en la que se encuentran ambos

compuestos varia.

Algunos autores describen al polisacarido como un hexopolimero de
galactosa, glucosa y ramnosa en una proporcion de 5:1:1 (Gruter ez. al., 1993)
mientras que otros afirman que la relacion de los azucares antes mencionados
es de 4:1:1 (Ceming et. al., 1986). Grobben et. al. (1995) reportan que el
crecimiento de Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 2772 en un
medio quimicamente definido con glucosa y lactosa, como fuente de carbono,
presentaba una composicion en el exopolisacarido purificado de glucosa,
galactosa y ramnosa en una proporcion de 1:6.8:0.7. A pesar de que estos
autores no coinciden en la proporcion exacta con los otros mencionados, los

componentes del polimero detectados son los mismos.

Hay estudios que difieren a este respecto, por ejemplo se encontr6 que el
polimero de Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus CRL 420 producido en
leche tenia una composicion de glucosa y fructosa en una proporcion de 1:2.

(Manca de Nadra et. al, 1985). El exopolisacarido producido por
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Lactobacillus casei CG11, aislado de queso presentaba una composicion de
glucosa y ramnosa (75% y 15%) (Kojic et. al., 1992). Zourari et. al. (1992),
aislaron los polimeros exocelulares producidos por 3 cepas de lactobacilos
procedentes de yogurts griegos tradicionales, encontrando que su composicion
era de galactosa (50-70%), glucosa (20-40%) y el resto de manosa y arabinosa.
Doco et. al. (1991), mencionan que el polimero aislado de Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus estaba conformado por galactosa y glucosa.

Hay investigaciones que sugieren que el polisacarido esta unido a una
proteina (Cerning et. al., 1986 y 1990; Garcia-Garibay et. al., 1991; Teggatz,
et. al.; 1990). Autores como Nakajima et. al. (1990) aislaron un polimero de
Lactococcus lactis ss. cremoris SBT 0495, el cual era una glicoproteina. Al
realizar electroforésis encontraron 5 bandas con pesos moleculares dentro del
rango de 20,000 a 200,000. Esta confirmacion también se ha sustentado con
estudios realizados por medio de microscopia electrénica (Schellhaass y

Morris, 1985; Teggatz y Morris, 1990).

3.2.2.3 .Estudios de microscopia electronica

Se ha observado la microestructura del yogurt mediante microscopia de
barrido y de transmision, de manera que se ha establecido que el yogurt
consiste en una red tridimensional formada por las interacciones de las micelas
de caseinas, formando pequeiias cadenas interconectadas (Kalab, 1979 y 1993).
Esta matriz tiene espacios intersticiales que contienen la fase liquida, la cual

depende de la concentracion de caseina presente: a mayor concentracion de
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proteina, menores los espacios intesticiales, por lo que la estructura de la matriz
es uno de los factores mas importantes que tienen efecto sobre la
susceptibilidad de sinéresis (Kalab, 1979 y 1993). Existen espacios un poco
mas grandes donde se encuentran localizadas las cepas iniciadoras. Las cepas
filantes tienen la particularidad de unirse con la matriz proteica mediante el
exopolimero que producen (Schellhaass y Morris, 1985; Teggatz y Morris,
1990), a estas se les atribuye la funcidn de atrapar agua por lo que se conocen
como mucogenas, razon por la cual pueden también disminuir la susceptibilidad

de sinéresis.

En micrografias de muestras que han sido deshidratadas previamente al
examen microscopico, el exopolimero aparece en forma de filamentos y no
como una mucosa. Esto es debido a que los exopolisacaridos no pueden ser

fijados quimicamente, por lo que se encogen y se deshidratan (Kalab, 1993).

Con base a esta informacioén, Hess et. al. (1997) establecen dos sistemas

bidimensionales que se muestran a continuacion (Figura 3.2.2.3.1.y 3.2.2.3.2)
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Lactobacllo

— Micelas de Caseina

Figura 3.2.2.3.1. Modelo bidimensional de un producto fermentado
elaborado a partir de una cepa no filante, donde la matriz tridimensional
esta formada por cadenas de micelas de caseina. Se forman dos tipos de
espacios, uno de los cuales esta ocupado por Lactobacillus delbrueckii
ss. bulgaricus, mientras que los otros contienen la fase acuosa del
producto fermentado.

Lactobaclio

Figura 3.2.2.3.1. Modelo bidimensional de un producto fermentado elaborado a
partir de una cepa filante: Los filamentos del exopolisacarido conectando a
Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus con la matriz de micelas de caseina.
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3.3. Caracterizacion reologica y de textura del yogurt.

3.3.1. Penetrometria

Tamine y Robinson (1985) mencionan que la técnica mas apropiada para
medir la firmeza del yogurt firme es mediante el uso de un penetrometro. Las
ventajas de este tipo de prueba son los bajos costos del equipo y la

caracteristica de correlacionar los resultados obtenidos con pruebas subjetivas.

Autores como Kalab et. al (1974), Labrapoulos et. al. (1981),
Schellhaass y Morris (1985); Motar y Bassier (1989); Rohm (1989), Tamime
et. al. (1989), Rohm y Kovac (1994) y Hess er. al. (1997) han realizado
experimentos de este tipo; desafortunadamente, el método difiere en las tasas y
profundidades de penetracion y aparatos utilizados; por lo anterior los
resultados dificilmente se pueden comparar. Sin embargo, este tipo de pruebas
empiricas han sido utiles para determinar el efecto de las diferentes condiciones
de proceso sobre el comportamiento del gel producido durante la fermentacion

lactica.

Por otro lado, Hess et. al. (1997) desarrollaron pruebas usando el
analizador de textura (TA-XT2; Stable Micro Systems, Surrey, England) para
observar el comportamiento filante. En dicho analizador, el gel se sometia a
una compresion (5 mm sobre la base), la geometria se retiraba (100 mm a una

velocidad de 10 mm/s) y se observaba el tiempo de rompimiento de 1a “hebra”
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producida, calculandose con este parametro la extensibilidad del gel (distancia

para romperse (s) x 10 mm/s).

3.3.2. Andlisis de perfil de textura

Se han reportado pocos estudios en productos lacteos al respecto. Uno
de ellos, Anon (1995), menciona que los resultados obtenidos de esta prueba

pueden correlacionarse con pruebas sensoriales.

Autores como Toba et. al. (1990), estudiaron las caracteristicas de
adhesividad, cohesividad y dureza, mediante un analisis de perfil de textura
(Redmetro NES-200J, Japon), en una leche fermentada nérdica llamada “villi”
elaborada a partir de una cepa filante y una no filante de Lactococcus lactis
ssp. cremoris. La prueba se llevo a cabo introduciendo un émbolo de acero
inoxidable (20 mm de diametro y 5 mm de grueso) a una profundidad de 20 mm
de la superficie del gel, con una velocidad constante de 6.0 cm/min. Se
encontré que solo habia una pequeiia diferencia entre la dureza y la cohesividad
de ambas muestra, mientras que la adhesividad resultaba ser el doble en la

cepa filante que en la no filante.

3.3.3. Caracterizacion reoldgica y de textura del yogurt
3.3.3.1. Pruebas de flujo

El comportamiento de flujo del yogurt tipo firme y en particular del

batido es de gran importancia para definir las caracteristicas de la calidad de un
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producto; asi como las condiciones de proceso (velocidad de agitacion) o para
definir las caracteristicas de la maquinaria que debe usarse (bombas, tuberias,

sistema de enfriamtento, etc. (Garcia-Garibay et. al., 1993).

3.3.3.1.1. Pruebas empiricas

En este tipo de pruebas se miden parametros especificos como son:
indice de viscosidad expresado como porcentaje, tiempo, indice de Brookfield
(Tabla 3.3.3.1.1.1.). Este tipo de analisis es conveniente sOlo en sistemas
altamente estandarizados. Los experimentos se pueden llevar a cabo en el
yogurt tipo firme (Labropoulos er. al., 1981) o puede batirse antes de la
prueba por medio de procedimientos arbitrarios (Mottar y Bassier . 1989). Los
aparatos usados son principalmente del tipo industrial (Parnell-Clunies et. al.,

1988) y los procedimientos asi como la temperatura son muy especificos.

3.3.3.1.2. Pruebas de histéresis

En este tipo de experimentos se cuantifica la ruptura de la estructura por
efecto del cizallamiento, con una posterior recuperacion de la misma en el
reposo, permitiéndose obtener el grado de tixotropia. Mottar y Bassier (1989)
calcularon las areas de las curvas de histéresis reportandolo como el grado de
tixotropia (Tabla 3.3.3.1.2.1). Por otro lado, Ramaswamy y Basak (1991),
llevaron a cabo tres ciclos sucesivos de histéresis, observando el traslape en
dos de las curvas. Demostraron que al aplicar una velocidad de deformacién en

forma ciclica, es decir aumentandola y posteriormente disminuyéndola, ocurre
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una degradacion estructural (Tabla 3.3.3.1.2.1.). Rohm (1992) mostr6 que este
tipo de caracterizaciones son altamente dependientes del procedimiento que se
le aplique. Estudio el efecto de diferentes periodos de tiempo y el efecto de la
velocidad de corte escogida, logrando con esto que las curvas de histéresis
aumentaran dramaticamente. Se encontré que el aumento en el drea de las
curvas de histéresis era proporcional a la rapidez de deformacion cuando estas
eran mayores a 100 s . A partir de estos resultados, Rohm (1992) sugiere
estandarizar el método para llevar a cabo este tipo de pruebas, y asi poder

comparar los resultados obtenidos.

Tabla 3.3.3.1.1.1. Condiciones de pruebas empiricas efectuadas.

Tipo de Forma en la que Mediciones

“yogurt se preparo la

muestra
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Ramaswamy y Basak (1992) propusieron evaluar la dependencia del
tiempo en yogurt tipo batido manteniendo las pruebas a una velocidad de corte
constante durante 10 a 60 minutos a diferentes temperaturas. Los resultados
muestran como después de 60 minutos de cizalla a velocidades de corte entre
100 y 500 s*, las muestras presentaban rompimiento estructural (Tabla
3.3.3.1.2.1). Esto fue confirmado posteriormente por los mismos autores en
1994, donde también observaron la tixotropia del yogurt. En este estudio se
observé que el yogurt adicionado con pectina y azicar, genera un gel mas

agradable para el consumidor.

Tabla 3.3.3.1.2.1. Condiciones de prueba de las curvas de histéresis efectuadas.

Tipo de yogurt Redmetr Condiciones de Medicion

, digmetro_de los
ular: 0.0005 m,
o i
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3.3.3.1.3. Pruebas a esfuerzo de cizalla constante

Steventon et. al. (1990) sometieren muestras a esfuerzos de cizalla
constante y observaron la viscosidad aparente a través del tiempo bajo
diferentes condiciones de temperatura. El objetivo era simular el cizallamiento

de los yogurts durante el proceso.

Tabla 3.3.3.1.3.1. Condiciones de prueba a esfuerzo de cizalla constante efectuada.
Tipo de Reomefro Mediciones

'ogurt

4ﬂs 50 Pa (30s), descanso durante 16
oras,SﬂPa (30s)y150 Pa (105). |

3.3.3.2. Pruebas dindmicas.

Recientemente las pruebas dindmicas se han usado para caracterizar las
propiedades reologicas del yogurt. Steventon er. al. (1988, 1990) y Xiong y
Kinsella (1991 a y b) han evaluado las propiedades viscoelasticas de este tipo
de geles, en donde el modulo de almacenamiento (G’) y el médulo de pérdida
(G’) describen, respectivamente, las propiedades elasticas y viscosas del gel.
Estas variables respuestas proporcionan mas informacién sobre la estructura del
material que las mediciones de viscosidad y facilitan la comparacién de los

resultados aunque se usen diferentes instrumentos.
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3.3.3.2.1. Condiciones de pruebas dinamicas efectuadas.

Tipo  Redémetro -Condiciones de medicién

Xiong y Kinsella (1991 a y b) observaron el cambio de los valores de G’
y G’ durante la formacion de la red en el gel. Establecen, con base en
publicaciones previas (van Kleef er. al., 1978) que la magnitud del componente

G’ es proporcional al nimero de uniones entre las proteinas que forman el gel.
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3.3.3.3. Efecto de la cepa sobre las caracteristicas reoldgicas del

producto.

Schellhaass y Morris (1985) observaron por medio de microscopia de
barrido que habia diferencias entre una cepa filante y una no filante en cuanto a
su microestructura. La cepa filante generaba un exopolimero que estaba unido
con la matriz proteica y el lactobacilo, en cambio la cepa no filante solo
contenia a estos microorganismos embebidos en la malla tridimensional del
sistema. Estas diferencias tenian efecto sobre las caracteristicas de viscosidad

aparente del gel (Tabla 3.3.3.2.1.).

Teggatz y Morris (1990) usaron una cepa filante de L. delbrueckii ss.
bulgaricus y una cepa no filante de Streptococcus thermophilus, para producir
un gel que sometieron a pruebas de flujo. Las muestras fueron analizadas por
microscopia de barrido después de someterlo a diferentes velocidades de corte.
Observaron que a una velocidad de corte de 139 s™ no se aprecian diferencias
entre un yogurt no cizallado y uno cizallado. Sin embargo, cuando la rapidez
de deformacion se encontraba en el rango de 222 a 833 s se observd menos
exopolisacarido y una matriz tridimensional amorfa. Teggatz y Morris (1990)
concluyeron que bajo estas condiciones de cizallamiento (Tabla 3.3.3.2.1.) ya
no era posible ver la bacteria umida al exopolisacarido, por lo que,
probablemente ésta debié unirse a la matriz proteica, donde continuaba

ejerciendo influencia sobre las propiedades reologicas del mismo.
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Rohm y Schmid (1993) evaluaron curvas de flujo en yogurt usando tres
diferentes cultivos iniciadores. El estudio presenta curvas de esfuerzo de
cizalla contra velocidad de corte (Tabla 3.3.3.2.1.) y se muestra que a bajas
velocidades de corte los yogurts filantes muestran un esfuerzo de cizalla menor
que los yogurts no filantes, mientras que a altas velocidades de corte, los
yogurts muestran mayor esfuerzo de cizalla que los yogurts no filantes.
Tomando en cuenta lo que postularon Skriver et. al. (1993) y Teggatz y
Morris (1990) podemos atribuir esto a que las interacciones entre el polimero y
la proteina requieren de mayor energia para romperse que las interacciones
entre las proteinas que son responsables de dar la estructura al yogurt. Por lo
que la disminucion de la viscosidad inicial puede deberse a la ruptura entre las
interacciones de las proteinas, y por otro lado, el adelgazamiento puede deberse
al aumento en la energia requerida para romper las interacciones entre bacteria,

polimero y proteina.

Rohm y Kovac (1994 y 1995) estudiaron la influencia de 11 cepas sobre
las caracteristicas reologicas (Tabla 3.3.3.2.1.) del gel del yogurt, encontrando
que ¢l uso de cepas filantes genera un gel mas firme, probablemente por las

interacciones caseina-cepa filante que se generan.

Autores como Hess et. al. (1997) mencionan que los yogurts hechos a
partir de cepas filantes presentan menos adelgazamiento que los productos
hechos con una cepa no filante. Los modulos de almacenamiento y pérdida
disminuian cuando la deformacion excedia 5% para los elaborados a partir de la
cepa no filante y 10% para la cepa filante (Tabla 3.3.3.2.1.), lo que sugiere que

los mecanismos de degradacion estructural son diferentes para estos tipos de
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yogurt. Todas las mediciones reoldgicas que llevaron a cabo demuestran que
los geles elaborados a partir de una cepa filante son muy débiles.

Tabla 3.3.3.2.1. Condiciones a las que se evaluaron el efecto de la cepa sobre las
caracteristicas reologicas del gel.

Tipe de Reometro

yogurt

Q% yla
,é. de 0.1

: del cnclu de cm!la.

33



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Establecer la contribucion del polimero sintetizado por Lactobacillus

delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 2772 y su interaccion con la caseina sobre

las propiedades reoldgicas de los productos lacteos fermentados.

4.2. Objetivos Particulares

e Determinar el efecto del substrato en la produccién de exopolisacarido.

e Determinar la relacion proteina-carbohidrato del extracto purificado
producido por cepas mucdgenas.

e Determinar la influencia del tipo de substrato y del exopolisacarido
producido por las bacteria filante sobre la caracterizacion reolégica y textural
del producto.

o Efectuar un estudio de microscopia electronica de los diferentes tipos de
productos lacteos y establecer si existe correlacion entre la estructura
microscopica y la caracterizacion reoldgica y textural de los productos

fermentados.
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5. MATERIALES Y METODOS

S.1. Microorganismos

Las cepas utilizadas fueron Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus
NCFB 2772 (cepa filante) y Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB
1489 (cepa no filante), ambas de la National Collection of Food Bacteria,
Reading, Inglaterra. Se resembraron cada 3 semanas en Litmus Milk (Difco,
USA) a 37°C durante 12-15 horas.

5.2. Fermentaciones

5.2.1. Cultivo iniciador

Se prepar6 leche descremada (Nestlé, México) al 10% de sélidos, la cual
se someti6 a un proceso de esterilizacion (121°C durante 5 min);
posteriormente se moculd con la cepa seleccionada guardando una proporcion

de 5% v/v. Esta se fermento 37°C durante 12 h.

5.2.2. Substratos

Se utilizaron cuatro diferentes substratos: suero (Kerry, México), suero

adicionado con caseina al 1.5% (Sigma, México), leche descremada (Nestié,
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México) y retenido de leche por ultrafiltracion (New Zeland Dairy Board,
Nueva Zelanda). Se obtuvieron 4 niveles de substrato con contenido proteico
diferente, tanto en tipo de proteina presente como en cantidad (Tabla 5.2.2.1).

Estos se prepararon al 12% de soélidos totales; posteriormente se sometieron a
un proceso de pasteurizacion 85°C durante 5 minutos, seguido de 5 minutos en

un bafio de hielo. Esta operacion se repiti6 2 veces.

Tabla 5.2.2.1 Descripcion de los substratos utilizados

Substrato Tipo de proteina presente Cantidad de

proteina presente
{Téenica de

- Lowry)

5.2.3. Condiciones de fermentacion

Las fermentaciones se llevaron a cabo a 42°C hasta alcanzar un pH de
4.6, se monitored el cambio de pH (Conductronic pH 20) y acidez total
expresada en % de acido lactico, titulando con 0.1 N NaOH (Sigma, México) y

fenolftaleina como indicador (Richardson, 1985).
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5.2.4. Diseiio Experimental

Se llevo a cabo un disefio expermiental con 2 criterios, el primero con
dos niveles, referentes a la cepa utilizada: Lb, delbrueckii ss. bulgaricus
NCFB 2772 (cepa filante) y Lb. delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 1489 (cepa
no filante). Se manejaron cuatro diferentes niveles de substrato: suero, suero
adicionado con caseina (en una proporcion de 1.5%), leche descremada y
retenido de leche. Se realizaron 4 repeticiones, por lo que el tamafio de la

muestra fue de 32.

5.3. Cuantificacion del exopolisacarido

A 6 ml de substrato fermentado se le adicioné 1 ml de TCA (Acido
Tricloroacético, J. T. Baker) al 80% y se agité en el vortex unos segundos.
Posteriormente se centrifugod (centrifuga Beckman modelo J2-MI) a 10,000
rpm, 30 min, se tomaron 2 ml del sobrenadante y se adicionaron 2 ml de etanol
(J.T. Baker). Después de reposar 20 minutos, se leyo la turbiedad a A= 720 nm
en un espectrofotometro Shimadzu UV 160A. Se interpolé en una curva
patron elaborada con dextrana (Sigma D-3759, Dextran Industrial Grade, P.M.
= 71,500 Da) a diferentes concentraciones (0- 0.12 mg/ml)
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5.4. Purificacion del exopolisacarido

A un cultivo de 200 ml de substrato se le adicion6 33.4 ml de TCA (J.T.
Baker) al 80%, se mezclé y posteriormente se centrifugd (centrifuga Beckman
modelo J2-MI) a 10,000 rpm a 30 min. Se tomo el sobrenadante y se le ajusto
el pH a 7 con NaOH (J.T. Baker) 4N. Esto se mezcld con tres voliimenes
iguales de etanol absoluto (J.T. Baker), se dejo reposar durante 20 min. Se
centrifugd a 4,000 rpm durante 20 min. El precipitado se resuspendié en 80 ml
de agua destilada y el pH se ajust6 a 4 con HCI N (Baker). Se centrifugé a
4,000 rpm durante 20 min. Al sobrenadante se le adicionaron 3 volumenes
iguales de etanol absoluto y se le dejo6 reposar 20 minutos, posteriormente se
centrifugé a 4,000 rpm durante 20 min. El precipitado se disolvio con 80 ml de
agua destilada, posteriormente se le ajusto el pH a 4. Se dializo (12,000
Daltones, Sigma) 48 hrs a 4°C, con agitacion continua y contra cambios

frecuentes de agua destilada.

S.5. Determinacion de la relacion proteina-carbohidrato

en el exopolisacarido puro

La proteina se cuantifico por el método de Lowry, et. al. (1951) y los
carbohidratos por el método de Doubois et. al (1956). Posteriormente se
calculo la relacién existente entre estos dos (mg de proteina / mg de
carbohidrato).

38



5.5.1. Técnica de Lowry

Se mezclaron 50 volimenes de Na,CO; (J.T. Baker) al 2% en NaOH
(J.T Baker) 0.1 N con un volumen de CuSO, (J.T. Baker) al 1% en H,O y con
un volumen de tartrato de Na y K (J.T. Baker) al 2% en H,O. A cada ml de
muestra se le adicionaron 5 ml de la solucion anterior. Se dejo reposar 10
minutos en la obscuridad y se le agregaron 0.5 ml de reactivo de Folin
Ciocalteu (Sigma) 1:1 en agua. Se dejo reposar 30 minutos en la obscuridad y

se leyd a A= 590 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV 160A.

La curva patrén se prepard a partir de una solucion de S00 mg/ml de
seroalbumina (Sigma) que se diluyd a diferentes concentraciones para abarcar

un intervalo de 0 a 500 mg/ml.

5.5;2. Técnica de Fenol-Sulfiirico

Se colocé 1 ml de solucion acuosa de la muestra y se adicionaron 0.6 ml
de fenol (J.T. Baker) al 5%. Se agité perfectamente después de la adicion.
Inmediatamente se adicionaron cuidadosamente 3.6 ml de acido sulfurico
concentrado (J.T. Baker), agitando perfectamente. Se dejo enfriar la mezcla a
temperatura ambiente (aproximadamente 30 minutos) y se determind la
intensidad de color naranja obtenido en un espectrofotometro Shimadzu UV
160A a 480 nm, frente a un blanco preparado de la misma manera utilizando

agua en lugar de muestra.
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Se report6 con base en una curva patrén elaborada con glucosa (Sigma)

(0-100 pg de glucosa/ml).

5.6. Caracterizacion reologica

Para los geles que tenian una menor consistencia, es decir aquellos que
se elaboraron a partir de suero, suero adicionado con caseina al 1.5% y leche
descremada, las propiedades viscoelasticas se llevaron a cabo en un reémetro
Physica (Low Stress Rheometer LS100 Spring, Texas, USA), usando la
geometria de doble espacio anular DG-1, con las siguientes caracteristicas:
diametro del cilindro exterior: 50 mm; diametro del cilindro interior: 48 mm, l,=
36 mm. La temperatura a la cual se realizaron las mediciones fue de 5+0.2°C,

controlada por un bafio de termperatura controlada (Julabo F20).

Para poder establecer las condiciones de prueba se procedié a definir la
zona de viscoelasticidad lineal mediante un barrido de esfuerzos (anexol). Con
base en estos resultados se selecciond un torque para cada producto de
fermentacion dentro de la zona de viscoelasticidad lineal (Fig. 5.6.1). Todas las

pruebas se llevaron a cabo a este torque.

Tabla 5.6.1. Torque dentro del rango de zona de viscoelasticidad lineal al cual se llevaron a
cabo las pruebas oscilatorias.

Torque
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Las muestras fueron extraidas con pipetas de los frascos donde se
efectuaron las fermentaciones correspondientes, y se colocaron en el cilindro de
medicion. Se procedié a realizar el barrido de frecuencia a un esfuerzo

constante.

Para las muestras de mayor consistencia (geles elaborados a partir de
retenido de leche) se utilizd un reémetro Physica MC100 (Spring, Texas,
U.S.A)) usando la geometria de cono y plato MK24 (diametro= 0.075m y
angulo del cono 1°). La temperatura se controld con un bafio de temperatura

controlada Rheotherm RT51 y las mediciones se llevaron a cabo a 5° + 2°C.

Se llevé a cabo un barrido de deformacion para encontrar la zona de
viscoelasticidad lineal (Anexo 1) y asi poder establecer las condiciones de

prueba (y=0.35, para ambas cepas).

Para el retemdo de leche fermentado, se tomé la muestra con una
espatula. Se colocé en el centro del cono tratando de que la cantidad de
muestra fuera similar en todas las pruebas. Se retiro el exceso con una espatula
de madera y se procedié a realizar las pruebas de barrido de frecuencia a una

deformacion constante.
Para todos los casos las variables respuesta fueron las siguientes:

G’ (médulo de almacenamiento o modulo elastico), G** (moédulo de pérdida o

modulo viscoso), n* (viscosidad compleja) y tan 8 (tangente de pérdida).
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5.7. Analisis de Textura

A partir de la caracterizacion reologica se procedi6 a realizar los
experimentos texturales en aquellos geles en los que el médulo de

almacenamiento predomina (G’>G’’), es decir, geles semi-solidos.

Se colocaron los substratos con los inéculos en recipientes de yogurt
comercial con las siguientes dimensiones: altura 75mm, ancho 50 mm y largo
50 mm y se dejé fermentar a 37°C durante toda la noche. Posteriormente éstos
se enfriaron a 4°C durante 48 h mas y se realizaron las mediciones de textura en
los mismos recipientes. Las pruebas se llevaron a cabo en un analizador de
textura TA. XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems Ltd. Haslemere U.K.)
a 10°C.

5.7.1. Andlisis de Perfil de Textura (TPA)

Las pruebas de perfil de textura se llevaron a cabo usando como
geometria un cilindro de acrilico de 1 pulgada, la fuerza del trigger que se
utilizé fue de 2 g y el tiempo fue de 5 s. La velocidad previa a la que se llevo a
cabo la prueba fue de 2.0 mm/s, la velocidad durante la prueba fue de 1.7 mm/s
y la velocidad después de la prueba fue de 5.0 mm/s, teniendo como 4rea de
contacto 506.71 mm’. Durante esta prueba se hacen dos penetraciones,
simulando dos mordidas, siendo las variables respuesta : fracturabilidad,

dureza, adhesividad, fuerza adhesiva y cohesividad.
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Se llevo a cabo este experimento tanto en productos de fermentacion tipo
firmes como en los del tipo batido. Para estos ultimos, se llevo a cabo un batido
arbitrario para cada uno de los geles formados, produciendo de esta manera una
inversion de fases, donde la fase continua es la fase acuosa. Para los yogures
elaborados a partir de retenido de leche se introdujo una cuchara de metal y se
bati6 20 veces hacia un lado y 20 veces hacia el otro. Para los yogures
elaborados a partir de leche descremada se batio 10 veces hacia un lado y 10

veces hacia el otro. Posteriormente se procedio al analisis.

5.7.2. Pruebas de ciclo.

Se llevaron a cabo usando como geometria una esfera de acero
inoxidable de ¥ de pulgada, teniendo como area de contacto 31.670 mm?. La
geometria penetr6 el recipiente 20% antes de comenzar la prueba. Se dejo
reposar unos minutos y se procedio a iniciar las mediciones correspondientes.
Las velocidades previas, durante y posterior a la prueba fueron de 0.1 mm/s,
2.0 mm/s y 0.1 mnv/s, respectivamente, con una duraciéon aproximada de 50 s.
Durante esta prueba se hacen 10 penetraciones ciclicas. En este tipo de
experimentos se estudia el comportamiento de las variables dureza,

adhesividad, fuerza adhesiva y cohesividad al someter el gel a 10 compresiones

secuenciales.
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5.8. Microscopia electrénica

a) Preparacion de muestra (atrapamiento en agar)

Se prepar6 agar bacteriologico (Bioxon) al 2%, el cual se sometio a un
proceso de esterilizacion de 121°C durante 15 minutos. Se dejo gelificar en
cajas petri pequeilas y se procedid a hacer pozos con capilares calientes.
Dentro de estos capilares se coloco el substrato previamente inoculado en una
proporcion de 5%(v/v) y se llevo a cabo la fermentacion a 37°C durante 12 h.
Se quit6 el exceso de muestra y se coloco una capa de agar bacteriologico al
2% . Después de la fermentacion se procedid6 a cortar en cubos de
aproximadamente 2 a 4 mm, de tal manera que se lograra un encapsulamiento

en el agar bacteriologico.

b) Fijacién

Se colocé la muestra encapsulada en agar en frascos de rosca de 3.6 ml y
se coloco en glutaraldehido (Electron Microscopy Science) al 1% durante 24
horas a 4°C. Posteriormente se colocé la muestra en 0.5 ml de textraoxido de
osmio (Electron Microscopy Science) al 2%, para llevar a cabo un proceso de

post-fijacion, durante 1 hora a 4°C.

¢) Deshidratacion

La muestra se coloco en alcohol etilico absoluto a diferentes porcentajes
(25%, 50%, 75%, 99% y 100% (3 veces) ) durante 10 minutos cada uno.
d) Secado a Punto Critico
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Se colocd la muestra en cajas microporosas y se procedid a secar a punto
critico (Samdri-780-B, Sample Drying at the Critical Point Tousimis, Tousimis
Research Corporation, Japan) usando dioxido de carbono como medio de

transicion.

e) Montaje
Se coloco la muestra en un portamuestras de aluminio con una cinta de
carbono de doble vista. Se recubrié con oro (Bal-Tec SCD 050, Sputter

Coater, Suiza) con un espesor final de 50 A°.

f) Observaciones en el Microscopio de Barrido Diferencial

Se llevaron a cabo observaciones en el microscopio de barrido
diferencial (Zeiss DSM 940 A, Digital Scanning Microscope, Alemania) con un
haz de electrones 100% secundarios y 10 kV.

5.9. Analisis Estadisticos

Para las pruebas de textura se utilizd el paquete estadistico SAS
(Statistical Analysis System), llevandose a cabo una prueba de ANOVA y en
caso de haber diferencia estadistica, se procedid a realizar la prueba de

Duncan con o = 0.05
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Cinética de fermentacion

Se sabe que existen pruebas indirectas que nos sirven para conocer la
velocidad de crecimiento de las bacterias lacticas, como son los analisis de
desarrollo de acidez y disminuciéon de pH. La producciéon de acido lactico
contribuye a la desestabilizacion de las micelas de caseina que conduce a la
precipitacion de la caseina a valores de pH de 5.0 a 4.6, dando lugar a la
formacion del gel (Amiot, 1991).

Los resultados muestran que el tipo de substrato usado para la
fermentacion lactica tiene influencia tanto sobre la produccion de acido lactico

como sobre ¢l tiempo requerido para alcanzar el pH final de 4.6.

Con base en los resultados se puede establecer que el tiempo de
fermentacion fue mas corto en suero (Fig. 6.6.1), 7:10 h para la no filante, 9:30
h para la cepa filante. El tiempo de fermentacién en suero adicionado con
caseina al 1.5% (Fig. 6.6.2) fue el mas largo probablemente debido a que no se
logra una perfecta solubilizacién de la caseina en el medio, generando un
sistema heterogéneo y consecuentemente dificil de fermentar por las bacterias

lacticas.

Se observé que la cantidad de proteina presente tenia influencia sobre la
produccion de acido lactico. En suero fermentado por ambas cepas la acidez

final fue de 0.38% (Fig. 6.6.1), mientras que en suero adicionado con caseina
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(Fig. 6.6.2) la acidez para la cepa filante fue de 0.32 % y de 0.45% para la no
filante. En leche descremada (Fig. 6.6.3) la acidez final fue de 0.56% para la
cepa filante, y de 0.58% para la no filante. Por ultimo, la acidez en retenido de
leche (Fig. 6.6.4) fue para la cepa filante y la no filante de 0.63% y 0.72%
respectivamente, lo que indica que a mayor contenido de proteinas presentes en
el medio hay mayor produccion de acido lactico, lo que puede deberse a una
proteolisis de la caseina por bacterias lacticas lo que genera aminoacidos que

estimulan el crecimiento de los microorganismos (Amiot, 1991).

Fig. 6.6.1. Cinética de fermentacion en suero usando como inéculo una cepa filante y una

no filante.
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Fig. 6.6.2. Cinética de fermentacién en suero adicionado con caseina en una proporcion de

1.5%, usando como in6culo una cepa filante y una no filante.
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Fig. 6.6.3. Cinética de fermentacion en leche descremada, usando como indculo una cepa

filante y una no filante.
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Fig. 6.6.4. Cinética de fermentacion en retenido de leche por ultrafiltracion, usando como

inoculo una cepa filante y una no filante.

7T —w——Cepa filante 708
= ® = Cepa no filante
65 ~—&—Cepa filante 07 o
‘ - © - Cepanofiante o 3
e T 06 8
&7 ’ los 8
5 o o
c L
5 5.5+ +04 85
=
4 <
5. 0.3 3
102 8
4.5 lo1 ¥
4 T T '} Ri 0
0:00 2:24 4:48 712 9:36 12:00

tiempo (hrs)

6.2. Cuantificacion del exopolisacarido

Al analizar la cantidad de polimero presente en cada uno de los
diferentes substratos fermentados, se puede observar (Fig.6.3.1) que la cantidad
de proteina tiene influencia sobre la produccion de exopolisacarido producido
(a<0.05) y por supuesto la produccion depende también del tipo de cepa, se
puede suponer que ambos factores afectan sinérgicamente para aumentar la
produccion del mismo. Al fermentar el suero con una cepa filante se obtiene
0.13 mg eq de dextrana/ml, mientras que la misma cepa produce 0.26 mg eq de
dextrana/ml en retenido de leche. Es decir, que aproximadamente se obtiene el
doble de exopolisacéarido al utilizar un substrato cuyo contenido de proteina es

cuatro veces mayor (Ver materiales y métodos, pp. 36 )
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Fig. 6.6.2.1 Cuantificacion del exopolisacarido producido en diferentes substratos.

o
S & &

o
-

mg eq de dextrana/ml
o
o

o
P

{80 SLEOCS lede Retenich
1% delede

6.3. Determinacion de la relacion proteina-carbohidrato

en extracto puro.

Después de someter el substrato fermentado a un largo proceso de
extraccion para poder cuantificar la relacion proteina-carbohidrato existente en
este, se encontré que las caracteristicas fisicoquimicas del exopolisacarido son
diferentes. Es decir, la cantidad de proteina presente en ¢l substrato, al igual
que la cepa, no tiene influencia (a>0.05) sobre la relacion proteina-
carbohidrato del extracto puro, como puede observarse en la figura 6.3.1.,
aunque hay una tendencia a una mayor proporcion de proteina en los substratos

fermentados por una cepa filante.
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Fig. 6.3.1. Determinacion de la relacion proteina-carbohidrato en el extracto puro.
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6.5. Caracterizacion reolégica.

En la Grafica 6.5.1. se muestra el modulo elastico (G’) y el modulo
viscoso (G’”) de los diferentes productos de fermentacion, se observa que
ambos mddulos son dependientes de la frecuencia angular (w) a la cual se
somete el sistema. Tanto la leche fermentada como el retenmido de leche
fermentado presentan un comportamiento semi-solido, es decir, el modulo de
almacenamiento es superior al médulo de pérdida (G’>G’") lo que se debe
principalmente a que se forma una matriz proteica conformada por micelas de
caseina. Este comportamiento reoldgico es similar al que presentan geles de
agar, alginato, gelana o «k-carragenina donde también se forma una red

tridimensional.

Al evaluar el efecto de la cepa sobre las caracteristicas reoldgicas del
sistema, se observa que en el caso de leche fermentada por una cepa filante se
obtienen valores del médulo elastico aproximadamente 200 % mayores (G’ jeche
fermentada por una cepano filante = 3 G’ leche fermentada por una cepa filante)- EsSta diferencia
puede deberse a que el exopolisacarido producido por éste microorganismo
tiene la capacidad de unirse a la matriz proteica del sistema generando una
unién Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 2772-exopolisacéarido-
matriz proteica, dando lugar a un mayor numero de interacciones en el

sistema lo que a su vez se traduce en una red tridimensional mas rigida.

En retenido de leche el modulo elastico predomina. Al comparar los

resultados obtenidos con los de la leche descremada fermentada, se observo
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que en este Gltimo caso los componentes del modulo de almacenamiento estan
comprendidos dentro de 10 y 100 Pa, mientras que en retenido de leche los
valores son del orden de 1000 Pa. De lo anterior se deduce que el contenido de
solidos tiene influencia sobre el moédulo de almacenamiento; ésto puede
deberse a que la matriz proteica que se forma es mas compacta, es decir, las

uniones existentes entre las micelas de caseina son mayores.

En retenido de leche fermentado la influencia de la cepa filante es
significativa, sin embargo, la diferencia no es tan grande como en leche
descremada fermentada. Se observa en la Grafica 6.5.1 que la diferencia en

orden de magnitud es aproximadamente 50 % mayor; (G’ retenido de leche fermentado

—~ >
por una cepa no filante = 03G Iretenido de leche fermentada por una cepa ﬁlante).

En suero fermentado se observd que el producto lacteo es
predominantemente viscoso (G’’>G’), esto es evidencia de que las micelas de
caseina son responsables de la firmeza del sistema, lo cual concuerda con
investigaciones realizadas por Arshad et. al. (1993), Rohm y Schmid (1993) y
Hess et. al. (1997). En este tipo de sistema es recomendable utilizar la
viscosidad compleja (n*) para caracterizar las propiedades reologicas (Grafica
6.5.2.). Como se observo, el suero fermentado por una cepa filante presenta
una viscosidad independiente de la frecuencia, es decir, se comporta como un
fluido newtoniano. Por otro lado, la cepa filante tiene un comportamiento
ligeramente reoespesante lo que puede atribuirse a un reordenamiento del

exopolisacarido presente en este tipo de substrato fermentado.
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Si se compara la viscosidad compleja entre una cepa filante y una no
filante al utilizar como substrato tanto leche descremada como retenido de
leche, se observa claramente la pérdida de estabilidad en la estructura del gel;
ésto es una caracteristica clisica de productos lacteos fermentados como el
yogurt. Por otro lado, se constata que la cepa filante presenta una viscosidad
compleja (n*) mayor a la de la cepa no filante en ambos substratos
fermentados, siendo evidencia de que ambos parametros analizados, contenido
proteico asi como cultivo iniciador, tienen influencia sobre la viscosidad

compleja del sistema.

Como se sabe la tangente delta (tan ) representa la relacion entre la
energia disipada y la energia almacenada elasticamente, y para este tipo de
productos puede interpretarse como una medida cualitativa de la proporcion de
las interacciones presentes entre las micelas de caseina y los demas
componentes del sistema en un tiempo de relajacion dado (Rohm y Kovac,
1994). Este parametro esta definido como la relacion G’’/G’, por lo que
también se usa como parametro para indicar la firmeza del gel. Van Marle y
Zoon (1995) reportaron que la tan 8 para muestras fluidas como leche es de
aproximadamente 1, y que esta tan & disminuye durante una fermentacion
lactica, por lo que la definieron como un parametro que podia indicar los
cambios en la naturaleza de las interacciones y la importancia de los diferentes
tipos de unién. Otros autores como Van Vliet et. al. (1991) y Roefs et. al.
(1990) establecieron que la relacion entre la susceptibilidad de sinéresis y tan &
era proporcional, es importante sefialar que ningin otro modulo dinamico esta

relacionado con esta caracteristica. Extrapolando estos criterios podemos
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definir al suero fermentado tanto con la cepa filante como con la no filante
como sistemas sin muchas uniones (G’’>G’ - tan &>1), muy parecidos a
sistemas fluidos, como la leche. Como se aprecia en la Grafica 6.5.3. a mayor
contenido de proteina en el substrato inicial y el uso de una cepa filante durante
la fermentacion lactica se refleja en valores de tan & menores, es decir, geles

mas firmes y con menos susceptibilidad de sinéresis.
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Gréfica 6.5.1. Comparacién del Médulo Elastico (G’) y Mbdulo Viscoso (G”*) en retenido de leche,
leche descremada y suero fermentados por una cepa filante (Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus
NCFB 2772} y una no filante ( Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 1489).
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Grafica 6.5.2. Comparacion de la viscosidad compleja (n*) en retenido de
leche, leche descremada y suero fermentados por una cepa filante y una no

filante.
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Grafica 6.5.3. Comparacion de la tan 8 en retenido de leche, leche
descremada y suero fermentados por una cepa filante y una no filante.

58



6.6. Analisis de Textura

6.6.1. Perfil de Textura en producto fermentado tipo firme

a) Fracturabilidad: se define como la fuerza bajo la cual un material se
fractura (Szczesniak et. al,1963), los unicos geles que presentaron esa
caracteristica fueron los elaborados a partir de retenido de leche. Se observo
(Fig. 6.6.1.1.) que habia una diferencia significativa (o <0.0015) entre el gel
elaborado a partir de una cepa filante y el elaborado a partir de una cepa no
filante, siendo necesario aplicar una mayor fuerza para fracturar el primero,
ésto puede deberse a que las interacciones que existen entre las micelas de
proteina se rompen mdas facilmente que las interacciones proteina-
exopolisacarido, como se establece en el estudio realizado por Teggatz y
Morris, (1990). Por otro lado, indica que puede haber un mayor niimero de
interacciones con los demés constituyentes del sistema en los productos

elaborados por una cepa filante.

Figura 6.6.1.1. Comparacion del parametro fracturabilidad de un gel elaborado en retenido de leche
por ultrafiltracién usando como inéculo una cepa filante y una no filante.
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b) Dureza: Se define como la fuerza necesaria para obtener una
determinada deformacion (Szczesniak, et. al., 1963) . Esta se divide en
dos componentes (Ver Fig. 3.1.2.2.1.):

Dureza 1.- La fuerza pico durante el primer ciclo de compresién
(primera mordida).

Dureza 2.- La fuerza pico durante el segundo ciclo de compresion
(segunda mordida).

Figura 6.6.1.2. Comparacion del parametro dureza 1, entre la cepa filante y la no filante

fermentada en leche descremada y retenido de leche.
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Figura 6.6.1.3. Comparacion del parametro dureza 2, entre la cepa filante y la no filante

fermentada en leche y retenido de leche por ultrafiltracion.
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Tanto para la dureza 1 como para la dureza 2, el substrato, la cepa, y la
interaccion de ambos tienen efecto sobre este parametro con una o < 0.0009
(Fig. 6.6.1.2 y 6.6.1.3) . El gel presenta mayor dureza durante la simulacion de
la primera mordida que durante la segunda, esto se debe a que existe un
rompimiento en la estructura tridimensional del sistema, lo que concuerda con

estudios realizados previamente (Van Marle et. al., 1995).

Si se comparan los geles elaborados a partir de retenido de leche con los
de leche descremada se observa (Fig. 6.6.1.2.) en gel mas rigido en el primer
caso, ya que hay evidencia de que se forma una matriz mas densa de pequefias
cadenas y agregados de caseina (Prentice, 1992). Por otro lado, al utilizar una
cepa filante se obtiene un gel mas rigido, lo que hace suponer que las
interacciones polimero-proteina se ven favorecidas (Cerning ef. al., 1986,
Teggatz y Morris, 1990; Schelthaass y Morris, 1985), obteniéndose un
producto mas resistente a los dafios mecanicos, evitando asi el desuerado

durante su manejo.

¢) Cohesividad: esta definida como la fuerza de las uniones internas que
conforman un producto, y describen la extension a la cual un material puede
deformarse antes de romperse (Szczesniak, et. al., 1963). Se puede observar
que valores de cohesividad en substratos fermentados por cepas filantes son

mayores, como se aprecia en la Figura 6.6.1 4.
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Fig. 6.6.1.4. Comparacion del parametro cohesividad, entre la cepa filante y la no filante

fermentada en leche descremada y retenido de leche por ultrafiltracion.
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Tanto el substrato (o < 0.0001) como la cepa (o < 0.0017) tienen efecto
sobre la cohesividad del sistema, sin embargo, la interaccion de ambos no tiene

influencia sobre este parametro (o < 0.7213).

d) Elasticidad: se define como la capacidad que tiene un material para
recuperar su condicioén original (Szczesniak, et. al., 1963). A partir de los
resultados estadisticos se establece que ni la cepa, ni el substrato, ni la
interaccion de ambos tienen influencia significativa sobre este parametro, como

se observa en la Figura 6.6.1.5.
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Figura 6.6.1.5. Comparacion del parametro elasticidad, entre la cepa filante y la no filante

fermentada en leche descremada y retenido de leche por ultrafiltracion.
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¢) Adhesividad: este puede ser el mejor parametro para determinar el
caracter filante de las bacterias lacticas, ya que puede definirse como la
capacidad de hacer “hebra”; y se observé (Fig. 6.6.1.6) que al usar el retenido
de leche como substrato, la diferencia entre cepa filante y cepa no filante es
cuatro veces mayor, existiendo también diferencia significativa en leche

fermentada.

Fig. 6.6.1.6. Comparacion del parametro adhesividad, entre la cepa filante y la no filante

fermentada en leche descremada y retenido de leche por ultrafiltracion.
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Por lo anterior, puede decirse que tanto la cepa como el substrato
fermentado, asi como la interaccion de ambos, tienen influencia ( o < 0.008)

sobre este parametro.

Englobando estas caracteristicas se procedié a realizar un perfil de

textura, el cual se muestra en la Figura 6.6.1.7.

Fig. 6.6.1.7. Comparacion de las variables respuestas obtenidas mediante el analisis de
perfil de textura en geles fermentados por una cepa filante y una no filante en leche

descremada y retenido de leche por ultrafiltracion.
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6.6.2. Perfil de textura en productos fermentados tipo batido

Al llevar a cabo el perfil de textura en este tipo de substratos se observd
que hubo un decremento en las propiedades texturales si se comparan con
productos tipo firmes, debido al esfuerzo mecéanico al que se sometieron por el

batido previo a la prueba.

a) Dureza. Al realizar la prueba y someter los datos al analisis
estadistico se observo (Fig. 6.6.2.1.y Fig. 6.6.2.2.) que tanto la cepa como el
substrato, asi como la interaccion de ambas, tiene influencia sobre éste
parametro (a<0.05). Si se compara con geles tipo firmes, se observa (6.6.1.2 'y
6.6.1.3.) que el orden de magnitud es significativamente menor (a < 0.05), esto
se debe al rompimiento de parte de la estructura del sistema al realizar el

batido.

Figura 6.6.2.1. Comparacién del parametro dureza 1, entre la cepa filante y la no filante

fermentadas en leche descremada y retenido de leche.
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Figura 6.6.2.2. Comparacion del parametro dureza 2, entre la cepa filante y la no filante

fermentadas en leche descremada y retenido de
leche.
30 +
25 |
B 20 + MCEPA FILANTE
a 15 —+ WMCEPA NO FILANTE
5 L
0
LECHE RETENIDO DE

LECHE

b) Adhesividad. Los productos batidos son, por lo menos, cinco veces menos
adhesivos que los productos firmes. Se observé (Figura 6.6.2.3) que los
substratos fermentados en retenido de leche presentan un valor mas elevado en
ésta propiedad, siendo la bacteria filante la que contribuye en mayor medida a
que ésta caracteristica se pueda manifestar (o < 0.05). Sin embargo, en leche
descremada la cepa no filante es la que es mas adhesiva, siendo diferente este
resultado a los encontrados en productos fermentados tipo firme (o < 0.05); lo
que implica que de alguna manera, esta caracteristica se pierde al someter el gel

a un esfuerzo.

Figura 6.6.2.3. Comparacion del parametro adhesividad, entre la cepa filante y la no filante

fermentadas en leche descremada y retenido de leche.
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c)Cohesividad. Se observé (Fig. 6.6.2.4.) que solo el substrato es el
que tiene influencia (o > 0.05) sobre ésta parametro, siendo el orden de
magnitud mayor en productos de fermentacion que usaron a la leche
descremada como substrato inicial. A pesar de que a simple vista se aprecia
una diferencia en cuanto a la cepa utilizada, ésta no es significativa debido al

alto valor de desviacion estandard que presentan los datos obtenidos.

Figura 6.6.2.4. Comparacién del parametro cohesividad, entre la cepa filante y la no filante

fermentadas en leche descremada y retenido de leche.
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d)Elasticidad. Por otro lado se evalué la elasticidad en este tipo de
productos, observandose (Fig. 6.6.2.5) un comportamiento similar a los
productos firmes, es decir, el tiempo para recuperar su condicién original no es

significativamente diferente.

67



Figura 6.6.2.5. Comparacion del parametro elasticidad, entre la cepa filante y la no filante

fermentadas en leche descremada y retenido de leche.
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Posteriormente se englobaron éstos parametros y se procedio a realizar

un perfil de textura, el cual se muestra en la Figura 6.6.2.6.

Figura 6.6.2.6. Comparacion de las variables respuestas obtenidas mediante el analisis de
perfil de textura en geles fermentados por una cepa filante y una no filante en leche

descremada y retenido de leche por ultrafiltracion.
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6.6.3. Pruebas de ciclo

En todos los casos, lo que se observo fue que los geles que se elaboraron
a partir de leche descremada tienen una estructura mas débil, lo que, a la hora
de llevar a cabo ésta prueba, se tradujo en mucha interferencia en las
mediciones, por lo que no se puedieron cuantificar las variables respuesta,
motivo por el cual en esta seccion solo se mencionan las pruebas elaboradas en

retenido de leche fermentado tipo firme.

La Figura 6.6.2.1. muestra una grafica que representa el comportamiento
de la dureza en geles cuyo substrato inicial fue retenido de leche, observandose
que entre mayor contenido de proteina presente, se genera un gel mas
resistente a un esfuerzo mecanico aplicado; ésta caracteristica se incrementa al
utilizar una cepa filante durante la fermentacion. Debido a las caracteristicas
que aporta esta ultima, se observa que se genera una estructura mas rigida y

mas dificil de romper.

Al graficar el porcentaje de pérdida de dureza durante cada uno de los
ciclos se ve que la cepa no filante pierde el 76.57% de ésta, a medida que
transcurre el experimento, mientras que los productos de fermentacion

elaborados a partir de una cepa filante solo pierden el 38.11%.
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Figura 6.6.2.1. Comparacién del cambio de fuerza entre una cepa filante y una no filante
fermentada en retenido de leche al aplicarle un esfuerzo ciclico
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Estos resultados concuerdan con investigaciones que sugieren que el
polisacarido generado por estas cepas mucogenas se unen a las proteinas, en
particular las caseinas (Cerning et. al., (1986); Ceming et. al., (1990); Garcia-
Garibay y Marshall, (1991); Teggatz y Morris, (1990)), y probablemente la
forma de entrelazarse en la red tridimensional proteica hace que ésta sea mucho
mas rigida y con mayores uniones internas lo que la hacen mas dificil de

romper, dando como resultado geles con mayor dureza.
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Figura 6.6.2.2. Comparaci6n del porcentaje de pérdida de dureza entre una cepa filante y
una no filante fermentadas en retenido de leche al aplicarle un esfuerzo ciclico
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En las Figuras 6.6.2.3 y 6.6.2.4. se presentan las graficas del
comportamiento de la fuerza adhesiva en las fermentaciones llevadas a cabo en
retenido de leche; 1o que se puede notar es que no hay mucha diferencia entre
ellas, sin embargo, la cepa no filante es la que presenta mayor fuerza adhesiva
durante los primeros ciclos. La diferencia es minima después del sexto ciclo,

sin embargo, si hay diferencia en la adhesividad, siendo mayor ésta

caracteristica en la cepa no filante.
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Figura 6.6.2.3. Comparacién de fuerza adhesiva entre una cepa filante y una no filante
fermentadas en retenido de leche cuando se le aplica un esfuerzo ciclico
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Figura 6.6.2.4. Comparacién de la adhesividad entre la cepa filante v la no filante
fermentadas en retenido de leche al aplicarle un esfuerzo ciclico.
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En la Figura 6.6.2.5. se presenta el comportamiento de la cohesividad, o
sea la fuerza de interaccion entre los enlaces internos que forman el cuerpo del
producto, observandose que esta caracteristica es mayor en la cepa filante que
en la no filante, siendo esto evidencia de que la cepa filante tiene una matriz

muy densa y rigida la cual es mas dificil de romper.

6.6.2.5. Comparacion del comportamiento de la cohesividad entre la cepa filante y la no
filante fermentadas en retenido de leche
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Todo lo anterior es la prueba de que en el mismo substrato inicial
(retenido de leche) y el tipo de cepa utilizada tienen efecto directo sobre las

caracteristicas texturales del producto.
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6.7. Microscopia electronica de barrido.

Mediante el empleo de microscopia electronica de barrido se pudo
apreciar que tanto la cepa utilizada como el substrato tienen influencia en la
microestructura de los diferentes productos de fermentacion. Estas diferencias
pueden explicar propiedades reoldgicas y de textura de los diversos sistemas

utilizados.

Se observd que el suero fermentado, por ambas cepas (Fig. 6.7.1),
presenta una red tridimensional muy débil y con muchas cavidades (espacios
intersticiales), estos resultados son similares a lo que encontraron Kalab y
Harwalkar (1972). Esto ultimo, se traduce en pocas interacciones entre los
compuestos presentes en el sistema, lo cual puede explicar el caracter
predominantemente viscoso (G’>>G’) que presentan estos productos (Grafica
6.5.1). Se observo que el tamafio de Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus
NCFB 2772 (cepa filante) es aproximadamente menor a 3 um, mientras que
Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 1489 (cepa no filante) (Fig.
6.7.1.B) es aproximadamente mayor a 6.8 um en promedio. Por otro lado, se
observd, que ambas cepas son capaces de producir exopolisacarido;, sin
embargo, cualitativamente la cantidad de goma producida por la cepa filante es
mayor que la producida por la cepa no filante, lo cual también se observo al
cuantificar el exopolisacarido presente en ambos sistemas (Fig. 6.6.2.1.). Esta
ultima caracteristica puede explicar el comportamiento reoespesante que se

presenta al realizar las pruebas dinamicas correspondientes (Grafica 6.5.2.).
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Al analizar el suero fermentado adicionado con caseina al 1.5% se
observo (Fig. 6.7.2) la produccion de exopolisacarido por ambas cepas, sin
embargo, la cepa filante (Fig. 6.7.2.A.) sintetizé6 mayor cantidad de éste lo que
concuerda con los resultados presentados en la Figura 6.6.2.1. Cabe sefialar
que los productos analizados fueron heterogéneos debido a que no se logro una
perfecta solubilizacion de la caseina en el medio, lo cual se refleja en la
ausencia de una red tridimensional ordenada y en la presencia de lactobacilos
solo en determinadas zonas de la muestra, razon por la cual no fué posible

llevar a cabo las mediciones reologicas y texturales de los sistemas.

La leche descremada fermentada mostrd estar constituida por una matriz
proteica tridimensional formada por micelas de caseina conectadas entre si
(Fig. 6.7.3.), informacion que concuerda con estudios previos hechos por
Kalab, (1979 y 1993) y Hassan et. al. (1995). La estructura de éstos productos
de fermentacion da como resultado la formacion de geles semisolidos
(G’>G?), es decir, sistemas donde el médulo de almacenamiento, es superior

al modulo de pérdida (Grafica 6.5.1.).

Al estudiar el efecto de la cepa sobre la microestructura de los productos
de fermentacion elaborados a partir de leche, se observo que el exopolisacarido
producido tiene la capacidad de unir a los lactobacilos con la matriz proteica
del sistema. Estos resultados confirman lo expuesto por Hess et al (1997);
Schellhaass y Morris, (1985); Teggatz y Morris, (1990) y Kalab, (1993).
Mediante las micrografias (Fig. 6.7.3.), se apreci6 que la cepa filante (Fig.
6.7.3.A.) tiene la capacidad de producir mas exopolisacarido que la cepa no

filante (Fig. 6.7.3.B.), lo que confirm¢é los resultados obtenidos en la Grafica
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6.6.2.1, donde se muestra que la cantidad de exopolisacarido presente en la
muestra expresado en mg eq de dextrana/ml, es aproximadamente el doble que
en la leche descremada fermentada por una cepa filante. Como se establecio
anteriormente, la composicion quimica (relacion proteina-carbohidrato) de la
goma también difiere (Fig. 6.3.1), lo que puede reflejarse en diferente tipo y
cantidad de interacciones presentes entre el exopolisacarido generado y el
lactobacilo, con la matriz proteica de sistema (Fig. 6.7.3). Se observd (Fig.
6.7.3.A) que la goma producida por la cepa filante tiene ademas la
caracteristica de unir a otras cepas entre si con la matriz proteica del sistema.
Por otro lado, al medir los lactobacilos presentes en ambos sistemas se observo
que la cepa filante (Fig. 6.7.3.A.) midié aproximadamente 7um en promedio
mientras que la cepa no filante (Fig. 6.7.3.B.) midi6é aproximadamente 6 um en

promedio.

Con base en lo anterior podemos establecer que las diferencias entre la
composicion y la cantidad de exopolisacarido generado; asi como la interaccion
de éste con la red tridimensional de la leche descremada fermentada (Fig.
6.7.3.), pueden explicar las diferencias entre las propiedades reolégicas y
texturales del sistema, es decir, el gel elaborado a partir de una cepa filante
presenta un componente eldstico (G’) aproximadamente 3 veces mayor que el
que se obtuvo al analizar el gel elaborado por una cepa no filante dentro del
rango de medicion establecido (Fig. 6.5.1.). Por otro lado, se observo que
¢éstas diferencias en la microestructura del producto elaborado por una cepa

filante generan un gel mas rigido y adhesivo (Fig. 6.6.1.2 y 6.6.1.6).
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Por otra parte, en el retenido de leche fermentado se observd una malla
tridimensional mucho mas compacta que la que se forma en leche descremada
(Fig. 6.7.3. vy 6.7.4.), lo que concuerda con estudios realizados por Mistry y
Hassan, (1992); Kalab y Harwalkar (1972 y 1974). Estas diferencias en la
microestructura del sistema pueden explicar la diferencia en orden de magnitud
del modulo elastico (G’) al compararla con leche fermentada dentro del rango
de medicion, ya que para productos elaborados a partir de leche los valores
oscilaron entre de 10 y 100 Pa y en retenido de leche fueron de
aproximadamente 1000 Pa (Fig. 6.5.1.). Por otro lado, al comparar las
diferencias en orden de magnitud en los parametros dureza y adhesividad de los
productos elaborados a partir de leche y los elaborados a partir de retenido de
leche, se observa que son significativamente mayores en el segundo substrato

fermentado (Fig. 6.6.1.2.; Fig. 6.6.1.3.y Fig. 6.6.1.6.).

En retenido de leche fermentado también se observo (Fig. 6.7.4) una
interaccion de la goma producida, con los lactobacilos y con la matriz proteica
del sistema. Al evaluar la influencia de la cepa sobre las caracteristicas
reologicas y texturales puede observarse (Fig. 6.7.4) una mayor produccion de
exopolisacarido presente en el substrato fermentado por una cepa filante (Fig.
6.7.4.B.) Con base en la relacion proteina-carbohidrato presentada en la Figura
6.3.1, se observan diferencias significativas entre la goma producida por ambas
cepas lo que también puede reflejarse en diferente tipo y cantidad de
interacciones con los otros componentes del sistema. De los experimentos de
textura (ciclo) se deduce que el polimero que se genera por la cepa no filante,
asi como las interacciones de éste con otros componentes del sistema son mas

débiles ya que después de someterlo a 10 compresiones ciclicas, el gel pierde
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el 76% de su estructura, mientras que el elaborado mediante una cepa filante
solo pierde el 27% (Fig. 6.6.2.2). Se observa también que los geles elaborados
en retenido de leche mediante una cepa filante presentan una adhesividad
significativamente mayor (-280 gs vs -47 gs), por lo que podemos decir que
éste parametro puede ayudar a caracterizar a una cepa filante. Ambos estudios

concuerdan con lo observado en la Figura 6.7 4.

Mediante estudios de microscopia electronica de barrido se puede
apreciar que ambas cepas fermentadas en retenido de leche produjéron mayor
cantidad de exopolisacarido (Fig. 6.7.1; Fig. 6.7.2; Fig. 6.7.3; Fig. 6.7.4) que
en los substratos anteriores, 1o que concuerda con los resultados presentados en
la Figura 6.6.2.1, lo cual puede traducirse en que la cantidad de caseina
presente en los substratos iniciales tiene influencia en la produccion de goma en
los sistemas lacteos fermentados. Como se observa, hay una mayor produccion
de expolisacarido por la cepa filante en todos los casos, lo cual se puede ver
también en la Figura 6.6.2.1.; sin embargo, la composicion de éste (relacion
proteina-carbohidrato) difiere, aunque se aprecia una tendencia a una mayor

proporcion de proteina en los sistemas elaborados a partir de una cepa filante.

Se observo también que mientras mayor contenido de proteina
presente en el sistema, mayor era el tamafio de las bacterias filantes (Fig.
6.7.1.A;, Fig. 6.72.A; Fig. 6.7.3 A; Fig.6.7.4B.), ya que en suero, suero
adicionado con caseina, leche descremada y retenido de leche fermentado
miden en promedio 3um, 3.5um, 7um y 9um respectivamente. Esto puede ser
evidencia de que Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 2772 (cepa

filante) tiene la capacidad de llevar a cabo una protedlisis de la caseina, lo que
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a su vez genera aminoacidos que pueden estimular su crecimiento y la

produccion de exopolisacarido.

Por otro lado, se observé (Fig. 6.7.1.B.; Fig. 6.7.2.B.; Fig. 6.7.3.B.;Fig.
6.7.4.A.)) que al aumentar el contenido de proteinas presentes en substrato
inicial el tamafio de Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 1489
(cepa no filante) disminuyo, ya que en suero, leche descremada y retenido de
leche fermentado las bacterias miden en promedio 6.8 um, 6um y 1.5 pum
respectivamente, siendo la excepcion el suero adicionado con caseina al 1.5%
fenomeno que puede deberse a la heterogeneidad del substrato inicial. Se
observd que el tamafio de la bacteria es inversamente proporcional a la
cantidad de goma producida, como se observa en las micrografias y en la
Figura 6.6.2.1., lo que puede indicar que ésta cepa tiene capacidad de producir
mas exopolisacarido al someterla a condiciones de estrés, como lo es un alto

contenido de proteina en el substrato inicial.

Con base en lo anterior es posible establecer que las diferencias en las
propiedades reologicas y texturales de los sistemas analizados pueden
entenderse mediante estudios de microscopia electronica, ya que ésta
herramienta permite correlacionar las propiedades fisicas con la

microestructura de los productos fermentados.
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Figura 6.7.1. Comparacion entre la cepa filante y la no filante fermentadas en

suero mediante microscopia electronica de barrido (L= lactobacilo; P=
exopolisacarido).

A. Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus ~ B. Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus
NCFB 2772 (Cepa filante). NCFB 1489 ( Cepa no filante).



Figura 6.7.2. Comparacion entre la cepa filante y la no filante fermentadas en
suero adicionado con caseina al 1.5%, mediante microscopia electrénica de
barrido (mp= matriz proteica; L=lactobacilo; P= exopolisacarido).
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