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RESUMEN GENERAL
ACTIVIDAD INHIBITORIA IN VITRO DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE
ANGIOTENSINA DE UNA BEBIDA PROBIOTICA A BASE DE SUERO
POR:
M. C. GABRIELA RODRIGUEZ HERNANDEZ
Doctor in Philosophia en Produccién Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: Ph. D. América Chavez Martinez
La disertacion esta conformada por tres estudios. El primero: “Calidad
microbiolégica de suero de queso Chihuahua”, este estudio evalla tres
variables microbianas del suero para valorar su potencial uso en la elaboracion
de bebidas fermentadas. Se analizaron 30 muestras de sueros provenientes de
diferentes queserias de siete ciudades del Estado de Chihuahua. Los
resultados se compararon con los limites maximos establecidos en suero por el
proyecto de norma PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012. Encontrandose que
de las 30 muestras, se superaron los limites en: 27 para mesofilicos aerobios,
21 para coliformes totales y 12 para mohos y levaduras. Dadas las altas cargas
microbianas en los sueros; se recomienda almacenar los sueros de manera
sanitaria y pasteurizarlos antes de usarlos como alimento. En el segundo
estudio, “Formulacion y evaluacion de una bebida fermentada elaborada a base
de suero adicionado con probidticos y prebibticos”, se elaboraron diferentes

mezclas de suero-leche, probidticos y prebidticos, para generar una bebida que
Vil



cumpliera con: 1) calidad sensorial, 2) viabilidad de probiéticos (1x10° UFC/mL)
y 3) estabiliad (sin sinéresis) durante su vida en anaquel (21 d). Para esto, se
formularon 13 tratamientos, con diferentes probidticos y con y sin prebidtico
(Mezcla de fosfooligosacaridos); seleccionandose cuatro de ellos con base en
los resultados de los tres parametros evaluados. Los seleccionados fueron
probados en el tercer estudio: “Actividad inhibitoria de la Enzima Convertidora
de Angiotensina (ECA), protedlisis y pérfil peptidico de una bebida probidtica a
base de suero”, observandose actividad ECA inhibitoria en todos los
tratamientos, asi como diferentes correlaciones de ésta (R de 0.986 hasta 0),
con el resto de las variables entre tratamientos y durante la vida en anaquel.
Como resultado general, se formulé una bebida funcional a base de suero,

fermentada con probiéticos y con actividad ECA inhibitoria in vitro.
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ABSTRACT
ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME IN VITRO INHIBITORY ACTIVITY IN
A WHEY PROBIOTIC BEVERAGE
BY:
GABRIELA RODRIGUEZ HERNANDEZ

The dissertation is formed by three studies. The first one: "Microbiological quality
of Chihuahua cheese’s whey", evaluated microbiologically 30 samples of whey, in order
to estimate its potential as ingredient in fermented beverages. The samples were from
different dairies of seven cities in the state of Chihuahua. The results were compared
against the limits set by the Mexican standards PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012.
The limits were surpassed in 27 out of the 30 samples for aerobic mesophiles, in 21 for
total coliforms and in 12 for moulds and yeasts. Due to the high microbial counts, it is
recommended to store whey in a more hygienic way and pasteurized it before using it
to prepare any food. The second study was "Development and evaluation of a
fermented beverage made from whey added with probiotics and prebiotics". A beverage
was formulated with different proportions of whey and milk, probiotics and prebiotics.
The beverage had to fulfill the next requirements: 1) high sensory quality, 2) a minimal
viability of probiotics of 1x10°® CFU/mL) and 3) stability (no syneresis) throughout its
shelf life (21 d). Hence, 13 treatments with different probiotics and with or without
prebiotics (phospho-oligosaccharides mix) were tested. The beverages best graded
were studied further in the next project, "Inhibitory activity of the angiotensin-converting
enzyme (ACE), proteolysis and peptide profile of a whey-based probiotic beverage". It
was observed an ACE inhibitory activity in all treatments and different correlations of
this (R to 0986-0), against the other variables throughout the shelf life. The overall

result functional whey-based beverage with probiotic and in vitro ACE inhibitory activity

iX



was formulated.
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INTRODUCCION GENERAL
La leche y los productos lacteos son fuente de proteinas de alto valor
bioldgico. La leche de vaca consta de aproximadamente 3.5 % de proteinas, de
las cuales 80 % son caseinas (o, B, Y Y x) ¥ 20 % proteinas del suero (B-
lactoglobulina, a-lactalboumina, seroalbimina y proteinas minoritarias)
(Jauhiainen y Korpela, 2007; Fox y McSweeney, 2008). De entre las proteinas
contenidas en los alimentos, las proteinas del suero son las de mayor calidad
nutricional debido al tipo de aminoacidos que contiene, de los cuales la gran
mayoria son esenciales, ramificados y de facil digestion (Devries y Phillips,
2015). El suero, se clasifica segun su pH, y el tipo de queso del cual se separe,
puede ser acido o dulce. El primero se obtiene de la produccién de yogurt y
guesos como el cottage y tiene un pH menor de 5.1. El suero dulce es extraido
de quesos tipo Cheddar (como el queso Chihuahua) y tienen un pH mayor a
5.6, ademas son de ser ricos en proteinas contienen vitaminas, minerales y
acidos grasos (Tunick, 2008); generalmente contienen 7 % de solidos totales,
de los cuales el 74 % es lactosa, del 10-12 % son proteinas, el 8 % son
minerales, el 3 % es grasa y del 1-3 % es acido lactico (Miranda et al., 2007).
Por la importancia nutrimental de sus componentes, el suero de leche ha sido
empleado para elaborar bebidas funcionales (Duggan et al., 2002). Una bebida
lactea fermentada puede definirse como un tipo de leche fermentada resultante
de la mezcla de suero y leche, adicionada con cultivos lacticos (Castro et al.,
2009). La suplementacion de bebidas lacteas fermentadas con probidticos y

prebidticos representa una opcion para dar valor agregado a este tipo de
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bebidas (Castro et al., 2013). Los probidticos son microorganismos vivos que
aportan un beneficio a la salud del consumidor (Allgeyer et al., 2010; Nakamura
y Omaye, 2012). Los cuales aunado a su funcion nutricional, también favorecen
la proteolisis, por lo cual, al liberarse mayor nimero de péptidos, algunos son
capaces de ejercer en el consumidor efectos biolégicos benéficos especificos,
por lo cual, se les denomina péptidos bioactivos o biopéptidos (Costa et al.,
2007; Dziuba et al., 2009). Los prebidticos son alimentos no digeribles por el
consumidor pero si por los probioticos que se localizan en el intestino grueso,
beneficiandose asi el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado niamero de
especies probidticas (Drgalic et al.,, 2005; Cruz, 2010). Los prebidticos son
generalmente oligosacaridos con diferente grado de polimerizacion (Angus et
al., 2005).

Los péptidos bioactivos o biopéptidos son generados por la hidrolisis de
las proteinas, estos aunado a su funcidén nutricional ejercen efectos biologicos
benéficos especificos (Costa et al., 2007; Dziuba et al., 2009) que favorecen la
salud del consumidor actuando en los sistemas: cardiovascular, gastrointestinal,
nervioso y/o inmune (Jauhianen y Korpela, 2007; Hajirostamloo, 2010; Ruiz-
Giménez et al., 2012). Las proteinas de la leche son consideradas una de las
principales fuentes de péptidos bioactivos (Sanlidere y Oner, 2011; Plaisancié et
al., 2013).

En el afio 2013, se estimé que la produccién mundial anual de leche,
ascendié los 466 millones de toneladas métricas (Lagrange et al., 2015). En
nuestro pais, la produccion nacional de leche de bovino ha ido en incremento

constante desde 1990 y en el afio 2014, mostrd un crecimiento anual del 1.5 %
2
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superando los 11 129 millones de It. De los cuales, se produjeron 39, 712 ton de
queso Chihuahua generandose alrededor de 357, 408 It de suero del mismo
(SAGARPA, 2015).

Con base en lo anterior, el objetivo de este proyecto fue desarrollar una
bebida funcional a base de una mezcla de suero-leche fermentada con

probioticos con potencial para presentar actividad ECA inhibitoria.
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REVISION DE LITERATURA

Las proteinas de la leche de vaca representan cerca del 3.5 % de sus
componentes totales y se dividen en dos grupos: las caseinas y las proteinas
del suero. Estas Ultimas, se subdividen en proteinas mayoritarias que
representan aproximadamente el 20 % de las proteinas totales de la leche y las
proteinas minoritarias que representan el 1 % (Madureira et al., 2010). Se
distribuyen de la siguiente manera: 56 % p-lactoglobulina, 21 % o-lactalbumina,
7 % seroalbumina, 14 % Inmunoglobulinas y 2 % lactoferrina; de las cuales, las
B-lactoglobulina, o-lactoalbumina y seroalbumina, se denominan fraccion de
albumina, y la lactoferrina e inmunoglobulinas fraccion de globulinas (Fox y
McSwenney, 2008). Las proteinas séricas, permanecen disueltas en el suero
tras la precipitacion acida de las caseinas a un pH de 4.6 a 20 °C (Laetitia y
Tomasula, 2008). Las proteinas del suero son relevantes por su importancia
nutricional y tecnoldgica (Drgalic et al., 2005; Legarova y Kourimska, 2010);
ademas, tienen un alto valor biolégico aun superior a las proteinas del huevo,
soya y las mismas caseinas presentes en la leche, esto debido a su alto
contenido de aminoacidos esenciales ramificados como valina, isoleucina y
leucina, que proporcionan mayor energia metabdlica que el resto (Pescuma et
al., 2010).
Suero de Queso

El suero de queso es un liquido resultante de la precipitacion y
separacion de las caseinas de la leche durante la elaboracién del queso

(Prazares et al., 2012). Se clasifica de acuerdo al pH, y segun el tipo de queso
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del cual se separe, puede ser acido o dulce. El primero se obtiene de la
produccion de yogurt y quesos como el cottage y tiene un pH menor de 5.1. El
suero dulce es extraido de los procesos de queso tipo Cheddar (como el queso
Chihuahua) y tienen un pH mayor a 5.6 (Tunick, 2008). Este dltimo retiene
cerca del 55 % de los nutrientes de la leche y esta compuesto por: 93 % agua, 5
% lactosa, 0.85 % proteinas, 0.53 % minerales y 0.36 % grasa. Por cada 10 It
de leche, se puede elaborar 1 kg de queso tipo Cheddar, como el Chihuahua
obteniéndose como subproducto 9 It de suero (Pescuma et al., 2010). En
algunos de los casos éste subproducto es desechado al drenaje (Miranda et al.,
2007). En relacion a esto, la norma mexicana NOM-001-ECOL-1996 permite
verter en rios sustancias con una demanda bioquimica de oxigeno (DBO)
maxima de 150 mg/lt, ya que no existe regulacion para drenaje. Por
consiguiente, el suero de leche es considerado un contaminante, ya que
presenta una DBO de 35 - 50 kg/It (Tunick, 2008). La produccion diaria de suero
varia entre paises, sin embargo, independientemente de la cantidad producida,
el manejo de este subproducto representa un problema ambiental. Se estima
que alrededor del mundo se generan cerca de 40.7 x 10° ton de suero de queso
por aflo (Prazares et al., 2012). Tunick (2008), cita el trabajo realizado por
Marwaha y Kennedy (1998), quienes investigaron en Estados Unidos de
América, que la produccion diaria promedio de suero en una lecheria, se
estimaba en 4000 It; dicha contaminacion producida por este volumen de suero
equivale a la generada por 1900 personas. En algunos paises, el suero de

leche es producido en grandes cantidades vertiéndose a los rios como parte de
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los efluentes de las fabricas, representando asi un grave problema ambiental,
por lo tanto se ha sugerido darle un uso alternativo (Miranda et al., 2007).

En algunos casos el suero dulce es empleado para la alimentacion de
cerdos, o bien en la elaboracién de otros productos como requeson o suero en
polvo (Tunick, 2008). La elaboracion de suero en polvo, requiere la
concentracion, separacion y/o fraccionamiento del mismo (Drgalic et al., 2005);
no obstante, la maquinaria para elaborarlo es muy costosa (Mahajan et al.,
2004). Debido a esto, recientes investigaciones se han enfocado en el estudio
de la aplicacion de este subproducto como ingrediente en la fromulacion de
productos funcionales (Pescuma et al., 2010).

En la actualidad no existen normas mexicanas que regulen tanto el
manejo como la composicion del suero de leche que se procesa, ya que en la
mayoria de los casos la industria quesera lo considera un subproducto con poco
o nulo valor econdmico. A la fecha soélo existe el proyecto de norma PROY-
NMX-F-721-COFOCALEC-2012 (Sistema producto leche - alimentos — lacteos —
suero de leche liquido o en polvo — especificaciones y métodos de prueba),
mismo que se basa en las normas mexicanas oficiales para el analisis de otros
alimentos. Este proyecto de norma especifica que el suero dulce liquido, debe
contener como maximo 10, 000 UFC/mL de bacterias mesofilicas aerobias y
100 UFC/mL de coliformes.

La ecologia microbiana del suero es compleja, aun asi, la mayoria de los
estudios microbiol6gicos en suero estan enfocados en la identificacion de
bacterias acido lacticas (BAL) presentes (Zago et al., 2007), sin dar importancia

a los microorganismos contaminantes. Las BAL son un grupo de bacterias
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Gram positivas (G+), no esporuladas, catalasa negativa (-), anaerobias
facultativas, con un metabolismo fermentativo, algunos generos son:
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus entre otros (Savijoki et
al., 2006). El género Bifidobacterium es histéricamente considerado una BAL, y
en el manual Bergey’'s de 1957 fueron designadas como Lactobacillus bifidum,
no obstante, tiene una ruta de fermentacion de los carbohidratos Unica y
filogenéticamente estdn mas relacionadas con el grupo Actinomycetaceae G+.
Por estas razones se les separa de las BAL (Axelsson, 2004).

Algunas BAL aisladas en suero, son los siguientes: en suero de queso
argentino de pasta cocida se aisld Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus, Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
(Reinheimer et al., 1994); en sueros de queso Mozarella, se identificaron
Lactococcus lactis, Lactobacillus spp. y S. thermophilus (Coppola et al., 2001) y
en suero de queso Parmigiano Reggiano se aislé Lactobacillus helveticus (Gatti
et al. 2003); en suero de Grana Padano, se aislaron S. thermophilus, L.
helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y subsp. Lactis y L. fermentarum
(Lazzi et al., 2004); y en el mismo tipo de queso otros autores reportaron haber
aislado L. helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y subsp. lactis
(Andrighetto et al., 2004); en suero de queso Parmigiano Reggiano, se aislaron
S. thermophilus, L. helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y subsp. lactis, y
L. fermentarum (Bottari et al., 2010) y en el mismo afio en México, en suero de
queso Cheddar se aislaron dos cepas de L. lactis (Gutiérrez-Méndez et al.,
2010).

Probidticos y Prebidticos
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Los probidticos son microorganismos vivos que aportan un beneficio a la
salud del consumidor (Allgeyer et al., 2010; Nakamura y Omaye, 2012)
proporcionandole un balance a la microflora del intestino (Kailasapathy y Chin,
2000). Ademas de diversos beneficios generales y especificos del cuerpo
humano en: el tracto gastrointestinal, ayudan a asimilar la lactosa, prevenir
infecciones, diarreas, cancer de colon y a estabilizar la barrera mucosal del
intestino; en el sistema cardiovascular, ayudan a disminuir la presion arterial y
presentan un efecto hipocolesterolémico; y en el sistema inmune fortalecen las
defensas contra infecciones intestinales (Vinderola y Reinheimer, 1999;
Kailasapathy y Chin, 2000). Las BAL son los microorganismos mas usados
como probioticos (Hozer y Kirmaci, 2009).

Los beneficios que los probidticos confieren a la salud del consumidor
son conocidos desde los tiempos de HipOcrates, en los que ya se reportaba que
algunas leches fermentadas podian curar algunos desordenes del sistema
digestivo. No obstante, fue hasta 1907, que el cientifico ruso Elie Metchnikoff
propuso el concepto de probidtico conocido actualmente (Ranadheera et al.,
2010). Para que los microorganismos probidticos lleven a cabo su efecto
benéfico en el organismo deben mantenerse viables hasta el colon y presentar
cuentas que asciendan a 1x10° UFC/mL (Tamime et al., 2005; Hozer y Kirmaci,
2009), para considerar que ejerzan un efecto terapéutico el consumo minimo de
probidticos por dia debe oscilar entre 10%-10° UFC/mL (Tharmaraj y Shah,
2003).

Los requerimientos para considerar un microorganismo probiotico son los

siguientes: a) que presente un efecto fisiologico en el cuerpo; b) que no sea
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toxico ni patdgeno; c) que tenga alto nimero de células viables; d) que pueda
sobrevivir en el tracto gastrointestinal; e) que se pueda adherir a la mucosa
intestinal; f) que produzca antimicrobianos; g) que la especie en uso halla sido
aislada previamente; y, h) que en el producto donde se afada, sea
sensorialmente agradable, se mantenga estable y que se etiquete aclarando su
contenido (Kailasapathy y Chin, 2000).

Por otra parte, los prebidticos son alimentos no digeribles por el
consumidor pero si por los probioticos que se localizan en el intestino grueso,
beneficiandose asi el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado niamero de
especies probidticas (Drgalic et al.,, 2005; Cruz, 2010). Los prebidticos son
oligosacaridos con diferente grado de polimerizacion (Angus et al., 2005),
algunos ejemplos son: los galactooligosacaridos o los fructooligosacaridos
como la inulina (Ranadheera et al., 2010). No obstante, los prebi6ticos también
influyen positivamente de otras maneras en el organismo, como por ejemplo:
ayudando en la absorcién de minerales como calcio o hierro en el intestino
delgado, ya que ejercen accion enlazante o secuestradora; se sabe también
que las inulinas tipo fructanos ejercen efectos en el metabolismo de lipidos
disminuyendo los triglicéridos séricos tanto en animales como humanos,
reduciendo asi el riesgo de padecer enfermedades tales como: diarrea,
osteoporosis y cancer de colon (Roberfroid, 2000).

Los prebidticos deben cumplir con los siguientes requisitos: a) resistir la
hidrolisis y absorcién en el tracto gastrointestinal superior; b) ser un sustrato
selectivo para uno 6 un limitado nimero de especies bacterianas; c) alterar

benéficamente la microbiota en el colon; y, d) inducir efectos inmunes o
9
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sistematicos benéficos en el consumidor para s usalud (Kailasapathy y Chin,
2000).

Los alimentos funcionales son los alimentos o nutrientes que ejercen un
cambio fisiolégico benéfico en el cuerpo, tal es el caso de los alimentos
adicionados con probiéticos y prebidticos (Duggan et al.,, 2002). Asi bien,
cuando los probidticos y prebidticos son combinados ejercen una accion
sinérgica, proporcionando beneficios adicionales al consumidor (Allgeyer et al.,
2010). Se estima que durante la década pasada mas de 500 nuevos productos
funcionales fueron introducidos al mercado (Silveira et al., 2015).

Bebidas Fermentadas

Una bebida lactea fermentada puede definirse como una mezcla de leche
con cultivos microbianos y otros productos lacteos (Castro et al., 2009). Desde
1913, Jolles, desarrolld una bebida a base de suero esterilizada y adicionada
con acidos, sales y medicamentos (Holsinger et al., 1974). Desde entonces las
bebidas lacteas formuladas con suero de leche han ido ganando terreno en el
mercado global, debido a que son producidas usando tecnologia simple,
ademas han sido bien aceptadas por consumidores de diferentes edades
(Silveira et al., 2015). El suplementar el suero con probioticos y prebioticos
representa una nueva opcioén para dar valor agregado a este subproducto de la
industria quesera y a las bebidas lacteas per se (Castro et al., 2013). Existe
gran diversidad de bebidas fermantadas a base de suero; usando granos de
kéfir como cultivos iniciadores (Teixeira et al., 2011), a base de suero liofilizado

rehidratado en agua (Beucler et al., 2005; Pescuma et al., 2010), solamente el
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suero fermentahdo con probidticos (Maity et al., 2008), o bien empleando
mezclas de suero y leche como en este proyecto.

Gonzalez y Gonzalez (2002), elaboraron varias bebidas fermentadas a
base de suero-leche (75-25 %, 50-50 %, O0-100 % v/v) usando
carboximetilcelulosa como estabilizante, logrando una vida en anaquel de 7 d,
en este caso los consumidores prefirieron la bebida sin suero, después la que
contenia mitad de suero y mitad de leche y por ultimo la de mayor contenido de
suero. Gutiérrez (2006) evalud sensorialmente bebidas fermentadas a base
suero-leche (20-80 % v/v) adicionadas con probiéticos, observando mayor
agrado por las bebidas sin estabilizantes y con saborizantes logrando una vida
en anaquel de 27 d. Asi mismo, Miranda et al. (2007) elaboraron bebidas
fermentadas a base de suero y evaluandose como “me gusta mucho”, a la
bebida con estabilizante y fermentada con Lactobacillus acidophilus vy
Streptococcus thermophilus, reportaron una vida en anaquel de 7 d. Por otra
parte, Legarova y Kourimska, (2010) elaboraron bebidas de cero, tres y cuatro h
de fermentacién a base de suero-leche (100-0 %, 75-25 % y 50-50 % v/v),
obteniendo los valores mas bajos de aceptacion en las bebidas de 100 % suero
y los valores mas altos en las bebidas no fermentadas con igual proporcion
leche-suero.

Biopéptidos

Los péptidos bioactivos o biopéptidos son generados por la hidrélisis de
las proteinas, estos aunado a su funcién nutricional ejercen efectos bioldgicos
benéficos especificos (Costa et al., 2007; Dziuba et al., 2009) que impactan

positivamente la salud del consumidor actuando en el sistema inmune,
11
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gastrointestinal, nervioso, cardiovascular y/o en el estado nutricional del mismo
(Dziuba y Darewicz, 2007; Jauhianen y Korpela, 2007; Hajirostamloo, 2010;
Ruiz-Giménez et al., 2012). Los biopéptidos son fragmentos de proteinas que
no presentan actividad bioldgica cuando se encuentran formando parte de una
proteina, sin embargo, cuando esta se hidroliza, los péptidos se separan y
comienzan a ejercer su funcion bioactiva (Foltz et al., 2007; Weimann et al.,
2009; Kim y Wijesekara, 2010). La bioactividad de los péptidos depende de la
secuencia y niumero de aminoacidos, pudiendo contener entre 2 y 20 residuos
(Korhonen y Pihlanto, 2006). A la fecha, se han aislado una gran variedad de
biopéptidos provenientes de suero (ljas et al., 2004; Wang et al., 2010) en
diferentes productos, principalmente de leches fermentadas con BAL (Minervini
et al., 2009; Nielsen et al., 2009).
Mecanismos de Generacién de los Biopéptidos

Los biopéptidos se generan por hidrélisis enzimatica, la cual puede
llevarse a cabo de tres maneras: a) con enzimas digestivas, b) por
microorganismos proteoliticos y ¢) con enzimas proteoliticas derivadas de
microorganismos o plantas (Madureira et al., 2010; Pritchard et al., 2010). Por
su importancia tecnolégica con frecuencia sobresalen dos métodos de hidrolisis;
el uso de enzimas digestivas y la fermentacion microbiana, en el entendido de
gue las enzimas proteoliticas aisladas para hidrolizar las proteinas son
producidas por microorganismos principalmente como bacterias u hongos o
bien provenientes de plantas (Kumar y Bhalla, 2005; Korhonen, 2009; Ruiz-
Giménez et al.,, 2012). Adicionalmente a estas rutas, también se liberan

biopéptidos por la accién de enzimas endégenas que se encuentran presentes
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en la leche, tales como la plasmina y la catepsina (Bouhallab y Bougle, 2004;
Ong y Shah, 2008).

Hidrélisis por enzimas digestivas. Las principales enzimas
gastrointestinales que producen biopéptidos son la: pepsina, tripsina,
quimiotripsina, enzima convertidora de angiotensina (ECA), pancreatina y las
combinaciones de éstas con otras enzimas bacterianas (Korhonen, 2009; Wang
et al., 2010; Choi et al., 2012).

Proteolisis microbiana. La fermentacion de la leche se da
principalmente por la accion de los microorganismos que forman parte de los
cultivos usados en la manufactura de productos lacteos, particularmente las
BAL (Gonzalez-Gonzéalez et al., 2011). La protedlisis es la degradacion de las
proteinas por la acciéon del sistema proteolitico de las BAL para liberar
pequefios péptidos y aminoacidos (Smit et al., 2005). Durante la fermentacién
de la leche, el sistema proteolitico de los cultivos iniciadores (Figura 1) juegan
un rol crucial (Serra et al., 2009). De los microorganismos que se encuentran
frecuentemente formando parte de los cultivos iniciadores, los mas estudiados
son Lactococcus spp. y Lactobacillus spp. (Ebringer et al., 2008). La protedlisis
es iniciada por una sola proteinasa extracelular, sin embargo, algunas BAL no
sintetizan proteinasas extracelulares, en este caso dependen de otras cepas
gue liberen las proteinasas al medio. Siendo solo los péptidos menores a 18
residuos son los que pueden entrar a la célula, por medio de sistemas
transportadores di/tri péptidos y oligopéptidos, posteriormente los péptidos son
degradados intracelularmente por una gran variedad de peptidasas clasificadas

en: aminopeptidasas, endopeptidasas, dipeptidasas, tripeptidasas, y peptidasas
13
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Figura 1. Hidrdlisis de las proteinas por el sistema proteolitico de las
bacterias acido lacticas durante la digestién, misma que
resulta en la liberacion de péptidos bioactivos.

Saavedra et al. (2013).
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especificas sobre prolina; mismas que difieren mucho entre si tanto en su
actividad como en sus mecanismos de accion (Smit et al., 2005).

Por otra parte, para inducir la sintesis in vitro de algunos biopéptidos,
pueden usarse hongos peptidoliticos, como: Aspergillus oryzae (Ebringer et al.,
2008; Van der Zander et al., 2008) y Saccharomyces cerevisae (Ong y Shah,
2008). También, se han utilizado algas unicelulares para la produccion sintética
de biopéptidos, como es el caso de Chlamydomonas reinhardtii, que a partir de
proteinas lacteas, hidroliz6 péptidos con actividad antihipertensiva, opioide,
antimicrobiana e hipocolesterolémica (Campos-Quevedo et al., 2013).
Biopéptidos con Actividad Antihipertensiva

Diversos estudios han reportado biopéptidos que presentan actividad
antihipertensiva (Ong y Shah, 2008; Losurdo et al., 2014), la cual esti
directamente relacionada con la ECA (Peptidil dipéptido hidrolasa - EC
3.4.15.1), que es un dipéptido liberador de una exopeptidasa asociada a la
regulacion de la presion arterial, ya que participa en la conversion de
angiotensina-l en angiotensina—Il (Seppo et al., 2003; Ahn et al., 2009; Losurdo
et al., 2014). Algunos biopéptidos pueden inhibir la accién de esta enzima,
logrando un efecto antihipertensivo que a su vez beneficia al sistema inmune y
nervioso del consumidor ya que favorece el estado de homeostasis (Miguel et
al., 2007; Minervini et al., 2009; Otte et al., 2011). Asi mismo, hidrolizados de
origen lacteo producidos con tripsina han mostrado una actividad inhibitoria
relevante de la ECA (Pripp, 2005) principalmente los péptidos cuyo tamafio es

menor de 3 kDa (Alvarado y Guerra, 2010; Ruiz-Giménez et al., 2012).
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Los péptidos antihipertensivos contienen residuos hidrofobos como Trp,
Tyr o Phe en una de las tres ultimas posiciones de su secuencia; tal estructura
peptidica al unirse a los sitios activos de la ECA bloquean la actividad de ésta
(Shahidi y Zhong, 2008). Dicho bloqueo incrementa al aumentar la cantidad de
cargas positivas, esto debido a la presencia de residuos de Lys o Arg en
posiciones terminales del péptido, asi como residuos de Pro solos o en
combinacion con residuos hidrofobos (Alvarado y Guerra, 2010). Algunos
ejemplos de esta clase de tripéptidos son: Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro (Hozer y
Kirmaci, 2009; Jauhiainen et al., 2010; Udenigwe y Aluko, 2012) los cuales
disminuyen significativamente la presion arterial en personas hipertensas (Van
Mierlo et al., 2009). Asi mismo, se ha mostrado que al aislar dichos péptidos de
leches agrias y administrarlos a ratas hipertensas, éstos inhiben la actividad de
la ECA (Sipola et al., 2001). Por otro lado, Jakala et al. (2009) al monitorear en
ratas el transito del péptido radiomarcado lle-Pro-Pro, por el sistema digestivo
hasta su adsorcion, concluyeron que el enlace Pro-Pro es resistente a las
enzimas proteoliticas presentes en el aparato digestivo y por lo tanto, este
puede llegar a la sangre y a otros 6rganos para desempeiar la actividad ECA
inhibitoria, también probaron los péptidos Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro en ratas
hipertensas, observando que estos presentan una funcidn protectora del
endotelio de las arterias. Jauhiainen et al. (2007 y 2010) mencionan que estos
mismos tripéptidos presentan actividad antihipertensiva en personas
hipertensas. Otros péptidos que han presentado actividad de la ECA son: el
dipéptido Tyr-Pro, aislado de las proteinas del suero (Korhonen y Pihlanto,

2006) vy los tripéptidos Leu-Ala-Met-Ala y Val-Phe-Lys provenientes de las -
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lactoglobulinas (Kamau et al.,, 2010b). Los fragmentos Trp-Leu-Ala-His-Lys y
Tyr-Gly-Leu de las a-lactoalbuminas también han mostrado actividad inhibitoria
de la ECA (Kamau et al.,, 2010a). Por otra parte Ruiz-Giménez et al. (2012)
aislaron 11 péptidos de lactoferrina, los cuales ejercieron actividad inhibitoria
de la ECA. Asi mismo, se ha observado que el consumo de proteina hidrolizada
de suero ejerce una reduccién significativa en la presién sanguinea de personas
hipertensas (FitzGerald et al., 2004; Martinez y Martinez, 2006). Algunos otros
péptidos que in vitro han mostrado accion inhibitoria de la actividad de la ECA
incluyen: Leu-Pro-Pro, Ala-Trp, lle-Trp, Leu-Trp, Val-Tyr, lle-Tyr y Phe-Tyr, los
cuales fueron aislados de yogurt (Foltz et al., 2007). Tsai et al. (2008) inocularon
leche con Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus, y al separar el
suero de la misma, observaron que la capacidad inhibitoria de la ECA se
concentraba en el suero, misma que se atribuy6 a la secuencia Tyr-Pro-Tyr-Tyr,
posteriormente al administrar el suero a ratas hipertensas se observaron
disminuciones significativas en la presion sistélica y diastolica. Nielsen et al.
(2009) analizaron leches fermentadas con cepas especificas de Lactoccocus
lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus y Streptococcus
thermophilus observando un efecto ECA inhibitorio. Por otro lado, Rodriguez-
Figueroa et al. (2010) encontraron que leche fermentada con cepas nativas de
L. lactis de diversos ecosistemas podian biogenerar fracciones peptidicas con
actividad antihipertensiva; mientras que Sanchez et al. (2011), al administrar
caseina bovina hidrolizada a ratas hipertensas por 6 semanas, observaron

reduccion de la presion arterial sistdlica y diastdlica.
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RESUMEN

Se analizé la calidad microbiologica de 30 muestras de suero lacteo,
cuantificandose tres variables: mesofilicos aerobios, coliformes totales y mohos
y levaduras. El objetivo de este muestreo, fue realizar una evaluacion
preeliminar del suero en la industria quesera, para considerar la asociacién con
una de ellas y trabajar en la formulacion de una bebida funcional. Las muestras
fueron recolectadas de febrero a agosto del afio 2011, de diferentes queserias
ubicadas en siete ciudades del Estado de Chihuahua: Camargo, Chihuahua,
Cuauhtémoc, Delicias, Meoqui, Rosales y Saucillo. Entre las queserias
monitoreadas las tres variables mostraron diferencias  (p<0.05).
Posteriormemte, las variables fueron sometidas a un analisis cluster,
observandose diferencias en los conteos microbioldgicos del suero, formandose
tres grupos iniciales con un 35 % de similitud. Demostrandose de ésta manera
gue no existe una asociacion en la calidad microbioldgica del suero, segun la
ciudad monitoreada, ya que entre éstos grupos primarios no hubo un patron de
incidencia. Segun el proyecto de norma PROY-F-721-COFOCALEC-2012, de
las 30 muestras monitoreadas, estuvieron por encima de lo establecido: 27 para
mesofilicos aerobicos, 21 para coliformes totales y 12 de mohos y levaduras.
Dichos resultados denotan la variabilidad en los procesos y diferencias entre la
materia prima, asi como, las malas practicas de higiene y manejo empleadas en
la obtencidn del suero. Con base a la variabilidad observada y las altas cuentas
microbianas, se optd por elaborar el suero en el laboratorio, para controlar las
condiciones del proceso y no se elegié la asociacibn con ninguna de las

empresas monitoreadas.
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ABSTRACT

The microbiological qualities of 30 samples of whey were analyzed in
terms of yeasts and molds, aerobic mesophiles and total coliforms. The aim was
to evaluate the quality of the whey produced in Chihuahua in order to formulate
a functional beverage. Samples were collected from February to august 2011 in
seven cities of Chihuahua: Camargo, Chihuahua, Cuauhtémoc, Delicias,
Meoqui, Rosales and Saucillo. The variables had differences (p <0.05). The
cluster analysis showed statistical differences in the microbial counts. The three
initial groups with 35 % similarity, demonstrated that there is not association
between the microbiological quality of the whey and the city monitored. Among
these primary groups there was not a pattern of incidence. According to
standard project (PROY-F-721-COFOCALEC-2012) the limits were surpassed in
27 out of the 30 samples for aerobic mesophiles, in 21 for total coliforms and in
12 for moulds and yeasts. These results expose the variability of the processes
and the differences between the raw materials, as well as poor hygiene and the
handling practices employed in the production of whey. Based on the variability
and the high microbial accounts, it was decided not to use the commercial whey

and prepare it in the laboratory to control the conditions.
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INTRODUCCION

El queso Chihuahua es un tipo de queso prensado, de pasta semidura a
blanda, sometido a maduracion mediante microorganismos, bajo condiciones de
tiempo, temperatura y humedad controladas (NOM-121-SSA1-1994). Es uno de
los principales quesos producidos en el Norte de México y es una variante de
queso Cheddar joven (de 2-4 semanas de maduracion) y fue desarrollado por la
comunidad Menonita en el Estado de Chihuahua (Van Hekken et al., 2007).
Chihuahua ocupa la cuarta posicion en produccion de leche a nivel nacional,
con mas de mil millones de litros en el afio 2014, de los cuales se destinaron
342, 870 ton para produccion de quesos. Especificamente en queso Chihuahua
se genero un ingreso mayor a 2, 432 millones de pesos con una produccion de
39, 712 ton y de éstos ultimos se produjeron mas de 357 mil It de suero
(SAGARPA, 2015), ya que por cada kilo de queso producido, se generan 9 It de
suero aproximadamente (Pescuma et al., 2010).

La industria lactea estd asociada con la producciéon de distintos
subproductos liquidos contaminantes, mismos que varian segun el producto del
cual sean obtenidos (yogurt, mantequilla, queso u otros productos lacteos). La
calidad de estos, se define en gran medida por las condiciones dadas durante
su procesamiento (Prazeres et al., 2012).

El suero es la parte liquida de la leche que se obtiene después de la
separaciéon de la cuajada (caseina) durante la elaboracién del queso. Su
composicién varia en funcion de la leche utilizada, el tipo de queso del cual
proviene, del método de coagulacion y de los procesos a los que es sometido

para obtener propiedades funcionales especificas (PROY-NMX-F-721-
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COFOCALEC-2012: Sistema producto leche — alimentos — lacteos — suero de
leche liquido o en polvo - especificaciones y métodos de prueba).

El suero se clasifica de acuerdo al pH y segun el tipo de queso del cual
se separe puede ser acido 0 dulce. El primero se obtiene de la produccion de
yogurt y quesos como el cottage y tiene un pH menor de 5.1. El suero dulce es
extraido de los procesos de quesos tipo Cheddar (como el queso Chihuahua) y
tiene un pH mayor a 5.6 (Tunick, 2008). El suero retiene cerca del 55 % de los
nutrientes de la leche (Gonzalez-Siso, 1996); y debido a la concentracion de
riboflavina (vitamina B;), se caracteriza por su color amarillo verdoso (Prazeres
et al., 2012). Se estima que el suero dulce, estd conformado por 7 % de sdlidos
totales de los cuales: 74 % es lactosa, 10-12 % son proteinas, 8 % son
minerales, 3 % es grasa y 1-3 % es acido lactico (Miranda et al., 2007). En
general, por cada 10 It de leche, se elabora 1 kg de queso tipo Cheddar como el
queso Chihuahua obteniendo como subproducto 9 It de suero (Gonzalez-Siso,
1996; Tunick, 2008). En cuanto a los usos del suero dulce en la industria
quesere de nuestro Estado, se ha observado que es empleado principalmente
en la alimentacion de cerdos, y en algunos casos en la elaboracion de otros
productos como requesén. En otros paises se produce suero en polvo
concentrado (WPC, por sus siglas en inglés) y/o separado o fraccionado (WPI,
por sus siglas en inglés), siendo estos ultimos especialmente usados por su
calidad nutrimental (Wright et al., 2008). No obstante, la maquinaria para
concentrar, deshidratar y separar el suero es muy costosa (Mahajan et al.,
2004). Por lo anterior, en muchos de los casos este subproducto es desechado

al drenaje o a los cuerpos de agua representando un fuerte contaminante
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debido a su alta demanda bioquimica de oxigeno de 35 - 50 kg/It (Miranda et
al., 2007), sobrepasando lo que marca la norma mexicana, la cual permite
verter en rios, sustancias con una demanda bioquimica de oxigeno de 150 mg/It
maximo (NOM-001-ECO-1996), cabe hacer mencidon que no existe regulacion
para drenaje. Respecto al suero producido en nuestro pais, se desconoce que
proporcion se utilizé para realizar otros subproductos lacteos y cuanto se virtid
al drenaje.

Por otra parte, en la actualidad no existen normas mexicanas que
regulan el manejo y analisis del suero de queso, ya que como se menciono
anteriormente, éste se considera un subproducto de la manufactura del queso
de poco o nulo valor en la industria alimentaria. Sin embargo, existe el proyecto
de norma PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012, “Sistema producto leche -
alimentos — lacteos — suero de leche (liquido o en polvo) — especificaciones y
meétodos de prueba’. Mismo que se basa en las normas mexicanas oficiales
para el analisis de otros alimentos. La norma NOM-109-SSA1-1994, establece
el procedimiento para la toma, manejo y transporte de muestras para el analisis
microbiolégico en alimentos. La norma NOM-110-SSA1-1994, indica la
preparacion y dilucion de muestras y la NOM-243-SSA1-2010 menciona los
microorganismos a determinar en leche pasteurizada y productos lacteos.
Dichas normas podrian usarse para el analisis de suero.

Los analisis microbiolégicos reportados en suero lacteo son escasos, y
generalmente estan enfocados en cuantificar e identificar bacterias acido
lacticas (BAL). A la fecha no existe informacion sobre la calidad sanitaria de los

sueros que se obtienen de la produccion de la industria quesera Chihuahuense.
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Dicha calidad segun el PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012, establece que
los limites para mesofilos aerobios son 100 UFC/mL y para coliformes totales
de 10, 00 UFC/mL, para mohos y levaduras no lo menciona. Los mesofilicos
aerobios determinan el contenido total de los microorganismos presentes en el
alimento, presentan una temperatura Optima de crecimiento de 35 + 2 °C en
condiciones aerdbicas (NOM-092-SSA1-1994), es por ello, que este conteo
incluye a los microorganismos iniciadores utilizados durante la manufactura del
queso, que estan presentes en suero, asi como también a los microorganismos
contaminantes que pudieran estar presentes en el mismo. La determinacion de
coliformes es una prueba ampliamente utilizada en microbiologia de alimentos
como indicador de las practicas higiénicas, esta puede aplicarse para: detectar
practicas sanitarias deficientes en la elaboracion y manipulacion de los
alimentos y del equipo empleado; aunque su presencia no necesariamente
implica un riesgo sanitario (NOM-113-SSA1-1994). Los mohos y levaduras
pueden encontrarse en los alimentos como agentes contaminantes provocando
su deterioro, ya que son capaces de metabolizar carbohidratos, acidos
organicos, proteinas y lipidos que alteran el sabor, color y olor del alimento,
ademas de que algunos de ellos son capaces de producir metabolitos toxicos
termoresistentes. Es por ello que cuantificar mohos y levaduras en alimentos es
un indicador de practicas sanitarias inadecuadas durante el procesamiento de
los alimentos y/o del manejo de la materia prima (NOM-111-SSA1-1994). Por
las razones anteriormente expuestas es importante el monitoreo de dichos
microorganismos en el suero, para poder evaluar su calidad y poder

considerarlo para su uso como ingrediente o alimento.
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El objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad sanitaria de 30
muestras de suero en términos de: mesofilicos aerobios, coliformes totales y
mohos y levaduras, de diferentes muestras de suero de queso Chihuahua de 30
diferentes queserias del Estado, con la finalidad de elegir una de ellas para usar

el suero en un estudio posterior.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

El presente estudio se efectud del dia 6 de Febrero al dia 22 de Agosto
del afio 2011, mismo que comprendio la recoleccion de 30 diferentes muestras
de suero, todas ellas de distintas queserias localizadas en siete ciudades del
Estado de Chihuahua. Los analisis se realizaron en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Autonoma de Chihuahua (FZYE-UACH).
Recolecciéon de las Muestras

Las muestras de suero de queso Chihuahua se colectaron de 30
queserias diferentes distribuidas en siete ciudades del Estado de Chihuahua,
de las cuales: cuatro procedian de la Cuidad de Camargo, cinco de Chihuahua,
cuatro de Cuauhtémoc, ocho de Delicias, cinco de Meoqui, una de Rosales y
tres de Saucillo. Estas fueron transportadas en hieleras con refrigerante hasta el
laboratorio de Microbiologia (FZYE-UACH) para su analisis.
Analisis Microbioldgico

El andlisis microbiolégico, consto de las determinaciones de mesofilicos
aerobios (NOM-092-SSA1-1994), incubados en condiciones de carboxifilia,
coliformes totales (NOM-113-SSA1-1994) y mohos y levaduras (NOM-111-
SSA1-1994). Como lo sugieren dichas normas, todos los conteos se realizaron
por duplicado y se seleccionaron las placas que contenian entre 15 y 150
colonias, para su cuantificacion.
Analisis Estadistico

Los andlisis se realizaron utilizando el paquete estadistico SAS (2006).
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Primeramente se llevo a cabo un analisis de varianza con el PROC GLM
y para la comparacion de medias entre queserias, se utilizd la prueba de
TUKEY, usando como variables clasificatorias las queserias monitoreadas y las
dos repeticiones, y como las variables de respuesta: 1) mesofilicos aerobios, 2)
coliformes totales y 3) mohos y levaduras. Considerando el siguiente modelo:

Yii = U+ Tt g

Donde:
y;j= variable de respuesta en la j-ésima repeticion de la i-ésima muestra de
suero.

M = media general.

T; = efecto fijo de la i-ésimo queseria.
€jj = error aleatorio distribuido en forma normal con media cero y varianza,
donde &;j-N (0, 6°).

A continuacion, se llevo a cabo un analisis de conglomerados (cluster)
para observar si existian oiisemejanzas entre las 30 muestras en base a las
mismas tres variables. Se us6 el procedimiento ACECLUS, para la
transformacién canonica de los datos y el procedimiento CLUSTER para la
agrupacion. El objetivo del andlisis cluster es agrupar las muestras de las
queserias para lograr la maxima homogeneidad en cada grupo y la mayor
heterogeneidad entre grupos, y se representa graficamente con un
dendograma. El procedimiento ACECLUS obtiene una estimacion aproximada
de la matriz de covarianzas dentro de grupos y a partir de ella crea variables

canonicas (no correlacionadas enter si) que sustituyen a las variables originales
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y son utilizadas en el analisis Cluster posterior. La transformacion canonica
implica la creacion de combinaciones lineales de las variables originales para
generar variables que establezcan una maxima separacion entre grupos. Las
variables candnicas resumen la variacion existente entre grupos (Fernandez-
Santana, 1991). Es por ello que para el analisis de los datos se uso dicho
procedimiento con el objetivo de identificar si extiera algun patrén de asociacion

entre la procedencia de las muestras y la calidad microbioldgica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Mesofilicos Aerobios, Coliformes Totales, Mohos y Levaduras

Los conteos para mesofilicos aerobios mostraron diferencias (p<0.05)
entre la procedencia de las muestras, como se muestran en la Gréafica 1, donde
se puede apreciar que en algunas muestras no fueron detectados
microorganismos mesofilicos (muestras niumeros 7, 8, 18), lo cual pudo deberse
a que para la elaboracion de esos quesos no fueron empleados cultivos
iniciadores, ya que segun la NOM-121-SSA1-1994, se pueden usar para la
obtencion de la cuajada acidos como: acético, lactico o citrico (maximo 40 g/kg);
o bien para prolongar la vida en anaquel de la leche la adicion de perédxido de
hidrogeno (méaximo 0.05 %). Todo ello afectando directamente la microbiota
presente. No obstante, en dichas muestras si fueron detectados coliformes
totales, lo cual se puede explicar ya que por medio de las técnicas
convencionales empleadas para la cuantificacion de microorganismos en placa,
no crecen todos los microorganismos presentes en la muestra, solo es una
aproximacion del conteo real que esta presente en el alimento, como lo
menciona la NOM-092-SSA1-1994, misma que textualmente menciona lo
siguiente: “Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos
viables en un alimento, la técnica comunmente utilizada es la cuenta en placa.
Asi mismo, esta técnica no pretende poner en evidencia todos los
microorganismos presentes. La variedad de especies y tipos diferenciables por
sus necesidades nutricionales, temperatura requerida para su crecimiento,
oxigeno disponible, etc., hacen que el nimero de colonias contadas constituyan

una estimaciéon de la cifra realmente presente la cual refleja si el manejo
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Gréfica 1. Conteo de mesofilicos aerobios en suero de queso Chihuahua. En 7 diferentes ciudades del Estado de
Chihuahua: [ C-Chihuahua, Il D-Delicias, lMR-Rosales, EIM-Meoqui, IMS-Saucillo, [] CA-
Camargo, Il CU-Cuauhtémoc. Las barras de error indican la desviacién estandar entre las repeticiones
de los conteos.
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sanitario del producto ha sido el adecuado”. Es por ello entendido que la cuenta
en placa es una estimacion aproximada de la carga bacteriana medida, asi
como también, es de considerarse que los microorganismos pueden crecer
selectivamente en un medio y en otro no, si comparamos los resultados
obtenidos por las técnicas de mesofilicos y coliformes, ademas de que en
ambos procedimientos puede crecer soOlo una parte de los microorganismos
presentes en la misma muestra. Este estudio representa una estimacion de la
calidad microbiolégica que existe en los sueros de queso Chihuahua,
producidos en el Estado de Chihuahua, en el cual, se determiné analizar 30
muestras diferentes, para poder establecer una distribucion normal en dicha
estimacion. Sin embargo, para poder realizar una caracterizacion microbiolégica
de los sueros, seria necesario llevar a cabo un estudio mas detallado, asi como
un numero de muestras estadisticamente representativa de la industria quesera
chihuahuense. Ademas, realizar un analisis por técnicas de biologia molecular,
para identificar la microbiota de los sueros como: reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), o hibridacién fluorescente in situ (FISH) como los realizados
para otros tipos de suero (Ercolini et al., 2008; Bottari et al., 2009).

Por otra parte, el proyecto de norma PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-
2012, referente al suero de leche liguido dulce y/o acido pasteurizado,
establece que el limite maximo para mesofilicos aerobios es 1x10* UFC/mL
equivalentes a 4 Log UFC/mL. Considerando este limite se observé que 90 %
(27/30) de los sueros monitoreados superaron dicho valor. El proyecto de
norma y la NOM-243-SSA1-2010, en quesos de suero, para coliformes totales

establecen como limite méximo una carga de 100 UFC/mL equivalentes a 2 Log
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UFC/mL, considerando este valor, 70 % (21/30) de los sueros no cumplieron
con esta especificacion, como se observa en la Grafica 2. Donde se aprecia que
existieron diferencias (p<0.05) entre las queserias monitoreadas. Para el
contenido de mohos y levaduras, también existieron diferencias (p<0.05) como
se muestra en la Gréafica 3. La NOM-243-SSA1-2010 establece como limite
maximo en suero de queso una carga de mohos y levaduras de 500 UFC/mL
equivalentes a 2.7 Log UFC/mL, lo cual indica que 40 % (12/30) de las
muestras sobrepaso éste limite. Los limites maximos establecidos con los
cuales fueron comparadas las cargas microbianas totales corresponden a
valores establecidos para sueros pasteurizados. Las cuentas microbioldgicas en
el presente estudio presentaron valores por arriba de los permitidos, lo que
pudiera deberse al hecho de que en el Estado de Chihuahua existen muchas
qgueserias que no pasteurizan la leche, o bien pasteurizan, pero el manejo que
se le da al suero no es el adecuado.
Analisis Cluster

El procedimiento cluster mostré que la primera variable explico el 41.8 %
de la varianza total, la segunda variable el 30.9 % y la tercera el 27.1 %.
Existiendo una distancia cuadratica media entre observaciones de 7.70. Es
decir, existe diferencia entre las cargas microbianas totales (mohos y levaduras,
mesofilicos y coliformes totales) para cada uno de los sueros segun su
procedencia. Con los resultados del analisis cluster, se observé que existio
heterogeneidad entre las queserias analizadas, en otras palabras no hay un
patron de asociaciéon entre la procedencia de los sueros y las cuentas

microbiolégicas que se le realizaron a las muestras analizadas. De dicha
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Grafica 2. Conteo de coliformes totales en suero de queso Chihuahua. En 7 diferentes ciudades del
Estado de Chihuahua: [ C-Chihuahua,lll D-Delicias, Il R-Rosales, ] M-Meoqui, [l S-
Saucillo, "1 CA-Camargo, M CU-Cuauhtémoc. Las barras de error indican la desviacion
estandar entre las repeticiones de los conteos.
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Grafica 3. Conteo de mohos y levaduras en suero de queso Chihuahua. En 7 diferentes ciudades del Estado de
Chihuahua: [ C-Chihuahua, Il D-Delicias, R-Rosales, B M-Meoqui, B S-Saucillo, [ ]CA-
Camargo y M CU-Cuauhtémoc. Las barras de error indican la desviacién estandar entre las repeticiones

de los conteos.
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manera se formaron tres grupos iniciales para asociar las queserias, como se
muestra en el dendograma o diagrama de arbol (Gréfica 4), en el cual el eje de
las abscisas corresponde el coeficiente de determinacién (R?) mismo que indica
la proporcion de la varianza total controlada en cada nivel de agrupamiento, o
bien, a mayor nimero de grupos formados més cercana es la R* al 100 % de la
variacion. En el eje de las ordenadas se muestran las queserias Identificadas
con numeros del 1 al 30 seguidos del nombre de la ciudad de procedencia. Los
primeros tres grupos armados mostraron alrededor de 35 % de similitud de los
datos, por lo cual, se corrobora que existid variacion entre la carga microbiana
total para cada una de las queserias. De la misma manera se puede observar
gue no existid un patron de asociacion entre el lugar de procedencia de las
muestras de suero con el grupo al cual fueron asociadas. Es decir,
microbiolégicamente el suero no es similar entre queserias de la misma ciudad,
lo cual, es factible ya que las caracteristicas sensoriales y microbiolégicas de
los productos lacteos son altamente influenciadas por tres factores
principalmente: a) la calidad de la leche, b) los cultivos lacticos y c) el proceso
de elaboracién de los mismos (Sangronis y Garcia, 2007; Acevedo et al., 2010).
Relativo a la leche empleada como materia prima, sus caracteristicas
fisicoquimicas dependen primordialmente de: la raza del animal, tipo de
alimentacion, época del afio, estado general de salud y/o etapa de lactacién,
entre otros (Prazeres et al., 2012). Dichos aspectos van a favorecer la
presencia o ausencia de diversos microorganismos nativos de la leche, aunado

a estos, los cultivos adicionados a la leche durante su procesamiento también
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Grafica 4. Diagrama de arbol del andlisis cluster (Dendograma), muestra el grado de similitud del 0 al 100 %, entre 30
muestras de suero de queso Chihuahua. En 7 diferentes ciudades del Estado de Chihuahua: Chihuahua,
Delicias, Rosales, Meoqui, Saucillo, Camargo y Cuauhtémoc.
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afectaran las caracteristicas del suero, ambos en funcion de su concentracion y
caracteristicas metabdlicas,que propician diferentes asociaciones antagonicas o
simbidticas (Ustok et al., 2007). Por dltmo, el proceso de manufactura del
queso, especificamente, si se pasteuriza la leche o no, los tiempos y
temperaturas empleados durante el proceso, asi como la medida de
implementacion de buenas practicas de manufactura; todos estos factores
tienen un impacto en la calidad de los sueros obtenidos (Sangronis y Garcia,
2007; Acevedo et al., 2010).

Los resultados sugieren, que se requiere llevar a cabo, una
caracterizacion del suero lacteo producido en el Estado de Chihuahua, para
identificar la microbiota de los sueros, asi como, correlacionar las condiciones
del proceso de elaboracion y la materia prima con la calidad del suero.

Este conocimiento ayudaria a infundir la concientizacion del valor
nutricional del suero y sus aplicaciones para darle un valor agregado a este
subproducto y deje de ser un foco de contaminacion. Y con todo ello que sea
una herramienta que sustente la necesidad de una normativa que regule el

manejo del suero lacteo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las muestras analizadas, mostraron diferencias en torno a las variables
analizadas: mohos y levaduras, mesofilicos aerobios y coliformes totales, es
decir, las cargas microbianas totales para los sueros fueron diferentes y no
existio relacion entre el lugar de procedencia del suero y la carga microbiana.
Asi bien, se observo una alta heterogeneidad entre las variables analizadas
para cada una de las muestras.

La presente investigacion sustenta la necesidad de una normativa que
regule el manejo del suero. Aunado a esto, se debe concientizar a los
productores de la industria quesera de llevar a cabo buenas practicas de
manufactura en el proceso de elaboracion de los quesos y por lo tanto del
suero, para que éste pueda y sea aprovechado como materia prima para la
elaboracion de otros productos lacteos aprovechando su alto valor nutricional.

Las cargas microbianas de los sueros fueron muy altas en comparacion
en lo establecido con el proyecto de norma para suero PROY-NMX-F-721-
COFOCALEC-2012. Por tal hecho no se eligi6 de entre ninguna queseria
monitoreada para proceder a trabajar en conjunto con ellos para la posterior
formulacion de un producto funcional a base de suero. Se recomienda la
elaboracion propia del suero en el laboratorio para poder tener controladas
mayormente las variables del proceso y con ello reducir en la mayor medida

posible, el error experimental.
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ESTUDIO Il. FORMULACION Y EVALUACION DE UNA BEBIDA
FERMENTADA CON PROBIOTICOS Y PREBIOTICOS ELABORADA CON
SUERO DE LECHE



RESUMEN

Este estudio consto de varias etapas para llegar a la formulacion de una
bebida fermentada a base de suero de queso Chihuahua adicionada con los
probidticos: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, L. paracasei
subsp. paracasei y Streptococccus thermophilus. Se evaluaron sensorialmente
tres mezclas de suero-leche (con las proporciones: 90/10, 80/20, 70/30 % v/v),
existiendo diferencias en su aceptacion (p<0.05). Se eligié la 80/20 %.
Posteriormente se selecciond de entre dos prebidticos, inulina y mezcla de
fosfooligosacaridos (MFO), seleccionando MFO por estimular mayormente la
viabilidad de los probidticos (p<0.05). Después se realizaron cinéticas de
crecimiento con los probidticos empleados, en las cuales se observo un efecto
sinérgico entre el Avicel® (estabilizante) y la MFO (p<0.05). A continuacion, se
realizd la estandarizacion de la bebida, con la mezcla 80/20, MFO (1 %),
Avicel® (0.5 %), sacarosa (9 %) y saborizante artificial (0.05 %). Posteriormente
se analizo la viabilidad de 12 tratamientos variando los probiéticos y con y sin
prebiodtico y un control carente de ambos, durante su vida en anaquel (21 d) y
tomando como minimo (1x 10° UFC/mL), se eligieron los tres (ABC, ABT-4 y
BCT-1) que mantuvieron mas alta y constante su viabilidad y el control. Los
cuales fueron probados en una evaluacion sensorial de preferencia y
ordenamiento, evaluandose los atributos de: textura, acidez, sabor vy
aceptabilidad general, observandose que los consumidores prefirieron la bebida
control respecto a las otras (p<0.05), lo cual nos indica que los consumidores

prefieren la dicha bebida sin probiéticos.
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ABSTRACT

It was formulated a fermented beverage of Chihuahua cheese whey with
probiotics: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, L. paracasei subsp.
paracasei and Streptococccus thermophilus. Firstly, mixes whey/milk
(proportions: 90/10, 80/20, 70/30 % v / v) were evaluated sensory and there
were differences in their acceptance (p<0.05). The mix 80/20 % was chosen.
Secondly, two prebiotics (inulin and mixtures of phospho-oligosaccharides
(MFO) were assessed. MFO was selected as it stimulated the viability of the
probiotics (p<0.05). The growth kinetics exposed a synergism between Avicel®
(stabilizer) and MFO (p<0.05). The final formulation of the beverage was as
follows: 80/20 whey/milk, MFO (1 %), Avicel® (0.5 %), sucrose (9 %) and
artificial flavouring (0.05 %). Afterwards, the viability of 12 treatments was
evaluated for 21 d, varying the probiotics, prebiotic (with and without it) and a
control group, which was free of both ingredients. The minimum level of
probiotics accepted was 1 x 10° CFU/mL. Only three groups (ABC, ABT-4 y
BCT- 1) and the control were chosen, as they had the highest and the most
constant. These four treatments were evaluated sensory in terms of; texture,
acidity, flavour and overall acceptance. The consumers preferred the control
beverage over the others (p <0.05), which indicates that consumers prefered the

beverage without probiotics.
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INTRODUCCION

La leche es el liquido producido por las glandulas mamarias de los
mamiferos y es regularmente consumida por los humanos desde hace cientos
de afios como un alimento importante en su dieta (Li y Drake, 2015). El suero
de queso es la parte liquida de la leche que se obtiene después de la
separacion de la cuajada o caseina durante la elaboracion del queso. Su
composicion varia en funcion de la leche utilizada, el tipo de queso del cual
proviene, el método de coagulacion y de las condiciones de procesamiento
(PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012). Puede ser dulce o acido segun el pH
que presente y esto es debido al tipo de queso del cual se separe (Tunick,
2008). El suero constituye cerca del 85-90 % del volumen de la leche usado
para la elaboracion del queso (Pescuma et al., 2010). El suero dulce se obtiene
de proceso de elaboracion de quesos tipo Cheddar, como el queso Chihuahua y
tienen un pH mayor a 5.6 (Tunick, 2008). Se estima que el suero dulce, esta
conformado aporximadamente por 7 % de solidos totales de los cuales 74 % es
lactosa, 10-12 % son proteinas, 8 % son minerales, 3 % es grasa y 1-3 % acido
lactico (Tunick, 2008).

El queso Chihuahua es un queso prensado, de pasta semidura a blanda,
sometido a maduracién mediante microorganismos, bajo condiciones de tiempo,
temperatura y humedad controladas (NOM-121-SSA1-1994). Es uno de los
principales quesos producidos en el Norte de México y es una variante de
qgueso Cheddar joven (Van Hekken et al., 2007).

Por otra parte, en la actualidad los consumidores demandan alimentos

gue ademas de cumplir con su objetivo primordial nutricional aporten beneficios
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a la salud. Los alimentos o nutrientes que permiten un cambio fisiologico
benéfico en el cuerpo son llamados alimentos funcionales, tal es el caso de los
alimentos adicionados con probiéticos y prebidticos (Duggan et al., 2002;
Drgalic et al., 2005). Los probidticos son microorganismos vivos que aportan un
beneficio a la salud del consumidor (Allgeyer et al., 2010; Nakamura y Omaye,
2012) proporcionandole un balance en la microflora del intestino, ademas de
diversos beneficios: al sistema gastrointestinal, donde ayudan a asimilar la
lactosa, prevenir infecciones y diarreas, cancer de colon y estabilizar la barrera
mucosal del intestino; a nivel cardiovascular, por ayudar a disminuir la presion
arterial y tener un efecto hipocolesterolémico; y en el sistema inmune al reforzar
las defensas contra infecciones intestinales (Vinderola y Reinheimer, 1999;
Kailasapathy y Chin, 2000). Por otra parte, los prebidticos son alimentos no
digeribles por el consumidor pero si por los probiéticos en el intestino grueso
con ello beneficiando el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado nimero
de especies probiodticas (Drgalic et al., 2005; Cruz et al., 2010). Cuando los
probioticos y prebidticos son combinados ejercen una relaciéon simbidtica, al
aumentar la tasa de sobrevivencia de los probiéticos proporcionando beneficios
adicionales al consumidor (Allgeyer et al., 2010). Los microorganismos mas
usados como probidticos son las bacterias acido lacticas (BAL), principalmente
los lactobacilos (Hozer y Kirmaci, 2009). Las BAL son microorganismos Gram
positivos, anaerobios aerotolerantes, no esporuladas, acido tolerantes y
estrictamente fermentativos que producen acido lactico como principal producto.
Basado en el metabolismo de los carbohidratos, las BAL, se dividen en dos

grupos: a) homofermentativas, las cuales utilizan la ruta de Embden-Meyerhof
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para transformar su fuente de carbono en acido lactico, como algunos
Streptococcus spp. y Lactobacillus spp. y b) heterofermentativas, usan la ruta
de las fosfocetalosas y adicionalmente al acido lactico también producen etanol,
CO, 0O acetato como algunos Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp.
(Vasiljevic y Shah, 2008).

Para que los microorganismos probiéticos lleven a cabo su efecto
benéfico en el organismo deben mantenerse viables hasta el colon en cuentas
que asciendan 1x10° UFC/mL (Hézer y Kirmaci, 2009) y para considerar que
ejerzan un efecto terapéutico el consumo minimo de probioticos por dia debe
oscilar entre 10%-10° UFC/mL (Tharmaraj y Shah, 2003).

Una bebida lactea fermentada puede definirse como una mezcla de leche
con cultivos microbianos y otros productos lacteos (Castro et al., 2009). Las
leches fermentadas son los alimentos mayormente usados y preferidos por los
consumidores como vehiculos para los probioticos (Cruz et al.,, 2012). Asi
mismo, en diversos estudios han comprobado que al adicionar prebioticos a las
bebidas lacteas fermentadas se lograron potenciar y/o mantener la viabilidad de
los probidticos durante su vida en anaquel de los productos (Allgeyer et al.,
2010; Ranadheera et al., 2010).

El suplementar el suero con probi6ticos y prebidticos representa una
excelente opcion para dar valor agregado a las bebidas lacteas (Castro et al.,
2013), esto debido al valor nutricional de las proteinas sericas, a su contenido
de vitaminas, minerales y acidos grasos, ademas de ser una alternativa para
utilizar el suero generado durante la elaboraciéon del queso, el cual es un

potente contaminante cuando es desechado (Silveira et al., 2015).
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Con la finalidad de que sea aprovechado el suero generado como
subproducto en la elaboracion de queso Chihuahua, se plantea crear una
alternativa para su uso en la industria quesera. Por lo cual el objetivo del
presente estudio, fue formular, elaborar y evaluar una bebida lactea funcional

con probioticos y prebioticos preparada a base de suero de queso Chihuahua.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

El presente estudio se efectio del dia 5 de Septiembre del afio 2011 al
dia 10 de Octubre del afio 2013, con el objetivo de formular, elaborar y evaluar
una bebida lactea funcional a base de suero fermentada con microorganismos
probioticos, asi como monitorear su viabilidad durante la vida en anaquel, segun
la estrategia experimental mostrada en la Figura 2. Dichos experimentos fueron
realizados en los laboratorios de Microbiologia, Nutricion y Bioquimica de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia y en el laboratorio de alimentos Il de la
facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autdnoma de Chihuahua.
Obtencidén del Suero de Queso Chihuahua

Para cada uno de las pruebas elaboradas en este estudio, se prepararon
diferentes volumenes de suero, mediante el siguiente proceso: la leche se
pasteurizd a 65 °C por 30 min, posteriormente se enfrié a 40 °C y se adicion6
0.2 g/It de cloruro de calcio (CaCl,). Se mantuvo a temperatura constante de 37
°C y se agrego el cultivo comercial MM101 (Danisco México S.A de C.V.), el
cual contiene tres cepas: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris y Lactococcus lactis subsp. lactis biovariedad diacetylactis. Una
vez inoculada la leche, se adicioné renina de fuerza 1: 35 000 It (CHR HANSEN
de México S.A. de C.V.). Se dejo reposar 30 min a 37° para que se formara el
coagulo y se procedi6 a cortar en cubos de aproximadamente 1 cm®. Una vez
cortada la cuajada se calentd con agitacion hasta alcanzar la textura adecuada

y se desuero (Figura 3).
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Evaluacioén sensorial de las mezclas suero-leche

Efecto de los probidticos sobre la viabilidad de los probidticos en la bebida

Cinéticas de crecimiento de los probiéticos adicionados con prebioticos

Formulacién de la bebida fermentada

Evaluacion de la viabilidad de los probiéticos en los tratamientos

Analisis fisicoquimico de las bebidas

Evaluacion sensorial de los tratamientos

Figura 2. Estrategia experimental para la formulacion y evaluacion de la bebida
fermentada.
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Figura 3. Diagrama de elaboracion de suero de queso Chihuahua.
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Evaluacion Sensorial de las Mezclas Suero-Leche

Para evaluar la aceptacion de las bebidas, se realizé una prueba afectiva
(Apéndice 1) con 64 consumidores de entre 16 a 60 afilos segun Anzaldla-
Morales, (2005). Los consumidores fueron preseleccionados descartando a los
fumadores, intolerantes a la lactosa y personas con aditamentos dentales
metalicos. Las tres bebidas se les presentaron a todos panelistas a una
temperatura de 4 °C, y en un volumen de 25 mL por muestra, pidiéndoles que
las evaluaran de izquierda a derecha, para lo cual se alterné el orden de
presentacion de las muestras para evitar el “error de tiempo”, ademas de
asignarseles codigos aleatorios de cuatro digitos a las mismas, para no agregar
error por efecto de la codificacion. Las evaluaciones se realizaron en un horario
de 10 am a 12 pm del dia. Se probaron tres diferentes mezclas suero-leche (70,
80 6 90 % de suero y el resto respectivo de leche). Las bebidas fueron
elaboradas con el cultivo BCT-1 (CHR HANSEN de México S.A. de C.V.) por
ser de rapida fermentacion y aroma suave, para esto se incubaron las mezclas
por 12 h a 37 °C y una vez transcurrida la fermentacion se adicion6 el 9 % de
edulcorante (sacarosa) y 0.05 % de saborizante artificial de mora (Alimentos y
Nutricion S.A. de C.V.).
Efecto de los Prebiéticos Sobre la Viabilidad de los Probidticos en la
Bebida

Con el fin de elegir un prebidtico (inulina o MFO) que estimulara
mayormente el crecimiento de cada uno de los probioticos, para lo cual, se
prepararon las bebidas por triplicado con la mezcla elegida de suero-leche 80-

20 % (v/v). Se adiciond 1 % del prebiotico correspondiente y se inocularon los
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probidticos por separado: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis o
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (CHR HANSEN de México S.A. de
C.V.). Se incubaron por 12 h a 37 °C, después se adicioné 9 % de edulcorante
(azacar refinada) y 0.05 % de saborizante artificial de mora (Alimentos y
Nutricion S.A. de C.V.), mismos que fueron cuantificados segun Vinderola y
Rehinheimer, (2000), en las siguientes condiciones: Lactobacillus acidophilus
en agar MRS-B (Man Rogosa Sharpe adicionado con 0.15 % p/v de bilis) en
condiciones aerobicas, Bifidobacterium lactis y Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei en agar MRS-LP (MRS adicionado con 0.2 % p/v de cloruro de litio
mas 0.3 % p/v de propianato de sodio) en condiciones de carboxifilia, todos
incubados a 37 °C durante 24 h. Todos los conteos se realizaron por duplicado
y se seleccionaron las placas que contenian entre 15 y 150 colonias.
Cinéticas de Crecimiento de los Probidticos Adicionados con Prebioticos
Con el fin de observar el comportamiento de los probioticos
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis o Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei) en presencia de diferentes prebidticos (inulina o0 MFO, ambos
marca alimentos y nutricion S.A. de C.V.) y el estabilizante Avicel BV-1518®
(FMC) conformado por: caroximetilcelulosa de sodio, celulosa microcristalina,
sucrosa y CacCl, se realizaron las cinéticas de crecimiento por triplicado en un
microlector de placas (BIOTEK EL-808, USA) a 630 nm. En las microplacas se
depositaron 200 pL por pozo, y se fijaron las siguientes condiciones de
incubacion: 37 °C por 24 h tomando lecturas las primeras 12 h cada 30 min (ya
gue durante las primeras horas se observan mayormente las diferencias entre

tratamientos) y las 12 h restantes en intervalos de 60 min. Antes de cada lectura
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se homogenizd la microplaca con agitacion correspondiente al equipo como
lenta durante 5 segundos. Se realizaron soluciones primarias en tubo de ensaye
en caldo MRS para cada tratamiento, donde los probidticos fueron inoculados al
0.5 % (p/v) y se les adiciond a cada tratamiento 1 % de los prebi6ticos o bien
0.5 (p/v) del estabilizante. Ya que era posible un efecto sinérgico del Avicel® y
la MFO, se agreg6é una mezcla de ambos a cada uno de los probiéticos y un
control, mismo que no contenia prebiodticos ni estabilizante (Cuadro 1), las
concentraciones empleadas de los probidticos y prebidticos fueron las mismas
establecidas en la formulacion de la bebida con el fin de estudiar el
comportamiento de los probi6ticos en presencia de los diferentes prebioticos.

Las densidades Opticas registradas fueron analizadas con el software
DMFit version 2.0 (Norwich, UA) mismo que se basa en la ecuacion
desarrollada por Baranyi y Roberts, (1994). La cual, analiza el crecimiento de
los microorganismos descritos por una curva sigmoidea, caracterizada por su
forma de “S”, es decir, crecimiento inicial lento, luego se acelera
exponencialmente, para sufrir una desaceleracion y llegar a la declinacién o
muerte. Los parametros analizados en las curvas sigmoideas fueron: rate
(méximo potencial de crecimiento), lag (constante de ambientacion o proceso
de adaptacién de la bacteria), yo (punto incial de la curva sigmiodea), yend
(punto final de la curva sigmiodea) y R? (Coeficiente de ajuste a la ecuacion).
Formulacion de la Bebida Fermentada

La elaboracion de las bebidas el suero se obtuvo segun el procedimiento

mostrado en la Figura 2. El procedimiento se indica en la Figura 4. Para lo cual,
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Cuadro 1. Porcentajes de adicion de los prebidticos en las soluciones primarias
para evaluar las cinéticas de crecimiento de diferentes probidticos

Prebidticos Probioticos
Lactobacillus Bifidobacterium Lactobacillus
acidophilus lactis paracasei subsp.
paracasei
Inulina 1.0% 1.0% 1.0%
Fosfooligosacaridos 1.0% 1.0% 1.0%
Avicel® 0.5% 0.5% 0.5%
Fosfooligosacaridos 1.0 %+0.5 % 1.0 %+0.5 % 1.0 %+0.5 %
+ Avicel®
Control

*Avicel®: Celulosa microcristalina, Sucrosa, CMC-Na y CacCl,.
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Figura 4. Proceso de elaboracion de las bebidas fermentadas a base de suero.
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se ajusté el pH a 6.7 con Hidréxido de Calcio (Ca(OH)2) al 10 % (v/v), se
procedié a realizar la mezcla suero-leche 80-20 % (v/v), se separaron los lotes
para adicionar el estabilizante Avicel® 0.5 % (p/v) y los prebidticos 1 % (p/v) en
el caso de las bebidas que los contenian. Después se les dio un tratamiento
térmico a las mezclas de 95 °C / 20 min, (con la finalidad de desnaturalizar las
proteinas del suero para que se incorporaran las caseinas
adicionadas en la leche y con ello retener mayor cantidad de agua) y se
homogenizaron las unidades experimentales. Para lo cual se tomaron 400 mL y
se mezclaron por 2 min a velocidad 8 en una licuadora (Osterizer modelo 6663-
13 de 60 Hz). Posteriormente se adicionaron los probidticos 0.5 % (p/v)
correspondientes a cada tratamiento excepto el control (sin probiéticos). Se
incubaron a 37 °C hasta alcanzar un pH=4.5, se us6 un potencidmetro
electronico (Thermo scientific modelo A09683), segun la metodologia de la
AOAC 981.12. (1998). Una vez alcanzado el pH, se adicionaron los aditivos:
sacarosa (edulcorante) 9 % (p/v), saborizante artificial 0.05 % (v/v) y se
refrigeraron a 4 °C durante su vida en anaquel. La formulacion de las bebidas
se resume en el Cuadro 2.
Evaluacion de la Viabilidad de los Probidticos en los Tratamientos

Se llevaron a cabo 12 diferentes tratamientos de las bebidas con distintas
mezclas de los probiéticos, solo seis de ellos contenian el prebioético MFO, y un
control sin probiéticos ni prebidticos (Cuadro 3). El analisis de viabilidad de cada
uno de los tratamientos se llevé a cabo por medio de cuenta en placa segun
Vinderola y Rehinheimer (2000), se usaron los agares SMA (Skim Milk Agar),

MRS-B y MRS-LP, especificamente Bifidobacterium lactis y Lactobacillus
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Cuadro 2. Formulacion de bebidas fermentadas con probidticos
elaboradas a base de suero

Componente Porcentaje (%) Referencia

Gonzalez-Gonzalez, 2002 —

Suero leche 80.0-20.0 Miranda et al., 2007

Probidticos 0.5 Allegeyer et al., 2010 -

Nielsen et al., 2009

Prebibticos 1.0 Gustaw et al., 2011 —

Aryana et al., 2007

Estabilizante* 0.5 Allgeyer et al., 2010

Edulcorante** 9.0 Tripathi y Jha, 2004 —

Tranjan et al., 2009

Saborizante oo

*Avicel® (FMC): Celulosa microcristalina, Sucrosa, CMC-Na y CaCl,. **Azucar
refinada.
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Cuadro 3. Descripcion de tratamientos y agares usados para la evaluacion de
viabilidad de los probiéticos

Tratamientos Probidticos Prebidticos Agares

1 A MF SMA, MRS-B

2 B MF SMA, MRS-LP

3 C MF SMA, MRS-LP

4 ABC MF SMA, MRS-B, MRS-LP
5 BCT-1 MF SMA, MRS-LP

6 ABT-4 MF SMA, MRS-B, MRS-LP
7 A e SMA, MRS-B

8 B e SMA, MRS-LP

9 C e SMA, MRS-LP

10 ABC - SMA, MRS-B, MRS-LP
11 BCT-1 - SMA, MRS-LP

12 ABT-4 - SMA, MRS-B, MRS-LP
13 CONTROL - SMA

A: Lactobacillus acidophilus, B: Bifidobacterium lactis, C: L. paracasei subsp.
paracasei, T: Streptococccus thermophilus marca CHR HANSEN de México S.A.
De C.V. SMA: Skim Milk Agar. MRS-B: Man Rogosa Sharpe adicionado con
bilis. MRS-LP Man Rogosa Sharpe adicionado con cloruro de litio y propianato
de sodio, MF: Mezcla de fosfoligosacaridos.

paracasei subsp. paracasei fueron cuantificados en una sola caja de agar MRS-

LP en condiciones de carboxifilia, no obstante las colonias son diferenciables
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por su morfologia colonial macroscépica. Todos los probidticos usados en los
tratamientos son cultivos comerciales de la marca CHR HANSEN de México
S.A. De C.V. y solamente el ABC, es una mezcla del A, B y C por separado.
Todas las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h, monitoreandose la
viabilidad durante su vida en anaquel a los 0, 7, 14 y 21 d. Los conteos se
realizaron por duplicado, seleccionandose las placas que contenian entre 15y
150 colonias (NOM-092-SSA1-1994).
Analisis Fisicoquimico de las Bebidas

Se evaluaron cada uno de los 12 tratamientos y el control por triplicado
para los siguientes parametros: humedad, por pérdida de volumen (NOM-116-
SSA1-1994); lactosa, por titulacion (NOM-155-SCF1-2012); grasa, por el
método butirométrico de Gerber (NOM-155-SCF1-2012); proteina, por el
meétodo de Kjeldahl (NOM-155-SCF1-2012); y acidez, por titulacion (NOM-155-
SCF1-2012).
Evaluacion Sensorial de los Tratamientos

Con base a los resultados de viabilidad, se seleccionaron los

tratamientos nameros: 10, 11, 12 y el 13 (BCT-1, ABC, ABT-4 y el control), ya
que estos fueron los que obtuvieron mayor viabilidad de los probioticos durante
la vida en anaquel. Como el prebiético no tuvo efecto sobre el crecimiento de
los probidticos, se decidid no emplearlo en la formulacién de la bebida. Se
realiz6 una prueba de preferencia y ordenamiento con 81 consumidores de
entre 18 a 51 afios de edad, los cuales fueron preseleccionados descartando a
los fumadores, intolerantes a la lactosa y personas con aditamentos dentales

metalicos. Las cuatro bebidas se les presentaron a todos panelistas a una
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temperatura de 4°C, y en un volumen de 25 mL por muestra, pidiéndoles que
las evaluaran de izquierda a derecha, para lo cual se alterné el orden de
presentacion de las muestras para evitar el “error de tiempo”, ademas de
asignarseles codigos aleatorios de cuatro digitos a las mismas, para no agregar
error por efecto de la codificacion. Las evaluaciones se realizaron en un horario
de 10 am a 12 pm del dia. Se realiz6 un analisis de cuatro atributos medidos
asociando la frecuencia de consumo de bebidas lacteas fermentadas de los
panelistas. Para la prueba de preferencia (Apéndice 2) se emple6 una escala
heddnica no escalonada del O al 9 evaluandose los atributos de acidez, textura,
sabor y aceptabilidad general segun Hekmat y McMahon (1992).
Analisis Estadistico
Todos los andlisis se realizaron en el paquete estadistico SAS (2006).

Evaluacion sensorial de las mezclas, efecto del prebidtico sobre el
probiotico en la bebida y andlisis proximal de las bebidas. Para la
evaluacion sensorial de las mezclas y el andlisis proximal de las bebidas se
llevo a cabo un analisis de varianza con el procedimiento ANOVA con
comparacion multiple de medias con la instruccion TUKEY. Para evaluar el
efecto de los prebidticos sobre los probidticos en la bebida; se ajusté un modelo
lineal general con el método de minimos cuadrados correspondientes a los
procedimientos GLM con LSMEANS, de cada uno de los probidticos por
separado. Se usaron como variables clasificatorias los tratamientos, y como
variables de respuesta la calificacion del panelista, la viabilidad obtenida y los
porcentajes obtenidos, respectivamente para cada uno de los analisis

realizados. Considerando el siguiente modelo:
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Yii = U+ Tt g
Donde:
yij= variable de respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento.

K = media general.

T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento.
€jj = error aleatorio distribuido en forma normal con media cero y varianza,
donde &j- N (0, 6°).

Cinéticas de crecimiento de los probidticos adicionados con
prebidticos. Para este analisis se usO la ecuacion descrita por Baranyi y
Roberts (1994); y una vez ajustados los datos a la ecuacion, se analizaron los
datos empleando los procedimientos GLM con un MANOVA y LSMEANS,
haciendo comparacion de medias por TUKEY. Se usaron como variables
clasificatorias los tratamientos y las tres repeticiones, y como variables de
respuesta, los parametros de las cinéticas: rate, lage, Yo, Yend Y R% El modelo
utilizado fue el mismo al descrito previamente.

Evaluacion de la viabilidad de los probidticos en los tratamientos.
Se uso el procedimiento MIXED, considerando un disefio en bloques (tres lotes)
al azar con mediciones repetidas a través del tiempo, Se usaron como variables
clasificatorias los tratamientos, y como variables de respuesta los conteos de
viabilidad. Considerando el siguiente modelo:
Yij = K+ i + Dj + (xD)ij + B + paj + €iju
Donde:

yij = variable de respuesta medida a través del tiempo.
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K = media general.

T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento.

D;= efecto del j-ésimo dia (0, 7,14, 21).

(’L‘D)ij = efecto fijo de la interaccion entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo dia.
Bk = efecto aleatorio del k-ésimo bloque.

p(j) = efecto aleatorio de la j-ésima unidad experimental, anidado en el i-€simo
tratamiento.

&jj = error aleatorio distribuido en forma normal con media cero y varianza,

donde &;j-N (0, 6°).

Evaluacion sensorial de los tratamientos. Para evaluar la prueba de
preferencia, se utilizé el procedimiento MIXED, se usaron como variables
clasificatorias los tratamientos y los panelistas, y como variables de respuesta
los atributos (acidez, textura, sabor y aceptabilidad general). Considerando el
siguiente modelo:

yij =K+ Ti + Dj + (xD)ij+ &
Donde:
yi; = variable de respuesta (atributo medido) en la j-ésima repeticion (panelista)
del i-ésimo tratamiento

K = media general.
T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento.

D;= efecto del j-esimo panelista
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(’L‘D)ij = efecto fijo de la interaccion entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo

panelista.

&jj = error aleatorio distribuido en forma normal con media cero y varianza,

donde &;j-N (0, 6°).

Respecto a la prueba de ordenamiento, se realiz6 una prueba de Chi-
cuadrada de Person, usando la instruccion CHISQ MEASURES. Considerando
lo siguiente:

Ho: P1=p2=p3=pa
Ha: por lo menos una p; es diferente de Y4

Donde:

p; = probabilidad de que el panelista elija la bebidaienelcasode i=1,2,3y
4,

Con el estadistico de prueba chi-cuadrada como:

Donde:
X2 = Valor calculado de chi-cuadrada.
Oi = Valor observado (elejido por cada panelista).

Ei = npi = Valores esperados en igual proporcién para cada bebida.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion Sensorial de las Mezclas Suero-Leche

En el andlisis sensorial efectuado para evaluar la aceptacion de las tres
diferentes mezclas suero leche (70, 80 6 90 % de suero y el resto respectivo de
leche) se detectaron diferencias entre la aceptacion de las mismas (p=0.036).
Las cuales, fueron dadas entre el tratamiento con 90 % de suero, respecto a los
otros dos (70 y 80 % de suero). Las bebidas con 90 % suero fueron
menormente aceptadas por los panelistas, y entre las dos restantes, no se
observd diferencia en la aceptacion (Grafica 5). Lo anterior coincide con
Gonzalez-Gonzéalez (2002), quienes al evaluar sensorialmente bebidas
fermentadas a base suero- leche observaron que los panelistas prefirieron las
bebidas con menor porcentaje de suero. Para la formulacion de la bebida se
elegio la mezcla con 80 % de suero, ya que el objetivo de este estudio fue
maximizar el uso del mismo, aunque la de 70 % de suero fuera igualmente
aceptada.
Efecto del Prebidtico sobre el Probidtico en la Bebida

Se evaluaron por separado los efectos de cada prebiodtico con los tres
diferentes probidticos (Cuadro 4). En el caso de los lactobacilos, se observo
diferencia entre el efecto de los prebidticos (inulina o MFO), para L. acidophilus
(p=0.0002) y L. paracasei subsp. paracasei (p=0.0226), en ambos casos la
MFO estimuld6 mas su crecimiento En el caso de Bifidobacterium lactis no
existio diferencia significativa entre el uso de los dos prebibticos (p=0.2042).
Los cuales difieren en su estructura quimica considerablemente, pues la inulina

es un polisacéarido de fructosa y la MFO, son polisacéaridos fosforados (Angus et
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Gréfica 5. Aceptacion sensorial de diferentes mezclas fermentadas de suero
leche (70, 80 6 90 % de suero y el resto respectivo de leche). ®Literales
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Cuadro 4. Efecto de dos prebidticos, sobre la viabilidad de los

probidticos
Probidticos Prebioticos
Inulina Fosfooligosacaridos
Log UFC/mL Log UFC/mL
Lactobacillus acidophilus 8.05 + 0.27° 8.96 + 0.85"
Bifidobacterium lactis 7.97 +£0.61°% 8.56 + 0.79%
Lactobacillus paracasei 6.63 +0.53% 7.98 +0.27°

subsp. paracasei

| iterales diferentes en un mismo renglén, indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05).
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al., 2005). Por lo cual, los probiéticos metabdlicamente actian diferente con
cada uno como en los siguientes casos: Allgeyer et al., (2010), observaron
diferencias en el crecimiento de probioticos al emplear los prebidticos: inulina,
polidextrosa y fibra soluble de maiz en sus bebidas fermentadas, asi como
también el efecto fue distinto para los lactobacilos respecto a las bifidobacterias,
no obstante, observaron mayor viabilidad al adicionar la polidextrosa. Por otra
parte, Bedani et al., (2013), al probar los prebiéticos, inulina y okara, en bebidas
fermentadas con lactobacilos y bifidobacterias, no lograron estimular el
crecimiento de los mismos con ninguno. Por lo cual, aunque se espera un
efecto simbidtico al combinar prebioticos y probibticos, depende del
metabolismo de estos ultimos para observar dicho efecto (Allgeyer et al., 2010).
Es decir, bioquimicamente las diferencias en la Vviabilidad de los
microorganismos ante la estimulacion con diferentes prebiéticos, corresponde al
metabolismo de cada uno de ellos aunque Bifidobacterium lactis y L. paracasei
subsp. paracasei son heterofermentativos y L. acidophilus son
homofermentativos (Axelsson, 2004). Para poder definir con exactitud la
afinidad por determinado sustrato se tendria que hacer un analisis de biologia
molecular (FISH) para primeramente definir las enzimas que participan en el
metabolismo de los carbohidratos de cada una de las cepas empleadas y
posteriormente exponerlas a los diferentes prebiéticos. Lo cual, se recomienda
para estudios posteriores. No obstante, es sabido que el efecto de determinado
prebidtico es diferente segun el probiético empleado, el o los sustratos

presentes y las condiciones de incubacion (Akalin et al., 2007).
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En este experimento se potenci0 mas el crecimiento de ambos
lactobacilos empleados con el uso de la MFO, por ello se eligio el uso de este
prebiotico en las bebidas para la evaluacion de la viabilidad de los probioticos
en los distintos tratamientos.

Se tenia contemplado en la metodologia de la elaboracion de la bebida,
el uso de un homogenizador para unificar el tamafio de particulas de la mezcla
suero leche y con ello prolongar la vida en anaquel (28 d) de la bebida evitando
la sinéresis. No obstante, el equipo se dafio y se tuvo que contemplar la adicion
del estabilizante Avicel® (FMC) compuesto de: celulosa microcristalina,
sucrosa, carboximetilcelulosa de sodio y CaCl,. Sin embargo, con la adicion de
este nuevo componente no se tenia contemplado que los probidticos elegirian
los componentes del Avicel® para estimular su crecimiento, en lugar de la MFO.
Con el objetivo de determinar si los probidticos eligian el Avicel® como
prebiotico en vez de la MFO, se realizaron cinéticas de crecimiento.

Cinéticas de Crecimiento de los Probidticos Adicionados con Prebioticos
Se realizaron cinéticas de crecimiento de los probidticos (L. acidophilus,
Bifidobacterium lactis, L. paracasei subsp. paracasei), usando la ecuacién
desarrollada por Baranyi y Roberts (1994), empleando una curva sigmoidea en
ausencia y presencia de los distintos prebioticos (inulina, MFO y Avicel®). Se
observaron diferencias significativas en los pardmetros analizados: velocidad
maxima de crecimiento (rate), fase lag (lag), punto inicial de la curva (y,), punto
final de la curva (yend) Y R? de las curvas de crecimiento entre los diversos

prebidticos y probidticos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Parametros estimados en las curvas de crecimiento de tres probidticos con distintos prebiéticos

Rate Lag Yo Y end R®
Prebidticos
L.acidophilus
Control 0.002+0.00"° 268.3+67.42° 0.570+0.15° 0.993+0.11¢ 0.982+0.03%
Inulina 0.001+0.00° 258.4+67.42° 1.291+0.15°  1.682+0.11"° 0.983+0.03?
MFO 0.001+0.00° 261.3+67.42° 1.434+0.15"°  1.782+0.11%°  0.961+0.03%
Avicel® 3x10™+0.00¢ 613.1+82.58% 1.810+0.18%°  1x10™+0.00° 0.652+0.03°
Avicel®-MFO  0.002+0.00%° 0.000+82.58" 1.401+0.18°  1.692+0.13"° 0.770+0.03%
Bifidobacterium lactis
Control 0.003+0.00%" 2x107°+0.00° 0.775+0.15%  1.971+0.11*"°  0.991+0.032
Inulina 0.002+0.00% 1x107°+0.00" 1.023+0.15°®  2.100+0.11"? 0.990+0.032
MFO 0.002+0.00% 3x107°+0.00" 1.152+0.15°®  2.134+0.11" 0.993+0.032
Avicel® 0.001+0.00° 1x107°+0.00° 1.601+0.25°°  1.823+0.18%°  0.704+0.04%
Avicel®-MFO  0.003+0.00% 1x107°+0.00" 1.080+0.15°*  1.513+0.11° 0.920+0.03%
L. paracasei subsp. paracasei

Control -0.002+0.00° 223+116.78° 2.264+0.252 2.073+0.18% 0.661+0.04°
Inulina -0.002+0.00° 143+116.78° 2.423+0.25% 2.242+0.18% 0.822+0.04"°
MFO 0.003+0.00? 0.000+67.42° 1.201+0.15°°%  1.790+0.11%"°  0.983+0.03%
Avicel® -0.002+0.00° 223.1+116.78° 2.260+0.25% 2.071+0.18% 0.661+0.04°
Avicel®-MFO  0.002+0.00%®  3x10°+116.78° 1.354+0.25°*  1.801+0.18%°  0.930+0.04

Rate (maximo potencial de crecimiento), lag (constante de ambientacién o proceso de adaptaciéon de la
bacteria), yo (punto incial de la curva sigmiodea), yend (punto final de la curva sigmiodea), R (Coeficiente
de ajuste a la ecuacion). Avicel® -FMC (Celulosa microcristalina, Sucrosa, CMC-Na y CaCl,). MFO
(Mezcla de fosfooligosacaridos). ®*°%Literales diferentes en un mismo renglén, indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05).
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En “Rate” (umax), parametro de mayor importancia a analizar, por ser el
maximo potencial de crecimiento. Como se esperaba, existieron variaciones
(p<0.05) entre el comportamiento de los probidticos segun el prebiodtico usado.
Incluso las diferencias (p<0.05) se observaron entre los probidticos en
presencia del mismo prebiético. Para L.acidophilus, no existieron diferencias al
adicionar inulina, MFO o ningun prebiotico (control). No obstante, al agregar
Avicel® y la mezcla Avicel®- MFO, se observaron diferencias significativas,
mostrando mayor crecimiento con ambos (Apéndice 3). Sin embargo, para este
parametro, no existieron diferencias en el crecimiento de B. lactis, al adicionar
inulina, MFO o0 ningun prebiético (control), Unicamente mostrando menor
crecimiento cuando se adiciono Avicel® solamente (Apéndice 4). Con respecto a
L. paracasei subsp. paracasei, no se observé diferencia entre la adicion de
inulina, Avicel® o el control, ya que se observaron valores negativos, es decir,
no se detectd crecimiento o bien no fue significativo para estos casos, no
obstante cuando se adicionaron la MFO y la combinacién Avicel® -MFO se
estimuldé el crecimiento de dicho probidtico (Apéndice 5). Sugiriendo, que
funcionan como un prebidtico que estimula el crecimiento de L. paracasei
subsp. paracasei en las condiciones dadas en dicha cinética. De manera
general, se observaron diferencias al emplear el Avicel® solo y en combinacién
con los MFO para los tres probiéticos analizados, potenciandose con la mezcla
empleada, lo cual sugiere que los probidticos usan el estabilizante Avicel® y la
MFO como prebidtico. En los casos donde se observan valores negativos, se
pueden expresar como lisis celular, los cuales han sido reportado anteriormente

por otros autores como Boutrou et al. (1998), en otras cinéticas con BAL.
81



La fase “lag”, es la constante de ambientacion o proceso de adaptacion
de los microorganismos, y esta determinada por la concentracion del inoculo y
las condiciones de incubacion durante la cinética (Baranyi y Roberts, 1994). En
esta fase no fueron observadas diferencias significativas ni entre prebioticos ni
probidticos, a excepcion de L. acidophilus adicionado con Avicel®, mismo que
presenta un periodo mas largo de adaptacion con respecto a los demas
tratamientos y probioticos. Como se aprecia en el Cuadro 5, para la mayoria de
los tratamientos existieron valores muy altos de la fase “Lag” (tardan mucho en
adaptarse al medio para poder crecer), por lo cual las velocidades de
crecimiento son muy lentas, en comparacion con los valores altos de “rate”
(Umax), que es la velocidad de crecimiento especifica maxima, ya que éstos
valores son inversamente proporcionales como lo indican Grijspeerdt y
Vanrolleghem (1999). Asi mismo, Baranyi y Roberts (1994), mencionan que en
células con el mismo historial de condiciones de pre-inoculacién, el producto de
“rate y “lag”, es una simple transformacion del estado fisioldgico inicial. Por lo
cual, una importante consecuencia en este estudio es que se estandarizaron las
condiciones de incubacion y a partir de ahi se realizaron las cinéticas.

Concerniente a los parametros “y,” Y “Yend”, Que corresponden a los
puntos iniciales y finales de las curvas sigmoideas, se observaron diferencias
significativas entre los diversos probidticos y prebidticos. Resaltando que los
valores iniciales mas altos registrados fueron para L. paracasei subsp.
paracasei, al usar inulina, Avicel®y en el control y para L.acidophilus con
Avicel® Lo anterior pueda deberse a que L. paracasei, es el Unico de los tres

probidticos estudiados que sintetiza una proteinasa extracelular, la cual como
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se menciond con anterioridad no todas las BAL la producen. Esta proteina
llamada PrtP en L. paracasei, acelera el proceso de protedlisis y por ende el
metabolismo (Savijoki et al., 2006), lo cual se ve reflejado en un crecimiento
mas accelerado y en un aumento en la densidad Optica. No obstante, los
valores finales mas bajos de todos los tratamientos de las curvas, se
observaron en L.acidophilus con Avicel®, lo cual nos habla de que su maximo
potencial de crecimiento se da al inicio de su fase de crecimiento y declinando
fuertemente en comparacion con los otros probidticos y prebioticos empleados.

Con respecto a las R? (coeficiente de ajuste de regresion), se obtuvieron
en general, datos que se ajustaron muy bien (obteniéndose valores mayores a
0.9) a los modelos analizados. No obstante, para el caso de L. paracasei subsp.
paracasei, sin prebioticos y con Avicel® se observaron los valores mas bajos
de R?(0.66 en ambos casos). Nétese que al adicionar el Avicel® se obtuvieron
coeficientes de ajuste bajos (0.65 — 0.70), para los tres probidticos empleados,
ya que el Avicel® aumenta las densidades 6pticas registradas por opacar las
muestras, lo cual fue una limitante en la medicion en éstos tratamientos, por ello
que los exprimentos con avicel se desarrollaron en un ensayo independiente.

Con respecto al diferente comportamiento de los probidticos en las
cinéticas, puede explicarse por las caracteristicas metabolicas de cada una de
ellas; lo cual, es determinante para la asimilaciéon de los nutrientes del medio
(Smit et al., 2005) y por ende en su comportamiento como biomasa y su
densidad optica.

Evaluacién de la Viabilidad de los Probiéticos en los Tratamientos
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Se monitoreo la viabilidad de los probidticos en los 12 tratamientos y el
control, durante su vida en anaquel (0, 7, 14 y 21 d). El control por tratarse de
una bebida pasteurizada y no contener probiéticos adicionados no present6
crecimiento durante la vida en anaquel, asi que solo funcion6 como testigo
negativo de viabilidad. Existio diferencia entre tratamientos (p<0.05), es decir,
los probidticos crecieron en distinta medida, lo cual respalda los resultados
obtenidos en los experimentos anteriores, donde se observa que los probidticos
difieren en su comportamiento (Gréfica 6).

Para que los microrganismos probidticos puedan ejercer su efecto en el
organismo, en el alimento antes debe de superar la concentraciéon de 1x10°
UFC/mL y para que su efecto sea terapéutico debe oscilar entre 10%-10°
UFC/mL, (Tharmaraj y Shah, 2003). Por ello, estas concentraciones fueron la
referencia para evaluar la viabilidad de los tratamientos durante su vida en
anaquel (Gréfica 6). Se observo que los tratamientos A y B no cumplieron con
las concentraciones establecidas. No obstante, los restantes cuatro
tratamientos (ABC, ABT-4, BCT-1 y C) lograron las cuentas requeridas para
considerarse alimentos con funcién probiotica. De éstos, el ABC, mantuvo la
mayor concentracion requerida para una funcion terapeutica durante toda su
vida en anaquel. Y para el ABT-4, solo los primeros 14 d, ya que a partir de éste
dia comenzé su declinacion. El segundo tratamiento con la mayor viabilidad fue
ABC, notandose una fuerte declinacién a partir del séptimo dia, no obstante
mantuvo las cuentas requeridas para considerar un efecto probidtico. En los

tratamientos C y BCT-1, estos mantuvieron mas uniforme su concentracion
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Gréfica 6. Viabilidad de diversos probiéticos en bebidas fermentadas durante
vida en anaquel (A: Lactobacillus acidophilus, B: Bifidobacterium lactis,
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diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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destacando a este Ultimo respecto a los restantes tratamientos analizados
durante toda su vida en anaquel. Por lo anterior, se deduce que las mezclas
entre los probidticos estimulan una relacion simbiética entre ellos; ya que este
tipo de relaciones se dan en algunas especies probidticas, en donde uno de los
microorganismos genera un metabolito especifico que asimila el otro y
viceversa. Esto con el fin de potenciar su crecimiento y desfavorecer el
crecimiento de microorganismos contaminantes o de otras especies, 0 bien
eliminarlos como en el caso de la produccion de bacteriocinas u otros
antimicrobianos, que esta bien caracterizada en algunas especies de BAL (Smit
et al., 2005).

La adicion de la MFO en la bebidas no estimulo el crecimiento de los
probioticos, es decir, que el prebidtico no tuvo efecto sobre el crecimiento de los
probioticos (p=0.77), (Grafica 7), esto coincide con el experimento realizado por
Bedani et al. (2013), donde en bebidas fermentadas no lograron estimular el
crecimiento de lactobacilos ni bifidobacterias adicionadas con dos prebidticos
(inulina y okara). Por lo tanto se puede deducir que el efecto de cierto prebidtico
sobre un probidtico en particular depende de las condiciones y el medio de
fermentacion y asi como la composicion quimica del prebiotico adicionado
(Aryana et al., 2007). En este estudio, los probiéticos asimilaron los
componentes del estabilizante  Avicel® (Celulosa  microcristalina,
Carboximetilcelulosa de sodio, Sucrosa y CaCl,), ya que los dos primeros
componentes son polisacaridos que pueden ser empleados por los probidticos
como prebidticos (Angus et al., 2005). Esta informacion se puede respaldar, por

los resultados obtenidos en las cinéticas realizadas anteriormente, ya que se
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Grafica 7. Efecto de la adicién de dos prebioticos en la viabilidad de los

probidticos en bebidas fermentadas (A: Lactobacillus acidophilus, B:
Bifidobacterium lactis, C: Lactobacillus casei, T: Streptococccus
thermophilus) durante vida en anaquel. No se encontraron
diferencias significativas dentro de un mismo tratamiento (p>0.05).
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observd que en presencia del Avicel® y la MFO los probidticos potencian su
crecimiento. Respecto al ph (Grafica 8) no se encontraron diferencias (p=0.56)
entre los tratamientos analizados. Una vez detenida la fermentacion, la
variacion del ph durante la vida en anaquel es muy poca, ya que el metabolismo
bacteriano se hace mas lento y por ende se deja de producir el acido lactico.
Andlisis Fisicoquimico de las Bebidas

Se evaluaron cada uno de los 12 tratamientos y el control por triplicado
una vez terminado el proceso de fermentacién de las bebidas a un pH=4.5,
obteniéndose los siguientes promedios: humedad de 82.92 + 1.51; grasa de
0.68 = 0.13; proteina de 3.63+0.81; lactosa de 4.54 + 0.23 y acidez expresada
como acido lactico de 0.61 + 0.09 (Cuadro 6). No se encontraron diferencias
significativas para cada uno de los parametros entre los diferentes tratamientos
elaborados.
Evaluacion Sensorial de los Tratamientos

En relacion a la prueba de preferencia realizada a las bebidas elegidas

con mayores valores de viabilidad, los resultados del analisis mixto obtenido,
mostraron diferencias significativas entre tratamientos. Para el sabor, textura y
aceptabilidad general, si hubo diferencias (p<0.05), y solo para el atributo de
acidez no fueron detectadas diferencias (p>0.05), segun lo percibido por los
consumidores. No obstante, calificaron este atributo con promedios altos de 5.2
a 6.2 (Gréfica 9). Respecto a la evaluacion del atributo de sabor, el control (que
no contenia probidticos adicionados) fue el de mayor agrado, calificandose con
un valor promedio de 7.1. El cual fue mas alto respecto a los tratamientos con

probiéticos con promedios de 5.0 — 6.2 (Gréfica 10).
88



48 |
46 | ——A
——2
44 |
:'n:. —i—C
4.2 | —=—ABC
4 | —— ART-4
——BCT-1
38 |
3.6 |

0 7 14 21

Vida en anaquel  dias.
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Cuadro 6. Analisis fisicoquimicos de las bebidas lacteas fermentadas
elaboradas con diferentes probioticos

Parametro determinado Procentajes estimados (%)
Humedad 82.92 + 2.04
Grasa 0.68 + 0.37
Proteina 3.63 = 0.97
Lactosa 454 + 2.12
Acidez 0.61 =+ 0.35

Sin diferencias significativas entre las bebidas (p>0.05).
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Grafica 9. Aceptacion sensorial de la acidez de bebidas fermentadas con
diferentes probidticos. (A: Lactobacillus acidophilus, B: Bifidobacterium
lactis, C: Lactobacillus casei, T: Streptococccus thermophilus). Sin
diferencias entre las bebidas (p>0.05).
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Grafica 10. Aceptacion sensorial del sabor de bebidas fermentadas con
diferentes probidticos. (A: Lactobacillus acidophilus, B: Bifidobacterium
lactis, C: Lactobacillus casei, T: Streptococccus thermophilus). ®Literales
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Con relacion a la textura, los panelistas calificaron con valores mas altos la
bebida control y la ABT-4, calificando las de 6 - 6.5 respecto a las otras con 5.3
— 5.6 en promedios generales (Grafica 11). Referente a la aceptabilidad general
la bebida control fue mayormente favorecida respecto a las tres restantes, con
un promedio de 6.9 respecto al 5.5 de las restantes (Gréafica 12). Por lo cual,
solo se puede deducir que los panelistas prefirieron la bebida control, respecto
a las bebidas adicionadas con probioticos. Adicionalmente, a esto se les
pregunto a los panelistas su frecuencia de consumo de bebidas lacteas
fermentadas (Apéndice 2), para asociar si existia alguna diferencia entre la
evaluacion dada a los diversos atributos medidos. Sin embargo, no se encontro
un efecto significativo diferenciable en este aspecto (p>0.05).

Respecto a la pueba de ordenamiento analizada por medio del
estadistico de pueba chi-cuadrada de Person (Apéndice 6), se observo que
existieron diferencias (p<0.05) en la eleccion de los panelistas al ordenar las
bebidas en 1° lugar. Por lo cual, en este caso se rechazo la Ho y se observé
preferencia de los panelistas por la bebida control, ya que al calcuar las
proporciones muestrales, nos indican el siguiente orden: control 51.9 %, ABT4
19.8 %, BCT1 14.8 % y ABC 13.6 %. Respecto al ordenamiento de los
panelistas para las bebidas en 2°, 3° y 4° lugar no existieron diferencias
(p>0.05) en ninguno de estos casos, por lo cual se puede decir que la

probabilidad de la eleccién de los panelista fue en la misma proporcion.
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Gréfica 11. Aceptacion sensorial de la textura de bebidas fermentadas con
diferentes probidticos. (A: Lactobacillus acidophilus, B: Bifidobacterium
lactis, C: Lactobacillus casei, T: Streptococccus thermophilus).
e jterales diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(p>0.05).
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Grafica 12. Aceptacion sensorial de la aceptabilidad general de bebidas
fermentadas con diferentes probioticos (A: Lactobacillus acidophilus, B:
Bifidobacterium lactis, C: Lactobacillus casei, T: Streptococccus
thermophilus). ®Literales diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p>0.05).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Respecto a la aceptabilidad de las mezclas suero-leche, se observo
mayor agrado de los consumidores hacia las mas altas propociones de suero
usadas.

En la prueba del efecto del prebiotico sobre los probidticos, se eligio MFO
por tener mayor efecto en dos de los tres probidticos utilizados. No obstante,
una vez formulada la mezcla se observé sinéresis entre sus fases por ser una
mezcla de suero-leche, por ello se adiciono un estabilizante; obsevandose un
efecto sinérgico entre el estabilizante y la MFO.

De los resultados de viabilidad monitoreados durante los 21 d de vida en
anaquel en las bebidas fermentadas, tres de ellas (ABC, ABT-4 y BCT-1)
obtuvieron los valores mas altos y de éstas, las cuales fueron elaboradas con
mezclas de probidticos, por lo cual se sugiere un efecto sinérgico entre éstos.

Al realizar la evaluacion sensorial con las tres bebidas elegidas por
mantener mayor viabilidad y la muestra control (carente de prebiéticos), los
consumidores mostraron altos grados de satisfaccion por las cuatro bebidas.
Sin embargo, en sabor, textura y aceptabilidad general evaluaron con mayor
calificacion a la bebida no fermentada, sin observar diferencias para el atributo
de acidez, lo cual, solo se debe a que los panelitas fueron no entrenados, ya
gue evaluaron tres bebidas fermentadas con un pH=4.5 y una bebida control no

fermentada.
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RESUMEN

Se evaluaron cuatro bebidas elaboradas a base de suero, tres de ellas
fermentadas con probiéticos (ABC, ABT-4 y C), y un control (no fermentado)
durante su vida en anaquel (21 d), para cuantificar y correlacionar las siguientes
variables: proteina total, protedlisis, actividad ECA inhibitoria, perfil peptidico y
aminoacidos aromaticos. Para lo cual se llevd a cabo un andlisis de
componentes principales, donde se observaron diferencias significativas entre
las cuatro bebidas elaboradas. Asi mismo, existieron variaciones significativas
en las correlaciones entre la protedlisis, perfil peptidico, aminoacidos
aromaticos y actividad ECA inhibitoria entre las bebidas (R = 0.9 - 0.0). La
concentracion de péptidos totales, no se modificé en ninguna de las bebidas
durante todo el monitoreo (p>0.05), por ello no se observé correlacion de ésta
con las demas variables; no asi, para la correlacion entre la actividad ECA
inhibitoria con los aminoacidos aromaticos y por consecuencia con el pérfil
peptidico, siendo para el tratamiento BCT-1 los mas altos (0.913 y 0.98
respectivamente). En todas las bebidas analizadas se observd actividad ECA
inhibitoria, durante su vida en anaquel siendo para el control 100 % constante,
para ABT-4 de 80 a 100 %, y para ABC y BCT-1, muy variable con una fuerte

declinacién a los 14 d.

102



ABSTRACT

Four beverages were prepared from whey and evaluated
throughout their shelf life (21 d). All, but the control were fermented with
probiotics (ABC, ABT-4 and C) to quantify and correlate the following variables:
total protein, proteolysis, ACE inhibitory activity, peptide profile and aromatic
amino acids. The principal-component analysis showed significant differences
among the beverages. Also, there were significant correlations among: proteolysis,
peptide profile, aromatic amino acids and ACE inhibitory activity (R = 0.9 to 0.0).
The total peptide concentration did not change in any of the beverages
throughout the period (p> 0.05), therefore correlations with the other variables
were not observed. Contrary, existed a correlation of the ACE inhibitory activity
with the aromatic amino acids and consequently with the peptide profile. The
BCT-1 treatment was the highest (0.913 and 0.98 respectively). In all beverages
the ACE inhibitory activity was constant through the shelf life, the control kept a
100 % consistency, meanwhile, ABT-4 was between 80 to 100 %, and ABC and

BCT-1 were highly variable with a sharp decline in the 14th d.
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INTRODUCCION

La leche y sus derivados son considerados una fuente importante de
nutrientes ya que, ademas de suministrar energia, contienen proteinas de alta
calidad, minerales y vitaminas (Park, 2009). La leche de vaca contiene
alrededor de 3.5 % de proteinas, de las cuales el 80 % son caseinas (o, B, 7Y
k) y el resto son proteinas del suero (B-lactoglobulina, o- lactalbumina,
seroalbumina y proteinas minoritarias) (Jauhiainen y Korpela, 2007; Fox y
McSweeney, 2008). El suero de queso es la parte liquida de la leche que se
obtiene después de la separacion de la cuajada (caseina) durante la
elaboracion del queso (PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012). Las proteinas
del suero, en comparacion con las de otros alimentos, son de mayor calidad,
por su facil digestion, la gran mayoria de sus aminoacidos son esenciales,
ramificados y gran cantidad de leucina, siendo el inco aminoacido que no actua
como fuente de carbono para la sintesis de glucosa, (cetogénico y no
glucogénico), sustituyendo a la glucosa en periodos de ayuno o pudiendo imitar
a la insulina introduciendo la glucosa a la célula (Devries y Phillips, 2015).

La protedlisis es la degradacion de las proteinas a péptidos o
aminoacidos libres, esta puede ocacionarse por el sistema proteolitico
(enzimas) de las bacterias acido lacticas (BAL) (Smit et al., 2005). Durante la
fermentacion de la leche, el sistema proteolitico de los cultivos iniciadores
juegan un rol clave (Serra et al., 2009), ya que la protedlisis que lleva a cabo
cada microorganismo es iniciada por una sola proteinasa extracelular, sin

embargo, algunas BAL no sintetizan proteinasas extracelulares dependiendo en
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este caso de otras cepas que las liberen al medio. Unicamente los péptidos
menores a 18 residuos son los que pueden entrar a la célula, por medio de las
vias de sistemas transportadores: dipéptidos, tripéptidos y oligopéptidos.
Posteriormente los péptidos son degradados intracelularmente por una variedad
de peptidasas clasificadas en: aminopeptidasas, endopeptidasas, dipeptidasas,
tripeptidasas, y peptidasas especificas sobre prolina; mismas que difieren
mucho entre si tanto en su actividad como en su mecanismo de accion (Smit et
al., 2005). La protedlisis es de suma importancia por varios aspectos: puede
determinar la sobrevivencia de los cultivos iniciadores, contribuye a la formacién
de compuestos del sabor, olor y confiere propiedades reoldgicas a las leches
fermentadas, asi como también permite la formacion de péptidos bioactivos
(Serra et al., 2009).

Como se mencion6 anteriormente, la hidrolisis de las proteinas tiene
como consecuencia la generacion de péptidos. Aquellos que aunado a su
funcién nutricional, son capaces de ejercer efectos bioldégicos benéficos
especificos, se les denominan péptidos bioactivos o biopéptidos (Costa et al.,
2007; Dziuba et al., 2009). Las proteinas de la leche son consideradas una de
las principales fuentes de péptidos bioactivos (Sanlidere y Oner, 2011;
Plaisancié et al., 2013) que presentan efectos positivos sobre la salud del
consumidor (Miguel et al., 2007; Hajirostamloo, 2010). Los biopéptidos se
generan por hidrélisis enzimatica, la cual puede llevarse a cabo de tres formas:
a) con enzimas digestivas, b) con microorganismos proteoliticos y c¢) con
enzimas proteoliticas derivadas de microorganismos o plantas (Pritchard et al.,

2010; Rodriguez-Hernandez et al., 2014). Por su importancia tecnolégica, con
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frecuencia sobresalen dos métodos de hidrolisis; mediante el uso de enzimas
digestivas y por fermentacion microbiana, en el entendido de que las enzimas
proteoliticas aisladas para hidrolizar las proteinas son producidas por
microorganismos principalmente bacterias, hongos y plantas (Korhonen, 2009;
Ruiz-Giménez et al.,, 2012). La bioactividad de los péptidos depende de la
secuencia y numero de aminoacidos que los integran, éstos pueden contener
entre 2 y 20 aminoacidos (Korhonen y Philanto, 2006). Los biopéptidos pueden
impactar positivamente a la salud actuando sobre el sistema inmune,
gastrointestinal, nervioso, cardiovascular o bien el estado nutricional del
consumidor (Hajirostamloo, 2010; Ruiz-Giménez et al.,, 2012), ejerciendo
diversas bioactividades como: antimicrobiana, antioxidante, inmunoestimulante
y antihipertensiva, entre otras (Rodriguez-Herndndez et al., 2014; Wada y
Lonnerdal, 2014).

La actividad antihipertensiva de algunos biopéptidos esta dada por el
bloqueo de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA), Peptidil dipéptido
hidrolasa o cininasa Il (EC 3.4.15.1), la cual es una ectoenzima dipéptidica
localizada en diferentes tejidos, que libera una exopeptidasa asociada a la
regulacion de la presion arterial, ya que participa en el sistema renina
angiotensina por medio de la conversion de angiotensina-l en angiotensina—II
(Ahn et al. 2009; Qureshi et al., 2013; Puchalska et al., 2014). Al bloquear dicha
enzima se logra un efecto antihipertensivo que a su vez beneficia el sistema
inmune y nervioso del consumidor ya que favorece la homeostasis (Minervini et
al., 2009; Otte et al., 2011). Los inhibidores sintéticos de la ECA, como el

captopril, son comunmente usados en el tratamiento de la hipertensiéon
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(Lahogue et al., 2010; Iwaniak et al., 2014). La ECA es predominantemente una
ectoenzima con dos sitios cataliticos (Gobbetti et al., 2000) y las caracteristicas
que presentan los péptidos que la bloquean son las siguientes: contienen
aminoacidos aromaticos hidrofobos como Trp, Tyr o Phe en una de las tres
ultimas posiciones de su secuencia; los residuos de Pro solos o en combinacién
con otros residuos hidréfobos al unirse a los sitios activos de la ECA bloquean
su actividad, marcando asi su capacidad antihipertensiva (Shahidi y Zhong,
2008; Alvarado y Guerra, 2010). Es por ello que resulta relevante asociar la
actividad ECA inhibitoria con la cantidad de aminoacidos aromaticos (Pro, His,
Phe, Tyry Trp) en las muestras. Dicho bloqueo incrementa también al aumentar
la cantidad de cargas positivas, a partir de la presencia de residuos de Lys o
Arg en posiciones terminales del péptido (Shahidi y Zhong, 2008; Rodriguez-
Hernandez et al., 2014). Algunos péptidos que han presentado actividad ECA
inhibitoria son: los tripéptidos Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro (Jakala et al., 2009) y el
dipéptido Tyr-Pro aislado de las proteinas del suero (Korhonen y Philanto,
2006), asi mismo péptidos provenientes de las p-lactoglobulinas como: Leu-Ala-
Met-Ala y Val-Phe-Lys (Kamau et al., 2010b) y los fragmentos Trp-Leu-Ala-His-
Lys (Kamau et al. 2010a; FitzGerald et al. 2004) y Tyr-Gly-Leu de las o-
lactoalbuminas (Kamau et al., 2010a). Por otra parte, Ruiz-Giménez et al.
(2012) aislaron 11 péptidos provenientes de la lactoferrina, los cuales ejercieron
actividad ECA inhibitoria. En este sentido, se ha reportado que el consumo de
proteina hidrolizada de suero ejerce una reduccion significativa de la presion

sanguinea en personas hipertensas (FitzGerald et al.,, 2004; Martinez y
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Martinez, 2006). Ademas, es reconocido el uso de diferentes probioticos (solos
o en combinacién) como: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium lactis y Streptococcus thermophilus, para fermentar la leche e
hidrolizar sus proteinas produciendo péptidos con actividad ECA inhibitoria
(Donkor et al., 2007). Siendo de los mas estudiados los lactobacilos (Didelot et
al., 2006; Regazzo et al., 2010; Gonzéalez-Cérdova et al., 2011).

Los biopéptidos pueden sufrir diversos cambios durante el proceso de
fermentacion (elaboracién de la bebida y vida en anaquel) (Vermeirssen et al.,
2003), de la digestion estomacal y gastrointestinal y en base a esto pueden
variar su actividad ECA inhibitoria significativamente (Bamdad et al., 2009;
Tavares et al., 2011).

Los péptidos con actividad ECA inhibitoria, son lo biopéptidos
alimenticios mas estudiados, y actualmente las bases de datos registran
alrededor de 600 secuencias peptidicas, algunas bases estan en:
http//www.uwm.edu.pl/biochemia y http://erop.inbiras.ru (Iwaniak et al., 2014).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio, fue evaluar la actividad
ECA inhibitoria, protedlisis, perfil peptidico y aminoacidos aromaticos, y sus
correlaciones en bebidas fermentadas con diferentes probidticos y preparadas a

base de suero de queso.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

El presente estudio se efectio del dia 12 de Agosto al dia 23 de
Diciembre del afio 2013. Comprendio la elaboracion de cuatro diferentes
bebidas elaboradas a base de suero, tres fermentadas con probiéticos, y un
control sin fermentar, efectuados en el laboratorio de Biotecnologia de
Alimentos de Origen Animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la
Universidad Auténoma de Chihuahua.
Preparacion de las Muestras

Se trabajaron tres tratamientos con los cultivos comerciales ABT-4, BCT-
1y un tercer cultivo ABC, (CHR HANSEN DE MEXICO S.A de C.V.F) elaborado
con cada uno de los probidticos A, B, C por separado (0.333% de cada cultivo),
de los cuales A-Lactobacillus acidophilus, B-Bifidobacterium lactis, C-
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, y T-Streptococccus thermophilus;
ademas de un control carente de probioticos (Cuadro 7). Se elaboro el suero en
base a la metodolgia de elaboracion de queso Chihuahua, mostrada en la
Figura 2 y las bebidas correspondientes segun la metodologia descrita en la
Figura 3. Se prepararon tres lotes de bebidas fermentadas y se mantuvieron en
refrigeracion (4 °C), durante cuatro sem. Tomandose muestras a los 0, 7, 14 y
21 d para determinar su: concentracion peptidica total, porcentaje de protedlisis,
actividad ECA inhibitoria, perfil peptidico y de aminoacidos aromaticos.

Las muestras se prepararon segun lo descrito por Donkor et al. (2007),
por lo cual, se tomaron 2.5 mL de cada una de las bebidas y se mezclaron con

5 mL de acido tricloroacético (ATC) al 0.75 %, pasandose la mezcla a través de
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Cuadro 7. Probioticos empleados en las bebidas fermentadas elaboradas a
base de suero

Tratamientos

Cultivos Probioticos

BCT-1 Bifidobacterium lactis, Lactobacillus paracasei subsp.

paracasei, Streptococccus thermophilus.

ABC Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis,

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei.

ABT-4 Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis,

Streptococccus thermophilus.

Control Sin microorganismos adicionados.

Todos Igs cultivos fueron donados por CHR HANSEN DE MEXICO S.A
de C.V.

110



papel filtro (Whatman no. 1 de 150 mm), obteniéndose los filtrados de las
bebidas (FB), mismos que fueron congelados (-20 °C) hasta su analisis. Este
filtrado permitié solo el paso de los péptidos y a la vez concentrarlos en los FB.
Posteriormente, para el andlisis de la actividad ECA inhibitoria, perfiles
peptidicos y de aminoacidos aromaticos cada uno de los FB fueron llevados a la
Liofilizadora (2.5 plus LABCONCO) durante 48 h, para obtenerse los filtrados de
las bebidas liofilizadas (FBL), mismos que fueron pesados antes y después de
liofilizarse para obtener por diferencia de peso la concentracion de la muestra.
Determinacion de la Concentracion Peptidica Total

Se determiné por triplicado la concentracion de los péptidos contenidos
en los FB por el método de Bradford (1976). Este se basa en la reaccion de las
proteinas con el colorante azul brillante de comassie G-250, para formar un
compuesto colorido que absorbe fuertemente a los 595 nm. Para realizar la
curva de calibracion, se prepararon 5 estandares de Albumina de Suero Bovino
(BSA), a las siguientes concentraciones (0.1, 0.008, 0.006, 0.003 y 0.001
mg/mL). Dicha técnica se usa para la determinacion de proteina total, no
obstante en los FB, solamente existian los péptidos filtrados. Todos los
estandares se prepararon en solucion salina 0.15 M. Se grafico la curva
(Apéndice 7) y se determiné la ecuacion de regresion (y = 0.1526x - 0.0597, R2
= 0.9973). Para el analisis de las muestras se tomé 0.1 mL del FB o del
estandar, y se mezclé con 1 mL del reactivo de Bradford, se agit6 una vez por
inmersion y se dejo reaccionar en la oscuridad a temperatura ambiente por 5
min, posteriormente se leyd la absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro

(UV-1800 Shimadzu). La medida de absorbancia obtenida se linealiz6 en la
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ecuacion de regresion de la curva de calibracion (Apéndice 7) y se determind la
concentracion peptidica de cada uno de los FB. Los resultados de la
cuantificacion de los péptidos fueron expresados en logaritmo natural (Ln).
Actividad Proteolitica

La protedlisis de cada uno de los FB se determiné por triplicado con base
en la reaccion de las aminas primarias (NH3) libres con el O-phthaldialdehido
(OPA) y el B-mercaptoetanol, segun el método de Church et al. (1983). El
reactivo OPA se prepar0 de la siguiente manera: 25 mL de tetraborato de sodio
100mM, 2.5 mL de Sodio Duodecil Sulfato (SDS) al 20 %, 40 mg de OPA en 1
mL de metanol, 100 uL de B-mercaptoetanol, y se afor6 a 50 mL con agua
tridestilada. Para las lecturtas se tomaron 50 uL de cada FB, y se mezclaron
con 1 mL del reactivo OPA por inversién de la celda de cuarzo, con 2 min de
incubacion a temperatura ambiente y dentro del equipo para evitar la exposicié
a la luz, se ley6 la absorbancia en un espectrofotometro (UV-1800 Shimadzu) a
una longitud de onda de 340 nm. Con lo cual, se determind el grado de
protedlisis por diferencia entre las actividades proteoliticas de la bebida sin
fermentar o muestra control (MC) con cada tratamiento, como se indica en el
Cuadro 6 (Donkor et al., 2007).
Actividad ECA Inhibitoria

La actividad ECA inhibitoria fue analizada por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-HPLC) segun lo descrito por Pritchard et
al. (2010) y Ghassem et al. (2011) con algunas modificaciones. La ECA (Sigma-

Aldrich) comercial (1 unidad), fue diluida en 50 mM Tris-HCI (pH=7.5) con NaCl
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0.3 M, para obtener una concentracion de 100 mU/mL. Alicuotas de 1 mL
fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso. Para llevar a cabo la reaccion se
tomaron muestras de los FBL y se resuspendieron en agua grado HPLC hasta
alcanzar una concentracion de 50 mg/mL. Posteriormente se tomaron 50 pL de
los FBL para cada muestra o bien agua grado HPLC en el caso de la MC y se
les adicionaron 200 pL de la solucién de 2.5 mM Hipuril-L-Histidil-L-Leucina
(HHL). La reaccion fue parada por la adicion de 250 pL de HCI 1 M.
Posteriormente la solucion fue pasada a través de filtros de nylon Whatman (30
mm/0.20 um), para separar el producto de la reaccion y el acido hipuarico (HA)
del HHL, y ser inyectados en un Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién
(HPLC) acoplado con un detector UV-visible (Shimadzu). Se us6 una columna
Discovery® C18 de 25 cm x 4.6 mm y 5 pm de tamafio de particula (SUPELCO),
misma que fue eluida con agua-metanol 50-50 % (v/v) mas acido
trifluoroacético (TFA) al 0.1 % (v/v) a una velocidad de flujo de 0.4 mL/min y una
absorbancia de 228 nm. La evaluacion de la inhibicion de la ECA, se realizo con
base en la comparacion entre la concentracion de HA en la MC carente del
inhibidor (Apéndice 8) y con el (Apéndice 9). A cada pico de HA obtenido se le
determind el area bajo la curva. Se promedio el valor de dos determinaciones,
para calcular el porcentaje de inhibicion de la ECA.
Inhibicién de la ECA (%) =(B-A/B-C) X 100

Donde: A es el area relativa del pico generado por HA en la presencia del
inhibidor de la ECA, B es el area relativa de HA obtenida en ausencia del
inhibidor y C es el area relativa de HA generada sin la ECA (correspondiente a

la autolisis de HHL en el curso de la reaccién). Los FBL contenian cierto grado
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de HA, ya que este se encuentra de manera natural en la leche, asi que fueron
cuantificadas las concentraciones de HA de cada muestra, para restarlas del
HA generado por efecto de la reaccion y calcular el porcentaje de inhibicién de
la ECA de cada una de las muestras.
Perfil Peptidico y Aminoacidos Aromaticos

Las muestras fueron analizadas por RP-HPLC segun lo descrito por
Nielsen et al. (2009) y Rodriguez-Figueroa et al. (2012) con algunas
modificaciones, en un HPLC acoplado con un detector UV-visible (Shimadzu).
Los péptidos fueron separados a 40 °C con una columna Pinnacle 11-C18 de
200 mm x 4.6 mm y tamafo de particula 5 um (RESTEK). Misma que fue
equilibrada con agua grado HPLC en 0.04 % de TFA (solvente A). Se
inyectaron 50 pL de cada uno de los FBL o agua grado HPLC en el caso de las
muestras blancos (Apéndice 10). Los péptidos fueron eluidos con un
incremento de gradiente con acetonitrilo en 0.03 % (v/v) de TFA (solvente B)
desde 0 a 45 % en el solvente A por 60 min. La velocidad de flujo fue de 0.5
mL/min y las longitudes de onda para la deteccion fueron de 220 nm para el
perfil peptidico completo y 280 nm para la deteccion de los anillos de los
aminoacidos aromaticos (Pro, His, Phe, Tyr y Trp) (Apéndice 11). Las areas
bajo la curva fueron integradas en unidades arbitrarias para cada una de las
muestras en los tiempos de retencidn de 6.9 a 26.5 minutos, a las cuales se les
resto el area total obtenida en la muestra blanco.
Analisis Estadistico

Para el estudio global de los datos, se realiz6 un analisis de

componentes principales con las variables medidas (proteina total, grado de
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protedlisis, actividad ECA inhibitoria, perfil peptidico y cantidad de aminoacidos
aromaticos) utilizandose el procedimiento PRINCOMP. Todos los andlisis se
realizaron con el paquete estadistico SAS (2006).

El andlisis de componentes principales, es una técnica exploratoria que
explica la variacion en un conjunto de observaciones, a través de un limitado
namero de combinaciones lineales de las variables que contienen la mayor
parte de la variabilidad, y que sean independientes entre ellas (Chacdn-Blanco,
2007).

Ademas para evaluar el efecto de las mismas variables durante la vida
en anaquel, se realiz6 un analisis usando el procedimiento MIXED, por medio
de un disefo en bloques al azar con mediciones repetidas a través del tiempo,
considerando como covariable la medicion al tiempo cero de cada una de las
variables de respuesta. Cuando hubo efecto de la interaccion de los parametros
fijos del modelo sobre las variables estudiadas a través del tiempo (p<0.05), y
para determinar las diferencias entre los mismos se realizé un analisis de

contrastes con la instruccion ESTIMATE. Se considero el siguiente modelo:
Yik =K+ 1+ Dj + (D) + Bk + pgy + A+ ik
Donde:

yijx = variable de respuesta medida a través del tiempo.

K = media general.

T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento.

D, = efecto del j.-esimo dia (7,14, 21).

(tD)j;. = efecto fijo de la interaccién entre el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo dia.
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Bk = efecto aleatorio del k-ésimo bloque.
p(j = efecto aleatorio de la i-esima unidad experimental, donde el j.-€simo
tratamiento estuvo anidado en la unidad experimental.

A = efecto de la covariable de cada una de las variables estudiadas al dia cero.

€jj = error aleatorio distribuido en forma normal con media cero y varianza,
donde &j- N (0, 6°).

Actividad ECA Inhibibitoria. Para el andlisis de la concentracion peptidica
necesaria para inhibir la actividad de la enzima en un 50 % (ICsp), se llevo a
cabo un analisis con los procedimientos GLM con LSMEANS, de cada uno de

los probidticos por separado. Basandose en el siguiente modelo:
Yi = K+ T+
Donde:

yij= variable de respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento.

K = media general.

T; = efecto fijo del i-ésimo tratamiento.
€ijj = error aleatorio distribuido en forma normal con media cero y varianza,

donde &;j-N (0, 6°).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Componentes Principales

En éste analisis, se observO que entre los tratamientos existieron
diferencias significativas, los distintos cultivos inoculados en las bebidas
tuvieron un efecto significativo sobre su protedlisis, perfiles peptidicos,
aminoacidos aromaticos y por consecuencia su actividad ECA inhibitoria. Se
identificaron las agrupaciones relacionadas con la causa mas alta de su
variabilidad.

En la Grafica 13 de los componentes principales 1 y 2, para todas las
variables se observa asociacion entre los tratamientos 1 y 3 marcado con azul,
y de manera independiente se encontré el tratamiento 2 (control) en el
cuadrante inferior izquierdo marcado con color verde, lo cual es muy razonable
por ser la bebida mas diferente al resto.

En la Grafica 14 correspondiente a los componentes principales 1y 3, se
observan asociaciones similares a las mostradas en la Grafica 14, existiendo
similitud entre los tratamientos 1 y 3, asociandolos en el cuadrante superior
marcado con azul, por otra parte el tratamiento 4 fue ubicado en el otro extremo
de la parte superior de la Gréfica con color amarillo y, en el caso del tratamiento
2 (control), éste se ubicd en la parte inferior. No obstante, existieron varias
repeticiones de los diversos tratamientos que no se agruparon en un solo
cuadrante, lo cual, puede explicarse con las correlaciones dadas por las
diferentes variables en funcion de los tratamientos analizados, lo cual de
manera general puede deberse del metabolismo de cada probibtico y las

mezclas generadas entre los mismos (Allgeyer et al., 2010).
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Grafica 13. Componentes principales 1 y 2 de las variables: proteina total,
grado de protedlisis, actividad ECA inhibitoria, perfil peptidico y
aminoacidos aromaticos.
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Grafica 14. Componentes principales 1 y 3 del analisis de las variables: proteina
total, grado de protedlisis, actividad ECA inhibitoria, perfil peptidico y
aminoacidos arométicos.
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2 (control), éste se ubico en la parte inferior. No obstante, existieron varias
repeticiones de los diversos tratamientos que no se agruparon en un solo
cuadrante, lo cual, puede explicarse con las correlaciones dadas por las
diferentes variables en funcién de los tratamientos analizados, lo cual de
manera general puede deberse del metabolismo de cada probibtico y las
mezclas generadas entre los mismos (Allgeyer et al., 2010).

Correlaciones. Los resultados se muestra en el Cuadro 8, donde se
observa que aunque algunas variables mostraron correlaciones altas de hasta
0.98 esto no fue para todos los tratamientos, ni todas las variables analizadas,
por lo cual, se puede decir que las variables son independientes entre si. Para
el tratamiento 1 entre la cantidad de proteina y las variables restantes no existio
ninguna correlacion, lo cual es debido a que la concentracion de proteina total
no sufrio cambio (p>0.05) durante la vida en anaquel de la bebida (Grafica 15);
el resto de las variables si mostraron diferencias significativas (p<0.05), solo la
cantidad de aminoacidos aromaticos presentes mostrd 0.15 de relacion inversa.
Existiendo correlacién entre las siguientes variables: la protedlisis se encontré
correlacionada con todas las variables, excepto con la concentracion peptidica,
con la cual tuvo 0.01 de relacion; con la actividad ECA inhibitoria se observo
una correlacién inversamente proporcional de 0.471, con el perfil peptidico de
0.413 y con la cantidad de aminoacidos aromaticos presentes de 0.52. No
obstante, las correlaciones mas altas fueron observadas entre la actividad ECA
inhbitoria y el perfil peptidico, las cuales presentaron una relacion inversamente
proporcional de 0.986. Entre la actividad ECA inhibitoria y la presencia de

aminoacidos
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Cuadro 8. Coeficientes de correlaciones (R) de las variables: concentracion

peptidica, protedlisis, actividad ECA inhibitoria, perfil peptidico y
aminoacidos aromaticos

Variables Concentracién Protedlisis Act. ECA Perfil Aminoéacidos
peptidica inhibitoria  peptidico aromaticos
Tratamiento 1 (BCT1)
Concentraciéon 1
peptidica
Protedlisis 0.017 1
Act. ECA 0.039 -0.471 1
inhibitoria
Perfil peptidico -0.00 0.413 -0.986 1
Aminoacidos -0.156 0.522 -0.913 0.919
aromaticos
Tratamiento 2 (Control)
Concentraciéon 1
peptidica
Protedlisis -0.750 1
Act. ECA 1
inhibitoria
Perfil peptidico 0.417 0.120 1
Aminoacidos -0.233 0.684 0.652
aromaticos
Tratamiento 3 (ABC)
Concentraciéon 1
peptidica
Protedlisis 0.053 1
Act. ECA 0.462 0.317 1
inhibitoria
Perfil peptidico -0.444 -0.239 -0.048 1
Aminoacidos -0.368 -0.416 0.074 0.928
aromaticos
Tratamiento 4 (ABT-4)
Concentraciéon 1
peptidica
Protedlisis -0.549 1
Act. ECA 0.384 0.406 1
inhibitoria
Perfil peptidico -0.561 0.458 -0.469 1
Aminoacidos -0.485 -0.330 -0.920 0.438
aromaticos

Donde: A-Lactobacillus acidophilus, B-Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus

paracasei

subsp. paracasei, T-Streptococccus thermophilus. ECA-Enzima

Convertidora de Angiotesina.
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Grafica 15. Concentracion de péptidos cuantificados en bebidas a base de
suero con diferentes probidticos. Donde: Control- sin probiéticos, A-
Lactobacillus acidophilus, B-Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, T-Streptococccus thermophilus. Sin
diferencia significativa entre tratamientos (p>0.05)
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aromaticos, se observo una relacion inversamente proporcional de 0.913, y
entre el perfil peptidico y aminoacidos aromaticos de 0.919.

En la bebida control (tratamiento 2), la actividad ECA-inhibitoria durante
la vida en anaquel, se mantuvo constante al 100 %, es por ello que en el
Cuadro 8, no fueron calculadas las correlaciones con el resto de las variables.
No obstante, para este tratamiento se observaron correlaciones entre la
concentracion peptidica y el resto de las variables: con la protedlisis presento
una relacion inversamente proporcional de 0.75, con el perfil peptidico una
relacion de 0.471, con la cantidad de aminoacidos aromaticos una relacion
inversa de 0.233; con respecto a la protedlisis se observo una correlacion de
0.12 con el perfil peptidico, y con la cantidad de aminoacidos aromaticos de
0.684; y del perfil peptidico con los aminoacidos aromaticos una relacion directa
de 0.652. La causa probable de que el tratamiento control mantuviera al 100 %
su actividad ECA inhibidotoria durante todo el monitoreo, nos lleva al proceso
de elaboracion de la bebida, misma que lleva un tratamiento térmico de 95° por
20 min y posteriormente una homogenizacion, por lo que este paso fue
suficiente para fraccionar las concentraciones peptidicas presentes y generar
una serie de péptidos, que resultaron con alta actividad ECA inhibitoria, a
diferencia de los tratamientos restantes en los cuales el metabolismo de los
probidticos generd una constante protedlisis, lo que generé diferentes péptidos
durante su vida en anaquel.

En el tratamiento 3, no fueron encontradas correlaciones tan altas como
en los demas tratamientos, las mas altas fueron dadas entre la protedlisis y la

cantidad de aminoacidos aromaticos presentes con una relacion inversamente
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proporcional de 0.415, y entre la concentracion peptidica y el perfil peptidico
también con una relacion inversa de 0.444

En el tratamiento 4, se mantuvieron todas las correlaciones entre las
variables en un rango de 0.384 a 0.485, a excepcion de la actividad ECA-
inhibitoria con la cantidad de aminoacidos aromaticos presentes, misma que fue
inversamente proporcional y de 0.920.

Se observo que las correlaciones entre las variables variaron mucho en
funcién del tratamiento en cuestion, tanto en magnitud como en sentido directo
o inverso, dichos resultados se comprenden, ya que las mezclas de los
probioticos de cada cultivo empleado en los diversos tratamientos, fueron
distintas, y en base a ello se perfilaron las caracteristicas de cada bebida. Lo
cual coincide con Nielsen et al. (2009), quienes encontraron diferencias
significativas entre los valores de las correlaciones (las cuales resultaron ser no
lineales) entre el perfil peptidico y la actividad ECA inhibitoria por efecto de los
probioticos empleados en la fermentacion de cada una de las leches
analizadas. Ellos discuten que inclusive en estudios similares no se han
encontrado correlaciones o bien las correlaciones detectadas han sido muy
bajas (alrededor de R=0.25) entre las mismas variables analizadas.

Resultados del procedimiento mixed. Para la cuantificacion de los
peptidos (Grafica 15), los resultados fueron expresados en Ln. No existié
diferencia en la concentracion peptidica entre tratamientos (p=0.81), ni durante
su vida en anaquel (p=0.96), ni interaccion entre éstos (p=0.105). Es decir, los
péptidos que contenian las bebidas no sufrieron cambios cuantitativos, solo

cualitativos. Respecto a la protedlisis (Grafica 16), tanto los tratamientos
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Grafica 16. Proteolisis de bebidas a base de suero con diferentes
probidticos.Donde: control sin probioticos, A-Lactobacillus acidophilus, B-
Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, T-
Streptococccus thermophilus. ®Literales diferentes, indican diferencias
entre tratamientos (p<0.05).

125



(p=0.008), como la vida en anaquel (p=0.03), tuvieron efecto sobre esta
variable. Pero la interaccion no fue significativa (p=0.9).En el andlisis de
contrastes se observo diferencia al dia 7 y entre los tratamientos 4 y 2. En lo
que respecta a la actividad ECA inhibitoria (Grafica 17), tanto los tratamientos
como la vida en anaquel y su interaccion mostraron efecto (p<0.05), por lo cual,
el analisis de contrastes resaltoé diferencias notables entre los tratamientos a lo
largo de su vida en anaquel (7, 14 y 21 d). En esta variable, se observé que el
control, mantuvo su actividad ECA inhibitoria al 100 % durante los 21 d. Como
se menciond anteriormente los resultados pudieran atribuirse a que una vez
hidrolizada la proteina después del tratamiento térmico al cual fue sometido el
suero (95 °C por 20 min), lo cual sugiere que los péptidos formados se
mantuvieron constantes ya que no habia microorganismos que los
metabolizaran, y modificaran a diferencia de los tratamientos adicionados con
probioticos. Cabe sugerir que para esta variable, se recomienda realizar en un
estudio posterior, elaborando diluciones para observar las concentraciones
minimas de los péptidos que ejercieron la inhibicion enzimatica. El tratamiento
ABT-4 se mantuvo muy préximo al 100 % de actividad ECA inhibitoria, durante
su vida en anaquel. Lo cual, hace corroborar que el efecto de los péptidos con
dicha actividad es atribuido en mayor medida a la naturaleza de las proteinas
de las bebidas, dichos resultados son coherentes con diferentes estudios donde
se han observado diferencias significativas en las inhibiciones de la ECA con
respecto a las proteinas de origen (Vermeirssen et al., 2003; Bamdad et al.,
2009). Asi como a los microorganismos proteoliticos empleados que

metabolizan dichas proteinas (Gonzalez-Cordova et al., 2011). Para los otros
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Gréfica 17. Porcentaje de la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) en las bebidas a base de suero con diferentes
probidticos. Donde: Control- sin probidticos, A-Lactobacillus acidophilus,
B-Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, T-
Streptococccus thermophilus. ®*“Literales diferentes, indican diferencias
entre tratamientos (p<0.05).
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tratamientos se observaron mayores variaciones con respecto a sus actividades
durante su monitoreo. Lo cual se puede atribuir al metabolismo proteolitico de
cada probidtico, que aungue todos sintetizan peptidasas como aminopeptidasas
y dipeptidasas, estas difieren entre si, en diferentes proporciones, en sus
puntos de corte, en eficiencia y segun las condiciones en las que se encuentren
variara su actividad enzimatica (Shihata y Shah, 2000). De manera especifica
las caracteristicas metabolicas de cada probidtico determinan su
comportamiento en el medio de inoculacion. L. acidophilus sintetiza una
proteinasa tipo serina (Law y Haandrikman, 1995). L. paracasei una proteinasa
inicial llamada PrtP y S. thermophilus la llamada PrtS y peptidasas especificas
de prolina (Savijoki et al., 2006) y posee mayor actividad extracelular
comparado con los otros (Shihata y Shah, 2000). Las bifidobacterias, tienen una
ruta de fermentacion de los carbohidratos Unica (Axelsson, 2004), y su actividad
proteolitica es menor al resto de los probidticos usados (Shihata y Shah, 2000).
Es de considerarse también que entre los probiéticos empleados se generan
diferentes asociaciones simbioticas (Ustok et al., 2007).

Respecto a la ICso, de las cuatro bebidas durante su vida en anaquel no
estas no presentaron diferencias entre si (p>0.05), es decir, la concentracion
peptidica requerida para llevar a cabo el 50 % de la inhibicién de la ECA, no se
vio influida por los cultivos empleados, el tiempo de monitoreo, ni el lote
analizado. Lo cual refuerza lo sugerido con los datos obtenidos de la actividad
ECA inhibitoria, es decir, la inhibicion esta mayormente influida por la naturaleza
de las proteinas de origen en si y no por los diferentes cortes que se puedan

generarse por la protedlisis microbiana. Los valores detectados de ICso se
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encuentran en el rango de 0.01 — 0.13 mg/mL (Apéndice 12), lo cual coincide
con las ICso reportadas por Vermeirssen et al. (2003) de 0.07 - 0.14 mg/mL en
aislado de proteina de suero y Quirés et al. (2005) de 0.061 - 1.18 mg/mL en
péptidos obtenidos de kéfir en leche para la misma enzima.

En cuanto al perfil peptidico (Gréafica 18), tanto los tratamientos como la
vida en anaquel y su interaccion fueron significativas (p<0.05). Aunado a esto,
el analisis de contrastes unicamente no mostro diferencias al dia 7 entre los
tratamientos 2 y 4 y en dia 21 entre los tratamientos 2 y 3. No obstante, en este
grafico también se puede observar que tanto el control como el tratamiento
ABT-4, mantuvieron mas constante su perfil de la misma manera como se
observo con la actividad ECA inhibitoria. Lo cual, nos habla de la estabilidad
gue mantiene esta mezcla de probioticos en las condiciones analizadas, las
cuales en el caso del control, son atribuidas a que no existia efecto proteolitico
por causa microbiana.

Finalmente para la cantidad de aminoacidos aromaticos presentes, tanto
los tratamientos como la vida en anaquel y su interaccion fueron significativas
(p<0.05), mismo que se observd en el andlisis de contrastes (Grafica 19).
Donde las diferencias estuvieron entre todos los tratamientos a lo largo de la
vida en anaquel (7, 14 y 21 d). Como es el caso de Vermeirssen et al. (2003),
quienes analizaron el grado de protedlisis y la actividad ECA inhibitoria en
proteina de suero fermentada con Lactobacillus helveticus y Saccharomyces
cerevisiae observando cambios significativos en el grado de protedlisis durante

la fermentacion segun el cultivo y el tipo de proteina empleados.
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Gréfica 18. Perfil peptidico de bebidas a base de suero con diferentes
probidticos. Donde: control-sin probidticos, A-Lactobacillus acidophilus,
B-Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, T-
Streptococccus thermophilus. ®“Literales diferentes, indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Gréfica 19. Cuantificacion de aminoacidos aromaticos en bebidas a base
de suero con diferentes probidticos. Donde: control-sin probidticos, A-
Lactobacillus acidophilus, B-Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, T-Streptococccus thermophilus. **°Literales diferentes,
indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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Observando que de manera general se aumentaba la actividad ECA
inhibitoria de un 18 a 30 % después de la fermentacién. Misma que fue mas alta
usando solo los lactobacilos, que al combinarse con las levaduras. Por otra
parte, Regazzo et al. (2010), fermentaron leche con Enterococcus faecalis y
Lactobcillus delbrueckii subsp. bulgaricus, observando que la leche fermentada
con los enterococos mostré una significativa actividad ECA inhibitoria mas alta
(69.43 + 3.12 %), que la leche con lactobacilos (60.86 + 1.01 %). Lo cual lo
asocian directamente a que los enterococos tiene un sistema proteolitico
altamente activo. En este caso al medir la concentracién peptidica esta fue de
14.78 mg/mL, a diferencia de 4.89 mg/mL de los lactobacilos. Por lo cual, los
estudios realizados por dichos autores y el presente sugieren que la habilidad
para producir péptidos pequefios (2-20 residuos), esta directamente implicada
con la actividad ECA inhibitoria.

Asi mismo, se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
elaborados con respecto a las variables analizadas, a excepcion de la cantidad
de péptidos presentes. Mismos que se mantuvieron constantes entre los
tratamientos y la vida en anaquel. Es decir, se observaron efectos de los
probioticos inoculados en las bebidas durante la vida en anaquel para la

protedlisis y perfil peptidico y por lo tanto para la actividad ECA inhibitoria.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las bebidas formuladas a base de suero de queso Chihuahua, mostraron
actividad ECA inhibitoria, misma que se relacion0 ampliamente con la
protedlisis, el perfil peptidico y los aminoacidos aromaticos presentes.
Observandose diferentes niveles de correlacion en los distintos tratamientos
analizados.

La protedlisis se correlaciond con el perfil peptidico, la presencia de
aminoacidos aromaticos y la actividad ECA inhibitoria. Asi como, la actividad
inhibitoria con el perfil peptidico y los aminoacidos aromaticos presentes en la
misma.

Se observé mayor actividad inhibitoria en el tratamiento control, resultado
atribuido al proceso térmico, mecanico y homogenizacion, que se llevo a cabo
en la elaboracion de las bebidas.

Se recomienda un estudio adicional de los FB para separar por peso las
fracciones, y determinar asi en qué rango de peso molecular se encuentra la
mayor cantidad de péptidos que presentaron la inhibicibn enzimatica,
principalmente en la bebida control que presenté un 100 % de ésta inhibicion y
por lo cual no fue posible estimar sus correlaciones con las restantes variables.

Se recomienda llevar a cabo la secuenciacion de los péptidos
responsables de la actividad ECA inhibitoria, y por udltimo llevar a cabo la

evaluacion in vivo de los mismos.
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APENDICE 1

Prueba afectiva de bebidas fermentadas elaboradas con diferentes

mezclas suero-leche

Género:F__ M Edad:

Fecha:

Por favor evalle las 3 muestras de la bebida fermentada que tiene ante usted, en el orden de

izquierda a derecha, y enjuague su boca antes de probar cada una de ellas, a continuacion

indique que tanto le gusta o disgusta marcando la frase apropiada para cada una.

]

Me gusta mucho

Me gusta

No me gusta ni me disgusta
Me desagarda

Me desagarda mucho

1]

Me gusta mucho

Me gusta

Mo me gusta ni me disgusta
Me desagarda

Me desagarda mucho

Comentarios

]

Me gusta mucho

Me gusta

No me gusta ni me disgusta
Me desagarda

Me desagarda mucho

Il

iMuchas gracias!
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APENDICE 2

Formato de la prueba de preferencia de las bebidas lacteas
fermentadas.

Edad Fecha

¢ Cada cuando consume usted bebidas lacteas fermentadas?
a) 1 vez al afio o nunca b)1 vez al mes. C) 1 vez por semana 0 mas.

Ante usted tiene 4 muestras de bebidas, pruébelas de izquierda a derecha y evallelas segun
corresponda considerando el valor mas alto 9 para me gusta mucho y el mas bajo 0 para me
disgusta mucho. Entre cada muestra limpie su paladar con la galleta salada y el agua que se le
proporciona.

Bebida nimero

Acidez

0 9
Textura

0 9
Sabor

0 9

Aceptabilidad general

0 9
Bebida namero
Acidez

0 9
Textura

0 9
Sabor

0 9

Aceptabilidad general

0 9
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Bebida nimero

Acidez

0
Textura

0
Sabor

0

Aceptabilidad general

0
Bebida namero
Acidez

0
Textura

0
Sabor

0

Aceptabilidad general

0

Comentarios.

iMuchas gracias!
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APENDICE 3
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Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus acidophilus adiconado con
Avicel® y mezcla de fosfooligosacaridos. Donde muestra la comparacion con la
ecuacion de regresion no lineal calculada (Fit 1) y el real registrado (yVal)
durante las 24 h de la cinética.
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APENDICE 4
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1.4 -

1.2 -
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yVal

—Fit1l

R?=0.975
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Cinéticas de crecimiento de Bifidobacterium lactis adiconado con Avicel®
y mezcla de fosfooligosacaridos. Donde muestra la comparacion con la
ecuacion de regresion no lineal calculada (Fit 1) y el real registrado (yVal)
durante las 24 h de la cinética.
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APENDICE 5

09900,
18 - ¢ 2

1.4 4

1.2 A

yVal

¢ yval

—Fit1
0.6 -

R?=0.929
0.4 -

0.2 -
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo, min

Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
adiconado con Avicel® y mezcla de fosfooligosacaridos. Donde muestra la
comparacion con la ecuacion de regresion no lineal calculada (Fit 1) y el real
registrado (yVal) durante las 24 h de la cinética.
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APENDICE 6

Prueba de ordenamiento de las bebidas fermentadas analizadas por el
estadistico de prueba Chi cuadrada de Person.

Ordenamiento

Tratamientos 1° 2° 3° 4°
BCT1 12 22 22 24
ABC 11 22 26 20
ABT4 16 24 22 23

Control 42 13 11 14
p <0.05 >0.05 >0.05 >0.05

Los valores corresponden al nUmero de panelistas que elegieron cada
bebida segun la posicion dada.
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APENDICE 7
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Absorbancia

Curva de calibracion con albumina de suero bovino (BSA).
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SHIMADZL)

: LabSolutions

APENDICE 8

Cromatograma caracteristico para la determinacion de la actividad ECA
inhibitoria, de la muestra control (agua grado HPLC), en el analisis de los
filtrados péptidicos de las bebidas lacteas fermentadas.

Analysis Report

<Sample Information>

Sample Mame

Sample ID

Data Filename

- blanco180414-1
- blanco180414-1
- blanco180414-1.1cd

Method Filename
Batch Filename
Vial # s 141
Injection Yolume S0 ul
Date Acgquired
Date Processed

. %inhibicionECA. lcm
: ECA-1.1ch

D TI2014 9:34:28 PM
© 41712014 9:59:29 PM

Sample Type

Acguired by
Processed by

- Unknown

. System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>

Al

1840

Detector A Channel 1 228mm

5.887
-
243

.17

11811

:
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APENDICE 9

Cromatograma caracteristico para la determinacion de la actividad ECA
inhibitoria de los filtrados péptidicos de las bebidas lacteas fermentadas. Donde

se muestra el pico de la ECA al tiempo de retencion de 9.841y el del acido
hiparico al minuto 17. 271.

SHIMADZL)

: LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information>

Sample Mame
Sample 1D

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

s C1L3s2

- 50mg

D C4L354-1 led

: %inhibicionECA . lcm
- ac hipurico_ lch
©1-54

Sample Type - Unknown
Injection Yolume

Date Acquired
Date Processed

- 50 ul
11302013 12:34:43 PM

Acquired by
SA1205/2013 2:03:10 PM

: System Administrator
Processed by

- System Administrator

<Chromatograms=
AU
2 0 = Detector & Channel 1 228nm
] =
1.5 |
] |
1.0+ |
. |
| I
0.5 ) |
- o |
- |. |I
- | |I
0] AN L
Eu_ _\Jl,o-'jl\_/\-
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T
o & 10 15 20 25

min
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APENDICE 10

Cromatograma caracteristico de la muestra blanco en el anélisis de los

perfiles peptidicos totales y de aminoacidos aromaticos, de los filtrados de las
bebidas lacteas fermentadas.

SHIMADZL)

Labsolutions  Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : BALNCOP4

Sample ID : BALNCOP4

Data Filename :BALNCOP4 lcd

Method Filename : biopeptidos.lem

Batch Filemame  : perfilesbebidas.lch

Vial # 1 1-26 Sample Type - Unknown

Injection Yolume - 50 ul

Date Acquired S 122102013 B:52:03 AM Acquired by . System Administrator
Date Processed  © 12/21/2013 10:22:04 AM Processed by . System Administrator
<Chromatogram=
Al

Dﬁrﬁﬂhannel 1 220nm
0.075 qE

LI N B B B R N B NN B B B B D SN N B B N N B B B NN B B B S NN NS B B B H B B B B I B B B
0 10 20 30 40 50 U] 70 B0 an

min
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APENDICE 11

Cromatograma caracteristico generado en una de las muestras de los
filtrados de las bebidas lacteas fermentadas, del perfil peptidico total (220 nm) y
aminoacidos con anillos aromaticos (280 nm)

Sl ADL
: LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information=

Sampe Mame  : perflibebidaza
Sampie 1D : perflibebidaid
Data Fliename rlib=bidald icd
Method Fllename IZIFIE-F]ﬂlﬂl:IE.llZ‘-'I'ﬂ

Eatch Fllename
Vial #

fllesebldas.Ich

1 1-33 Sample Typs > Unknown
Injaction Volume 50 WL
Date Acguired 1212172013 3:58:51 PM Azquired I]E : System Administrator
Date Processad 11412014 115117 AM Processed by : System Administrator
=Chromatogram=
AL
Drl’:l:l:lr.';ﬁharﬂ: 1 Z20nm
OLO7 =
IZIZIEI!—: ||
= |
] - |
0025 =
__,.-.-—-.._,-'""—'-.o-_.r"'\"'u-m—o-"_“—_"J lII
i \
U000 ——]
-l:I:I:_L-
T T T T T T T T T
o 10 20 3o 40 =0 6] a eo =1
min
AL
Detecior A Chamnel 2 Z80nm
oLO1E
(R b iy I|
CL00s |
!
_ ——
oooo ]
T — T - T e T
o 10 20 30 40 =0 1u] T Beo =1
min
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Concentracion peptidica necesaria para inhibir el 50 % (ICsp) de la
actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en las bebidas a
base de suero fermentadas con probiéticos. Donde control-sin probiéticos, A-
Lactobacillus acidophilus, B-Bifidobacterium lactis, C-Lactobacillus paracasei
T-Streptococccus thermophilus.

subsp. paracasei,

APENDICE 12

14 21

Vida en anaquel, dias

diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05).
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B CONTROL
= ABC

m ABT4

No se encontraron
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