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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

El yogur es uno de los productos lacteos mas comunes y consumidos en gran parte del mundo; se
obtiene al fermentar la leche entera o reconstituida con bacterias acido lcticas; segin la Norma
Oficial Mexicana el yogur se define como “un producto obtenido de la fermentacion de leche
estandarizada o no por medio de la accion de microorganismos Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus, y teniendo como resultado la reduccion de pH (NOM-181-SCFI-2010,
2010). Asimismo, es un producto que ayuda a mejorar el ambiente gastrointestinal, reduciendo las
posibles bacterias perjudiciales presentes en el intestino tales como las bacterias del grupo
Bacteroides y Prevotella; especialmente Bacteroides vulgatus la cual esta relacionada con provocar
enfermedades inflamatorias intestinales (Diaz & Rubio, 2016). En cuanto a la vida util de este
producto, en la industria normalmente la fecha de duracién es establecida por el productor, junto
con las normativas que estén fijadas en las normas de calidad; normalmente, la vida util del yogur
es de 21 a 25 dias en almacenamiento; para poder determinar la vida Gtil de un yogur, se llevan a
cabo una serie de analisis a lo largo del tiempo y bajo diferentes condiciones del alimento (Revenga,
2013). El yogur se puede clasificar por sus componentes en simple o natural y en saborizado o con
fruta, independientemente de su presentacion (NOM-181-SCFI-2010, 2010). De acuerdo con lo
reportado, el yogur es fuente de calcio, aporta elevada cantidad de proteinas y una minima pero
constante cantidad de fésforo, magnesio, potasio, zinc, yodo y vitaminas como la A, D, B2y B12
(Diaz & Rubio, 2016); sin embargo, carece de compuestos fendlicos y ademas tiene contenidos
relativamente bajos en acidos grasos esenciales (Caleja et al., 2016) . En este sentido, diversos
autores han sugerido la incorporacién de ingredientes no lacteos basados en plantas, semillas o
frutas para fortalecer o enriquecer al yogur (Caleja et al., 2016). Se ha reportado el uso de polvo de
oliva verde para mejorar las caracteristicas de calidad del yogur, donde los autores mencionan que
el uso de este polvo incrementa el contenido de sélidos del yogur, por lo que aumenta la viscosidad
del producto, debido a la cantidad de fibra que posee la oliva (Cho, Yeon, Hong, & Kim, 2017)
(Yu et al., 2016) (Jiménez et al., 2000). También se ha mencionado que el uso de extractos de
plantas o hierbas durante el tiempo de fermentacion en la elaboracion del yogur, mejora la
actividad metabdlica de las bacterias del yogur, por lo que el pH disminuye debido al incremento
de la produccion de &cidos organicos por las bacterias acido-lacticas; en este estudio se usaron
hierbas tradicionales de Corea del Sur (Joung et al., 2016) (Amirdivani & Baba, 2011), otro



ingrediente no lacteo reportado para el uso en el yogur es la soya, la cual proporciona una mejora
en la viabilidad bacteriana del acido lactico; asi mismo mejord la actividad antioxidante durante el
tiempo de almacenamiento (Shori, 2013) (Alenisan, Algattan, Tolbah, & Shori, 2017). En la
actualidad, hay mas interés en el uso de compuestos bioactivos que provienen de fuentes préacticas,
econOmicas y naturales como plantas, semillas o frutos; un ejemplo de estos compuestos son los

antioxidantes, minerales, vitaminas, etc. (EI-Said, Haggag, Fakhr EI-Din, Gad, & Farahat, 2014)

La Moringa oleifera y la Chia (Salvia hispanica L.) son alimentos naturales que proporcionan
beneficios, siendo fuente de proteinas, acidos grasos esenciales, minerales esenciales y
antioxidantes. La Chia y la Moringa tienen alto contenido de antioxidantes, como son los
flavonoides y fenoles; estos antioxidantes tienen la capacidad de secuestrar radicales libres que
causan oxidacion (Leone et al., 2016). El objetivo del presente trabajo fue usar las hojas de Moringa
y las semillas de Chia en la fabricacién de un yogurt y determinar su efecto durante el

almacenamiento.



1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Leche y productos lacteos
Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2003, la leche es definida como: “el producto

obtenido de la secrecién de las glandulas mamarias de las vacas, sin calostro, el cual debe ser
sometido a procesos térmicos u otros tratamientos que garanticen la inocuidad del producto;
ademas, puede someterse a otras operaciones, tales como la clarificacion, homogenizacion,
estandarizacion, siempre y cuando no contaminen el producto y cumplan con las especificaciones
de denominacion.” El calostro es la leche que se produce a los 7 dias del parto del bovino; la leche
no puede ser utilizada para la industria, si no han pasado los 7 dias después del parto. En México,
el tipo de leche mas consumida es la de origen bovino, la cual es fuente de vitamina B12, A, fésforo
y calcio (Hernandez & Vélez, 2014). La leche representa una fase grasa y una fase no grasa dentro
de sus componentes; dentro de la fase grasa, el 97-98% son triglicéridos, el resto esta constituido
por fracciones pequefias de monoglicéridos, diglicéridos, pequefias trazas de colesterol
esterificado, acidos grasos libres y fosfolipidos (Scott, Combs, & Grummer, 1991). Las sustancias
proteicas de la leche se encuentran en estado de dispersion y se dividen en caseinas (80%) y suero
proteinas que constituyen el 20% restante. Los carbohidratos de la leche estdn formados
principalmente por lactosa (glucosa + galactosa unidos mediante un enlace glucosidico B (1,4)).
Dentro de componentes minoritarios de la leche se encuentran iones inorganicos (calcio, fosfatos,
cloruros, potasio y sodio), acidos organicos y vitaminas hidrosolubles (Pastrana, 2011). En las
Tablas 1y 2 se representa la composicion de la leche y la composicion del contenido de vitaminas
que estan presentes en la leche.

Tabla 1 Composicién quimica de la leche

Compuestos (unidad /100 g) Leche entera Leche descremada

Calorias 77.5 3.6

Proteinas (g) 35 3.3
Grasas (9) 4.25 0.13
Carbohidratos (g) 4.75 5.1
Calcio (mg) 119 121

Fosforo (mg) 94 95

Sodio (mg) 50 52

Potasio (mg) 152 154




Tabla 2 Composicion de vitaminas en la leche

Vitaminas (mg /100g) Leche entera Leche descremada
Vitamina A 148 -
Vitamina C 1.5 1.0
Vitamina D 1.2 -
Vitamina E 0.13 -

Los productos lacteos son derivados de la leche que tienen como fin de conservarla durante mas
tiempo como para variar sus formas de consumo (Ministerio, 2015). Algunos de esos productos

son:

Leches saborizadas. Eliminacion del contenido de agua, dentro de este tipo de leche, estan la leche

evaporada y la leche condensada azucarada, donde esta Gltima tiene una adicion de sacarosa o

dextrosa.

Leche en polvo. En este tipo de leche, existe una eliminacion parcial de agua, con un maximo de

humedad de 3.5% Yy se puede clasificar seglin su contenido de materia grasa (entera, parcialmente

descremada y descremada).

Dulce de leche. Leche adicionada con azlcar, que se somete a calor para darle un color

caracteristico. Un dulce de leche debe de tener un aproximado de 25% de s6lidos totales como

minimo y no debe contener mas de un 35% de agua.

Yogur. Producto fermentado por accion de dos bacterias lacticas (Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus); para su elaboracion se pueden adicionar ingredientes naturales como las

frutas, aromatizantes, edulcorantes y algunos otros aditivos alimentarios.

Crema. Producto que es rico en su contenido de grasa, la cual es separada de la leche y adopta

forma de una emulsion parecida a la leche descremada con grasa.
Mantequilla. La mantequilla es un derivado de la crema pasteurizada de leche.

Queso. Producto obtenido de la coagulacion de la leche pasteurizada por la accion de un cuajo
enzimatico o por acidos organicos como el acido acético, separando parcialmente el suero que se

produce como consecuencia de la coagulacion.

Quesos frescos. Queso que tiene una elaboracion reciente.
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Quesos maduros. Al contrario de los quesos frescos, los quesos maduros pasan por un tiempo de

maduracion a temperaturas y condiciones especificas donde se producen cambios bioquimicos y

fisicos para darle al queso caracteristicas organolépticas que son muy especiales.
1.2.2 Yogurt

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-181-SCFI-2010 un yogur se define como “un producto
obtenido de la fermentacion de la leche, estandarizada o no, por medio de la accion de los
microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus
teniendo como resultado una reduccion de pH”. Dichos microorganismos deben ser viables y estar
presentes en el producto terminado en una cantidad minimas de 107 colonias por gramo o mililitro
(Romero del Castillo & Mestres , 2004). En términos mas técnicos el yogur se obtiene a partir de
la trasformacidn de la lactosa en &cido lactico debido a la accién de S. thermophilus (productor de
los sabores y aromas caracteristicos) y L. bulgaricus ( responsable de la acidificacion ), en
condiciones anaerobias, donde se oxida la glucosa a acido piravico, para ser convertido a acido
lactico (Bernardino, 2004) (Bertolino et al., 2015). Cuando se utilice la denominacion yogurt, se

entendera como yogur, yogurt, yoghurt, yoghurth o yogurth (NOM-181-SCFI-2010, 2010).

El yogur se origind en Europa oriental (Turquia, Grecia, Rumania y Hungria), durante mucho
tiempo varias civilizaciones han creido en los efectos beneficiosos del yogur sobre la salud y la
nutricion humana, pero no fue hasta 1900, que llya llyich Mechnikov bi6logo ruso, planteé la teoria
que, debido al consumo del yogur de los campesinos bualgaros, estos tenian una alta esperanza de
vida muy inusual, por lo que comprobd que los lactobacillus eran esenciales para una buena salud.
Por lo que, Mechnikov trabajo para popularizar el yogurt por toda Europa (IKASTETXEA, 2019).
La explicaciébn mas detallada la dio Schimidt, 1988, menciono que el yogurt debido a sus
componentes como las proteinas, el fosforo, vitaminas y grasas, en la acidificacion que ocurre en
el proceso es capaz de transformar todos estos compuestos en componentes faciles de digerir, es
debido a esto a que aquellos que son intolerantes a la leche, son capaces de consumir yogurt, sin

ningun problema.

En la Tablas 3 y 4, se muestra la composicién de compuestos quimicos y vitaminas que se

encuentran normalmente en los yogures.



Tabla 3 Composicion quimica del yogurt

Compuestos
(unidad/100g) Yogurt entero Yogurt descremado Yogurt de frutas
Calorias 72 64 98
Proteinas (g) 3.9 4.5 5.0
Grasas (9) 34 1.6 0.25
Carbohidratos (g) 4.9 6.5 18.6
Calcio (mg) 145 150 176
Fosforo (mg) 114 118 153
Sodio (mg) 47 51 -
Potasio (mg) 186 192 254

Tabla 4 Composicion de vitaminas del yogurt

Vitaminas (mg(100g) Yogurt entero Yogurt descremado
Vitamina A 140 70
Vitamina C - 0.7
Vitamina D - -
Vitamina E - Trazas

Actualmente se elaboran diferentes tipos de yogurt, los cuales pueden diferir en el método de
produccion, sabor, consistencia, textura, composicion quimica y proceso post — acidificacion, los

cuales se pueden clasificar de la siguiente manera (Hernandez, 2003).
A. Tratamiento tras la fermentacion.

Yogur fresco. No existe ningun tratamiento térmico posterior a la fermentacion. Se requiere

conservacion en frio para mantenerlo en condiciones de consumo.

Yoqur pasteurizado despues de la fermentacion. Consisten en el tratamiento termico de

pasteurizacion despues de la fermentacidén. Se pierde la viabilidad de las bacterias lacticas,
manteniendose las carcateristicas nutricionales del produco, debido a esto no es necesario la

refrigeracion en frio.



B. Proceso de elaboracion.

Yoqur firme. El proceso de feremtenacion se lleva a cabo en el mismo recipiente donde se va a

almacenar y consumir.

Yoqur batido. La elaboracion del producto se lleva a cabo en tanques industriales y tras ser agitado,

se envasa Yy se almacena para su posterior comercilazcion.
C. Clasificacion por el contenido de grasa.

Yogur enriguecido. Adicion de nata, fundamentalmente existe un enriquecimiento de materia grasa

en el producto.
Yogur entero. Elaborado con leche entera.

Yoqur semidesnatado y desnatado. Elaborado con leche semidesatada o leche desnatada.

D. Clasificacion por la consistencia.

Yoqur liguido. El yogur es batido hasta que el producto logre alcanzar una consistencia liquida,

para que sea de consumo bebible.

Mousse yogur. Despues de la fermetnacion el yogur se bate y se integra con diversas sustancias
aromatizantes, adicionado aire o determinados gases que le dan la consistencia espumosa

caracteristtica.

1.2.3 Proceso de elaboracién general del yogurt
En la industria normalmente el yogurt se elabora con leche de vaca generalmente descremada o

enriquecida con extracto magro seco, se adiciona de 2 al 5 % de cultivo lactico, el cual debe de
contener una relacion 1:1 de S. thermophilus y L. bulgaricus, respectivamente, dependiendo la
temperatura en que se lleve a cabo la incubacién puede presentarse el predominio de una especie u
otra, de esta forma es posible conseguir un producto con una acidez de 0.85 a 0.90 % o con un pH
de 4.5. El proceso de elaboracién del yogur consta de varias etapas basicas, las cuales se muestran
en la Figura4 (Vera, 2011).

Materia prima. La leche pasa por un sistema de control de calidad donde se realizan anélisis de pH,

densidad, porcentaje de grasa.



Estandarizacion de la leche. Proceso en donde se regula el contenido de grasa en la leche, la adicion

puede cariar de 0.1 a 10 %, siempre y cuando la composicién de la leche llegue a cumplir las
especificaciones de regulacion fijadas por las normas legales de cada regidn o pais. Los métodos

mas utilizados para la estandarizacion de la leche incluyen:

a. Eliminacién de la parte grasa de la leche.
b. Mezcla de leche entera y descremada.

c. Adicidn de grasa a la leche entera o descremada.

Estandarizacion del extracto magro de la leche. Para que el yogurt obtenga una consistencia y

viscosidad agradable, es necesario considerar la concentracion de solidos no grasos de la leche. El

aumento de extracto seco magro se puede lograr por varios métodos (Fox & McSweeney, 1988)

Concentracion por evaporacion.

a.
b. Adicion de leche en polvo descremada.

134

Adicion de mazada en polvo.

o

Adicion de suero de leche en polvo.

e. Adicidn de caseina en polvo.

Tratamiento térmico. Consiste en calentar a 90 °C durante 15 a 30 minuto. En este proceso se busca

destruir las bacterias patdgenas, asi mismo se elimina el oxigeno creando las condiciones adecuadas
para el desarrollo de las bacterias lacticas, ya que se desnaturalizan las proteinas, provocando una

liberacion de péptidos.

Homogenizacién. La leche se enfria a una temperatura de 60 — 70 °C y una presién que va de 150

a 200 atm. Se busca disminuir y dispersar el tamafio de las particulas de grasa que puedan existir
en la leche y ésta sea mas homogénea. Este proceso se puede llevar a cabo antes o despues del

tratamiento térmico (Tamime & Robinson, 1991).

Preenfriamiento e inoculacion. La temperatura se reduce a una temperatura de incubacion que varia

de 40 a 45 °C, en este momento se inicia el proceso de inoculacién de los cultivos lacticos, lo que
provoca una coagulacion de la leche. El tiempo de fermentacion es de 2.5 a 3 horas o hasta que se
alcance el porcentaje de acidez o pH requeridos. Segun la Ley General de Salud en México, la

acidez final del yogur debe ser de 0.85 a 1.8 % expresado como porcentaje de acido lactico



Enfriamiento. Al lograr alcanzar el pH y la acidez adecuada, el yogur se coloca en refrigeracion a
una temperatura de 4°C para detener el proceso de fermentacion, brindando la firmeza que

caracteriza a este producto lacteo (Vera, 2011).

Inoculacion |
Materia prima (Adicioén cultivo Fermentacion
lactico)
Estandarizacion Enfriamiento (1) Enfrimiento (2)
~ ~
|
Homogenizacion Pasteurizacion Envasado
~ v

Figura 1 Diagrama del proceso de elaboracién de yogur (Hernandez, 2003).

Desde la antiguedad este producto se ha consumido como un alimento saludable debido a sus
propiedades nutricionales (Muniandy, Shori, & Baba, 2016). Conforme ha pasado el tiempo, el
yogur se ha vuelto un alimento apreciado entre sus consumidores, por lo que se produce y consume
de forma masiva en muchas partes del mundo. En México, el yogur normalmente se elabora
industrialmente, siendo por muchas razones la leche fermentada méas importante y el mas
ampliamente difundido (Ramirez, Rosas, Veladzquez, Ulloa, & Arce, 2011). Debido a esto, se han
buscado formas de mejorar este producto; en este sentido, diversos autores han sugerido la
incorporacion de ingredientes no lacteos basados en plantas, semillas o frutas para fortalecer o
enriquecer al yogur (Caleja et al., 2016). En la Tabla 5 se muestran algunos estudios que se han
realizado en la elaboracién del yogur incorporado con ingredientes no lacteos, para mejorar su
funcionalidad o calidad del producto, donde se describe brevemente los resultados mas importantes
de cada estudio, en la mayoria de los estudios que se presentan en la tabla, se busca aumentar o
enriquecer la actividad antioxidante de los yogures debido a la adicion de diferentes componentes
naturales. Los efectos mas importantes que la mayoria de estos trabajos presentaron, es una
reduccion del tiempo de fermentacion y por ende una reduccion de pH mas veloz. De igual manera,

uno de los aspectos mas importantes que sefialan estos autores es el aumento de actividad



antioxidante o concentracién de compuestos fendlicos, a medida que van aumentando la dosis de

los ingredientes no lacteos. Sin embargo esto necesariamente se ve reflejado en la aceptabilidad

sensorial de los consumidores, un ejemplo claro es el estudio que realizo Kang et al., 2018, donde

los yogures agregados con jugo de pimiento rojo fermentado al 3% y jugo de pimiento verde al 1%

mostrd puntuaciones altas en sabor, apariencia, textura y aceptacion general en la prueba sensorial,

demostrando que no siempre esta relacionado la actividad antioxidante con las caracteristicas

sensoriales.

Tabla 5 Investigaciones de diferentes ingredientes no lacteos adicionados al yogurt

Ingrediente no

Referencia , L Efecto deseado Dosis
lacteo adicionado
° Mayor actividad anti-ACE (inhibicién de la enzima
s convertidora de angiotensina-1) en el periodo de 100 mL
Amirdivani Menta, enel .
' ° Formacion de péptidos, incrementa la inhibiciéon de ACE  extracto
in vitro.
° Contenido total de polifenoles y antocianinas fueron
(Sung et al., Zumo de mora altas. 1,3y5%
2015) liofilizado ° DPPH y el poder reductor se mantuvieron durante el (p/v)
almacenamiento en frio.
° Reduccidn del tiempo de fermentacién
. ° Incremento de la viabilidad del cultivo iniciador y de los
Extractos de la hoja .
(Joung et al., . . compuestos fendlicos. 0.2%
de Diospyros kakiy . .. ..
2016) . Influencia para aumentar la actividad antioxidante y la (0/9)
Nelumbo nucifera . - .
capacidad de retencion de agua y para producir
compuestos volatiles.
° El efecto antioxidante mejoré en proporcion a la
concentracion de extracto de ginseng rojo.
°R I tiem la fermentacion menta | 5, 1.
(Jung et al., Extracto de educe el tiempo Qe a e_ e. tacién y aumenta la 0.5, 1.0,
2016) Ginsena roio capacidad antioxidante. 15y2%
grol ° Mejoré la actividad antioxidante porque el extracto de (viv)
ginseng rojo apoyo el crecimiento de las bacterias acido-
lacticas.
. ° Se demostro que el yogur adicionado con 3 % de oliva
(Choetal, Polvo de oliva verde produce u(:1 FOd{IC?O aceptable para saludosustancial 13y5%
2017) verde P P , _p P (a/V)
y util.
° La actividad de eliminacion de DPPH del yogur
Red or Green agregado con jugo de pimiento rqjo fermer_nafjo fue mayor
. que la del yogur agregado con jugo de pimiento verde 1-5%
(Kang et al., Pepper (Capsicum fermentado (o)
2018) annuum cv. i P

Chungyang) Juice

° Los yogures que contengan jugo de pimiento se podria
convertir un producto lacteo popular para aquellos
consumidores que prefieran el Unico sabor de picor.
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1.2.4 Cultivos iniciadores
Los cultivos iniciadores son microorganismos que son incluidos en productos alimenticios para

poder mejorar los procesos de fermentacion y la calidad de los productos, por medio de los procesos
metabolicos, dando como resultado compuestos generadores de sabor, aromas y texturas. Algunas

de las funciones esenciales del uso de estos cultivos se muestran en la Figura 2.

Produccidn de acido lactico

A 4

Produccién de compuestos volatiles

Se llegan a producir compuestos como el diacetilo y acetaldehido que aportan al sabor y aroma de
algunos productos lacteos.

A 4

Actividad proteolitica y/o lipolitica

Estas actividades enzimaticas pueden ser deseables, especialmente en la maduracion de algunos quesos.

A 4

Produccién de compuestos antimicrobianos

Previenen el crecimiento de patogenos y otros microorganismos que puedan alterar a los alimentos

Figura 2 Funciones de los cultivos lacticos en los alimentos.

1.2.5 Generalidades de las bacterias acido-lacticas

Las bacterias acido-lacticas o por su abreviacion BAL, son un grupo de bacterias que se identifican
generalmente como cocos o bacilos Gram positivos, tienen la capacidad de fermentar
carbohidratos, dando como resultado final acido lactico ya sea como producto Unico o como
subproducto, dependiendo el tipo de fermentacion en que se maneje (homofermentador o hetero
fermentador). En cuando a condiciones de crecimiento, las BAL generalmente son de caracteristica
mesofila; sin embargo, algunas cepas son capaces de crecer a temperaturas menores a 5 °C y/o a
temperaturas altas de 45°C. Con respecto a las condiciones de pH, la mayoria de las bacterias de
este grupo se desarrollan a una escala que de 4.0 a 4.5, sim embargo un grupo de ellas pueden tener
la capacidad de crecer a pH menores de 3.2 0 a pH mayores como de 9.6. Dentro de este grupo de

bacterias se pueden encontrar distintos género, de los cuales se encuentran los géneros
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Lactobacillus, Enterococcus, Pedicoccus, Lactococcus, Leuconostoc, Vagococcus, Streptococcus,
Carnobacterium, Wisella, Aerococcus y Oenococcus (Garcia, 2007).

Las BAL tienen la capacidad de mejorar las caracteristicas sensoriales de los productos
alimenticios como son el sabor, el olor, textura, ademas de aumentar la calidad nutritiva del
producto. La mayoria de estas bacterias son probioticos, los cuales son ampliamente utilizados en
la industria alimentaria. Generalmente estos microorganismos se utilizan como iniciadores de
productos lacteos como lo son las leches acidificadas, yogures, mantequilla, kéfir y quesos; en

algunos procesamientos de carnes, bebidas alcohdlicas y vegetales (Ramirez et al., 2011)

Las bacterias acido lacticas pueden seguir dos rutas metabdlicas para fermentar la lactosa, las

cuales se pueden observar en la Figura 3 (Ibarra, 2007).

Lactosaen la leche
Medio ambiente

Romotécica [ oo [ oo ] e e
Homolactica Heterolactica

@ATP C ATP
@ o ALt Gl 6-f '?Dtp
ADP Galacrosa-1-fosfato

Fructosa-6-fosfato
I
i ¥

A

Fructosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato
Glucosa-1-fosfato Fructosa-6-fosfato

Fructosa-1,6- I _Eritosa-A-fosfato | [ Fosfatode acetilo |
bifosfato f ADP
ATP

A A

il

A §

v
Fosfatode = | Gliceraldehido-3-fosfato

dihidroxiacetona 4 L 4
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Via Bifidus
PArmas 2 Acetato i 2 Lactato I
Citoplasma
H+ Lactaste symport | H+ Symport de lactatoy acetato | Membrana Celular

v v
Lactatoen la leche Lactatoy acetato en la leche

Medio ambiente

Figura 3 Ruta metabdlica de las bacterias acido-lacticas

1.2.5.1 Clasificacion de las bacterias acido-lacticas
Fermentacion homolctica. En esta via metabdlica el paso mas importante es la entrada de lactosa

a la via. Seguido de esto la lactosa-6-fosfato se hidroliza por la enzima B-fosfogalactosidasa (f3-

pgal) en sus componentes monosacaridos (galactosa y glucosa) los cuales se catabolizan a través
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de las vias Tagatosa y Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Sin embargo, en la desfosforilacion de la
galactosa, puede que no se logre metabolizar y sea excretada de la célula microbiana. En ambas
vias la galactosa y la glucosa desembocan en dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-fosfato,
donde los azucares de tres carbonos se oxidan aun mas en fosfoenolpiruvato produciendo al final
acido lactico. Generalmente la fermentacion homoldctica es llevada a cabo por las bacterias S.
thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus, que siguen la via EMP principalmente para el
catabolismo de la glucosa. No obstante, existe un sistema alternativo para el transporte de esta
molécula a las células, este sistema involucra proteinas citoplasmaticas especificamente las
permeasas, las cuales translocan la lactosa sin ninguna modificacion quimica. Seguidamente de
que la lactosa ingrese a la célula a través de una permeasa como disacarido no fosforilado, la
glucosa es capaz de catabolizarse a piruvato y la galactosa es secretada por la célula, cuando se
termina toda la glucosa, S. thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus, utilizaran como recurso
final a la galactosa a través de una nueva via (via Leloir) con galactoquinasa como la primera

enzima de la via metabdlica (Tamime & Robinson, 2007).

Fermentacidn heterolactica. En esta via solo las bifidobacterias son capaces de fermentar lactosa y

glucosa. En el catabolismo de la glucosa no produce CO3, debido a que no hay un primer paso que
implique una descarboxilacion. En la fermentacion heteroléctica la aldosa y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa estan ausentes en las bifidobacterias. Las hexosas con metabolizadas por una
derivacion de fructosa-6-fosfato y la via involucra fructosa-6-fosfato fosfocetolasa. Los productos
finales de Bifidobacteria spp., son el lactato y el acetato, donde por cada dos moléculas de glucosa,
se producen tres moléculas de acetato y dos moléculas de lactato (Tamime & Robinson, 2007).

1.2.6 Metabolismo de las bacterias acido-lacticas en el yogurt
Produccion de acido lactico. El 4cido lactico es uno de los componentes mas importante en la

elaboracion del yogurt, si bien el proceso consta de muchas reacciones bioquimicas, se puede

simplificar mediante la siguiente ecuacion:

C12H3,04; + H,0 — 4C3H40;

Lactosa + Agua — Acido Lactico

Una de las principales funciones del acido lactico durante la elaboracion del yogurt, es que le

concede un sabor distintivo (acido y fuerte). Mejora o contribuye a dar un sabor a nuez y/o
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aromatico. Cabe mencionar que en el proceso se pueden producir diferentes formas de &cido
lactico, la forma L (+), D (-) o DL (). Estos isdbmeros difieren en la configuracion de su estructura
del segundo atomo de carbono como se puede observar en la siguiente figura (Tamime & Robinson,
2007).

COOH COOH
HD—LL*—H H—(|3*—OH

(EHB !C‘H?!
L(+) acido lactico D(—)acido lactico

Figura 4 Tipos de acido lactico

Produccién de compuestos aromaticos. Las bacterias lacticas son las responsables de la

reproduccion de los compuestos que aportan el aroma caracteristico del yogurt. Los compuestos se
pueden dividir en cuatro categorias, las cuales se describen a continuacion (Tamime & Robinson,
2007):

1. Acidos no volatiles (acido lactico, pirGvico, oxalico o succinico).

2. Acidos volatiles (4cido formico, acético, propidnico o butirico).

3. Compuestos carbonilo (acetaldehido, acetona, acetoina o diacetilo).

4. Otros compuestos (ciertos aminoacidos y/o constituyentes formados por la degradacion

térmica de las proteinas, grasas o de la lactosa.

En la Tabla 6 se puede observar el contenido de compuestos carbonilo, donde los autores comparan
la actividad de S. thermophilus, L. bulgaricus, y su trabajo de manera conjunta.

Tabla 6 Produccién de compuestos de carbonilo (ug / g) por cultivos iniciadores de yogur

Microorganismo Acetaldehido Acetona Acetoina Diacetilo

S. thermophilus 1.0-13.5 0.2-5.2 1.5-7.0 0.1-13
L. bulgaricus 1.4-77.5 0.3-3.2 Trazas-2.0 0.5-13.0
Cultivo mixto 2.0-41.0 1.3-4.0 2.2-5.7 0.4-0.9

Datos recolectados de Tamime & Deeth, (1980), Abo-Elnaga & Hegazi, (1981), Singh et al. (1982), Yaygin (1982b), Abou-Donia
et al. (1984), Ashour et al. (1985), Yu & Chung (1986), Hegazi & Abo-Elnaga (1989, 1990), Kneife (1992) y Thomopoulos et al.
(1993).
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Metabolismo de las proteinas. Durante la fermentacion las bacterias S. thermophilus y L.

bulgaricus pueden llegar a causar cierto nivel de actividad proteolitica; dicha actividad puede llegar
a ser importante debido a las siguientes consideraciones (Tamime & Robinson, 2007):

1. Cambios que pueden alterar la estructura fisica del yogurt, debido a la hidrolisis enzimatica
que sufren las proteinas de la leche, lo cual provoca la liberacion de péptidos de diferentes
tamafios y aminoacidos libres.

2. Parael crecimiento de S. thermophilus es esencial la liberacion de aminoacidos en la leche.

3. Los aminoacidos y peéptidos no necesariamente contribuyen directamente al sabor del

yogurt.

Protedlisis en el yogur. En el afio de 1995 los autores Bianchi-Salvadori, Camaschella, & Cislaghi,

1995, perfilaron una extensa gama de actividades enzimaticas de las bacterias S. thermophilus y L.
bulgaricus, las cuales fueron aisladas de yogures y quesos italianos, como resultados de sus
estudios, se considero que S. thermophilus cuenta con mas actividad exopeptidasa, por el contrario
L. bulgaricus el cual posee una limitada actividad del tipo de endopeptidasas. L. bulgaricus tiene
la capacidad de hidrolizar caseinas confirma dicha actividad; esta conducta de hidrolisis de
péptidos en las BAL del yogurt refleja la relacion que existe del crecimiento asociativo que existe
entre S. thermophilus y L. bulgaricus. En resumen, la actividad endopeptidasa que proporciona L.
bulgaricus hidroliza la caseina para producir polipéptidos que, a su vez, se descomponen por las
exopeptidasas de S. thermophilus, dando como resultado la liberacion de aminoacidos (Tamime &
Robinson, 2007).

Productos de la protedlisis. La actividad proteolitica de las BAL del yogur cambia el perfil de

compuestos nitrogenados, en comparacion a la composicion inicial de la leche, estos compuestos
cambian durante la fermentacion y durante el almacenamiento en frio del yogurt, el cambio
conforma un aumento en el nivel de compuestos nitrogenados solubles donde se incluye la
liberacion de aminodcidos y liberacion de péptidos correspondientes de las proteinas de la leche.
En la Tabla 7 se muestra la actividad proteolitica de las BAL del yogurt, en esta tabla se demuestra
que L. bulgaricus es mas proteolitica que S. thermophilus; sin embargo, S. thermophilus tiene la
capacidad especial de aumentar el nivel de nitrégeno de amoniaco en las leches fermentadas, esto
es debido a la capacidad que tienen los Estreptococos para dividir la urea (Tamime & Robinson,
2007).
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Tabla 7 Fracciones nitrogenadas solubles de la leche y leche cultivada con los microorganismos del yogur
(Tamime & Robinson, 2007).

Dializable N Amoniaco N Aminoéacidos N Urea N Péptidos N
mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l %
Leche 249 4.7 30 0.6 20 0.4 62 1.2 137 2.6
L. bulgaricus 490 9.3 73 1.4 166 31 96 1.8 155 2.6
S. thermophilus 302 5.7 144 2.7 21 04 10 0.6 127 24

Liberacion de aminoacidos. El contenido de aminoacidos en la leche y el yogurt depende de muchas

variables, de las cuales destacan las siguientes:

1.

Tipo de leche. La leche de diferentes especies tiene diferente composicion quimica y por
ende tienden a diferir en el contenido de amino&cidos.

Método de manufactura. Se tiene niveles altos de aminoacidos cuando la fermentacion es
llevada a cabo a temperaturas de 42°C por un tiempo de 2 a 3 horas, mas que si la
fermentacion se llevara a cabo a 42°C por 1 hora, seguido de un segundo paso de
disminucion de temperatura a 30-32°C por 5-6 horas.

Relacion entre bacilos y cocos. Debido a que S. thermophilus es menos proteolitico que L.
bulgaricus, existe un menor rango de cocos que de bacilos, por lo que el contenido de
aminoéacidos en el yogur sera mayor por la actividad de los bacilos. En el afio de 1970,
Nachev, clasifico 3 grupos la fermentacion de azucares llevada a cabo por diferentes cepas
de L. bulgaricus, y los tipos de aminoacidos que son liberados: 118 cepas, liberaron leucina,
acido glutamico, asparagina y prolina. Existié una ausencia de alanina, triptéfano y acido
aminobutirico, 6 cepas, no liberaban acido glutamico y en una sola cepa se observo la
presencia del aminoécido tript6fano.

Condiciones de almacenamiento. La temperatura de almacenamiento puede llegar a afectar
el contenido de aminodacidos libres del yogurt. Entre mayor sea la temperatura de
almacenamiento mayor sera el contenido de aminoacidos libres.

Niveles de acido lactico. La acidez titulable del yogurt estd ampliamente relacionada con
el contenido de aminoéacidos libres presentes. Segun Luca (1974), aquellos yogures que
tengan un nivel de acidez de 1.73 a 1.9 g de acido lactico /100g, existe un contenido de 50
a 70mg /100g respectivamente. La cifra de 70mg/100g, es el nivel méas alto que se ha

reportado en la literatura, por lo que se argumenta que el yogurt en cuestion haya tenido
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una incubacion prolongada por lo que el contenido de aminodcidos refleja la extensién de
la actividad metabdlica del cultivo iniciador.

1.2.7 Consumo global del yogurt
El yogurt es un alimento que es un ingrediente importante en la dieta de los norteamericanos,

debido a su naturaleza probidtica, la cual permite regular el sistema digestivo. En cuanto a consumo
de este producto, en 2012 se obtuvo una ganancia aproximada de 7.3 billones de dolares, y se espera
que en el presente afio alcance un total de 11.7 billones de dolares (Einbock, 2016). En cuanto a
nuestro pais la demanda ha ido en aumento debido a la mejora de la dieta de las personas, al
crecimiento de la poblacion y el aumento de ingresos disponibles. En el afio 2017, México se coloco
en el nmero nueve como productor de leche a nivel mundial y en quinto lugar como importador
de lacteos. La produccion de lacteos representa la tercera actividad agropecuaria del pais, donde
los principales productores son Lala, Alpura y Nestlé. Los productos lacteos como el queso , el
yogurt y las leches pasteurizadas, ocupan los primeros lugares de comercializacion con una
tendencia hacia las zonas urbanizadas, ya que éstas poseen vias de comunicacion accesibles hacia
grupos con niveles de ingreso altos; en contraste a esto, las zonas menos urbanizadas se limitan al
consumo de leche bronca y productos artesanales (Merca2.0, 2018) .Segun estudios realizados, se

espera que México tenga el mercado mas atractivo en el presente afio.

El yogurt esta ganando popularidad entre los jovenes debido a su uso como refrigerio y postre. El
aumento de la competencia entre las empresas mas grandes origina oportunidades para
innovaciones en productos de yogurt; ademas, se espera que la preferencia del yogurt como

alimento saludable aumente su consumo en los proximos afios (Einbock, 2016).

1.2.8 Generalidades de la Moringa oleifera
Moringa oleifera Lam (Moringa), proviene de la familia de las Moringaceae, familia de arbustos y

arboles de un solo género que esta compuesta por 13 especies distribuidas en el subcontinente.
Nativo de las montafas de sub-Himalaya en el norte de la India, se cultiva alrededor del mundo en
zonas tropicales y subtropicales (Leone et al., 2015; Saini, Sivanesan, & Keum, 2016). En el siglo
XIX se introdujo como especie comestible a América, desde las Filipinas por navegantes de China
(Velazquez, Jiménez, Zepeda, & Pedn, 2016). En el continente americano se puede encontrar desde
el sur de Florida hasta Argentina; en cuanto a nuestro pais, la Moringa se puede encontrar en las
costas del Pacifico desde Baja California hasta Chiapas (Olson & Fahey, 2011; Velazquez et al.,
2016).
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Es un arbol dicotileddneo perenne tropical caducifolio, tiene un tallo quebradizo con una corteza

corchosa, gris blangquecino, sus ramas son caidas de color verde pélido (Saini et al., 2016). Las

hojas son de un color verdoso y crece en las puntas de las ramas. La flor consta de pétalos medios

amarillos- blancos que van de un tamafio de 1.0 a 1.5 cm de largo y 2.0- 2.5 de ancho. Las semillas

son de forma redondeada o triangular con una cascara semipermeable color marrén que esta

encerrada en vainas largas y delgadas, las partes antes mencionadas se muestran en la Figura 5

(Muchenje et al., 2018).
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Figura 5 Partes del arbol de Moringa oleifera

Cada una de las partes del arbol son usadas para preparaciones medicinales y alimenticias,

purificaciéon de aguas y produccion de biodiesel (Figura 6) (Saini, 2015; Saini et al., 2016) .
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Figura 6 Diferentes usos de la Moringa en la industria (Velazquez et al., 2016)
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En cuanto a su composicion nutrimental, se ha identificado que la Moringa posee proteinas, fibra,
carbohidratos, algunos aminoacidos, vitaminas y minerales. La composicién nutricional de las
diferentes partes del arbol y de la hoja de la Moringa en diferentes formas se presentan en las tablas

siguientes.

Tabla 8 Composicion de nutrientes de Moringa en base seca (Muchenje et al., 2018).

Nutriente Rango de contenido (bajo-alto) «
Hoja Semilla Tallo
Protefna (g/100g) 10.742-30.29"* 9.98°-51.80%* 12.77¢
Grasa (g/100g) 6.50°-20.00¢* 22.979-38.67"" 2.0°

Fibra cruda (g/100g) 6.50°-20.00¢* 20.00c—22.93%* -

Cenizas (g/100g) 7.642-10.71°* 3.60j-5.00¢* 8.41¢
Carbohidratos (g/100g) 13.41c-63.11"* 18.00c-40.099* -
Potasio (K) (mg/100g) 120.96'-1845.00%* 75.00 -

Calcio (Ca) (mg/100g)

147.43'-7230.002*

751. 70f-2800.009" -

Fosforo (P) (mg/100g) 300.00" 635.00f-5300.009 * -
Magnesio (Mg) (mg/100g) 322.50a-500.00°" 45.00f -
Hierro (Fe) (mg/100g) 2.68'-49.00°* 5.20f -
Yodo (1) (mg/100g) 0.06' -
Zinc (Zn) (mg/100g) 1.00b-3. 102 * 0.05 -
Manganeso (Mn) (mg/100g) 8.68° —45.00f -

3 (Valdez et al., 2015) ? (Moyo, Oyedemi, Masika, & Muchenje, 2012) °(Aja et al., 2013) ¢ (Ochi, Ismail, & Fatur,
2015) ©(Shih, Chang, Kang, & Tsai, 2011) f(Taiwo, Philip, & Alikwe, 2014) 9(Mabusela, Nkukwana, Mokoma, &
Muchenje, 2018) " (Mbailao, Mianpereum, & Ngakou, 2014). « Valores reportados mas bajos - valores reportados mas
altos

Tabla 9 Composicion nutricional de la hoja de Moringa (100g/material vegetal).

Nutriente Hoja fresca Hoja seca Polvo de la hoja
Calorias (J) 92.00 329.00 205.00
Proteina () 6.70-17.10 29.40-40.00 25.40-27.10

Grasas (g) 1.70-2.11 5.20-6.20 2.30

Carbohidratos (g) 6.30-12.50 38.00-41.20 34.4-38.20

Fibra (g) 0.90-2.09 12.50-21.09 19.20

Entre los minerales que se pueden encontrar el potasio, calcio y magnesio; se localizan en los

tejidos de la Moringa EIl contenido més alto de potasio se ha encontrado en las partes vegetativas
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y las vainas inmaduras, mientras que en las hojas y semillas se puede encontrar el calcio y el
magnesio respectivamente (Saini et al., 2016). En cuanto al contenido de compuestos anti-
nutricionales, se ha reportado que estos se encuentran en bajas cantidades, entre los cuales se
destacan, las saponinas, los taninos y oxalatos. Estos compuestos no necesariamente son toxicos o
deteriorativos, pero si pueden intervenir con la digestion y la absorcion de otros nutrientes como
lo son el zinc, hierro y magnesio cuando se consume en grandes cantidades (Muchenje et al., 2018).
La hoja también posee Niaziridina, compuesto activo que permite el mejoramiento de la absorcion
de diferentes vitaminas, minerales y otros micronutrientes en el tracto digestivo del huésped. Se
cree que las hojas de Moringa contiene 2 veces méas proteina que la leche de vaca, altas
concentraciones de vitamina C mas que las naranjas, alto contenido de potasio y hierro mayor que
las bananas y mayor contenido de vitamina A que las zanahorias (Mahfuz & Piao, 2019). También
es fuente de &cidos grasos polinsaturados omega 3 y omega 6, en forma de a-linolénico y acido
linoleico. El &cido palmitico es el principal acido graso saturado, lo que representa 16-18% del
total de acidos grasos de Moringa (Saini et al., 2016). Se considera un alimento importante para la
hambruna, debido a su alta resistencia a las sequias y a las condiciones aridas (Padayachee &
Baijnath, 2012; Saini et al., 2016). Se ha reportado que la ingesta de 10 g de hojas secas en polvo
de Moringa por parte de nifios con desnutricién, mejora el aumento de su peso y promueve una
recuperacion rapida después de 6 meses, en comparacion con el grupo control (Zongo, Zoungrana,
Savadogo, & Traoré, 2014;Muchenje et al., 2018).

1.2.9 Compuestos bioactivos y actividad antioxidante de Moringa oleifera
A parte de todos los componentes antes mencionados, la planta posee una amplia gama de

compuestos bioactivos que normalmente son referidos como metabolitos secundarios o
fitoquimicos (Muchenje et al., 2018). Juhaimi, Ghafoor, Ahmed, Babiker, & Ozcan, 2017,
realizaron estudios acerca del contenido de compuestos fendlicos en dos especies de Moringa
(Moringa oleifera’y Moringa peregrina), reportaron que en las hojas jovenes de Moringa contienen
un 22 % de compuestos fendlicos mas alto que las hojas jovenes de Moringa peregrina. (Saucedo
et al., 2018). En el afio de 2016, Nouman et al., estudiaron siete diferentes cultivos de Moringa
reportaron 12 tipos de flavonoides, donde la quercetina, kaempferol y la apigenina fueron los
compuestos en mayor concentracion en los siete cultivos estudiados. Las cantidades de flavonoides
totales registrados correspondieron a 47.0, 30.0 y 20.0 % para quercetina, kaempferol y la

apigenina, respectivamente. Estos hallazgos son similares a los estudios realizados por Rodriguez,
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Quirantes, Fernadndez, & Segura, 2015, quien inform6 que los flavonoides son el grupo
predominante de compuestos fenolicos en las hojas de Moringa con valores de 46.0, 34.0y 7.7 %
para quercetina, kaempferol y la apigenina, respectivamente (Saucedo et al., 2018). Uno de los
hallazgos mas relevantes de estas investigaciones, es que demostraron que la mayoria de los
flavonoides presentes en los cultivares de Moringa, se encuentran glucosilados con distintas trazas
de azucares (ramnosa, soforosa, rutinosa, entre otros) y que las diferencias es debido a la

maquinaria de glucosilacién de cada planta.

Asi mismo, (Caicedo et al., 2019), reporto el contenido de compuestos fendlicos libres de hojas
secas de Moringa, (Tabla 10), la concentracién de cada compuesto fendlico esta expresado en ug
equivalentes a cada compuesto fendlico por cada gramo de muestra. Como se muestra en la tabla
el acido galico, el acido clorogénico y el acido p-cumarico, asi como la vanilina y rutina,
presentaron los valores mas altos en contenido de los extractos metanolicos, estos datos concuerdan
con lo reportado por Cuellar et al., 2018, los cuales mencionan que los compuestos en mayor
concentracion de Moringa son los acido galico, clorogenico, p-cumarico y el acido elégico, asi

como la vanilina, rutina y el kaempferol.

Tabla 10 Compuestos bioactivos encontrados en la hoja de Moringa en extracto metandlico

Muestra Acidos hidroxicinamicos
o Acido o . - < -
Acido galico ) Acido elagico Acido clorogénico Acido p-cumaérico
Extracto cafeico
metanolico de 76 210 gog nd nd 707.34+1.21 123.74+0.38
polvo de hojas
. Hidroxibenzaldehidos Flavonoides
de Moringa
oleifera Vanilina Catequina Rutina Morin Quercetina  Kaempferol
291.95+0.38 nd 54.24+0.003 2.60+0.21 1.60+0.21  5.90+0.39

Cabe mencionar que el rendimiento de los compuestos fendlicos en la planta no depende solamente,
de la temporada de cosecha, las condiciones climaticas y las aplicaciones de fertilizantes, sino
también de la variabilidad genética, que podria ser el factor mas importante para la composicion
fitogquimica de la Moringa, destacando que el area geogréafica y el tipo de suelo igualmente influye

en las propiedades de la planta (Nouman et al., 2016).
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Algunos trabajos han demostrado que los compuestos bioactivos de las plantas de Moringa tienen
gran potencial de ser usadas para la innovacion de alimentos funcionales y otras aplicaciones en la
industria alimentaria (Oyeyinka & Oyeyinka, 2018). Se ha propuesto el uso de la Moringa agente

antimicrobiano, antioxidante o como fortificador de un algun alimento.

1.2.10 Aplicaciones de Moringa oleifera en la industria alimentaria
En la actualidad las semillas deshidratas y el polvo de hoja de Moringa se han estado empleando

alrededor del mundo, en la formulacién de varios productos comestibles con el fin de obtener
alimentos funcionales o fortificados, siempre tomando en cuenta los parametros sensoriales tales
como el color, la apariencia, el aroma, textura, el sabor y la aceptacion en general, la aplicacion de
esta planta en la elaboracion de sopas, comida de destete, masas duras, “amalas”, biscuits herbales,
panes, pasteles y algunos productos lacteos (Oyeyinka & Oyeyinka, 2018). En la Tabla 11 se
muestran algunos ejemplos del uso de la Moringa en alimentos. Los autores Shah, Bosco, & Mir,
2015, indicaron que la adicion de las hojas de Moringa en polvo, mejoran las proteinas musculares
de la carne cruda, esto es debido a que Moringa posee compuestos fendlicos bioactivos, que
proporcionan propiedades funcionales a las proteinas del musculo previniendo la oxidacion
lipidica. Asi mismo, el procesamiento de estos alimentos influye en la reduccién del contenido de
compuestos anti-nutricionales (acido fitico y saponinas), como es el caso del proceso de
elaboracion de snack, se observo que después de la aplicacion de aire caliente (220 °C) por dos
minutos. En la elaboracion de panes, la inclusion de las hojas, flores e incluso de las semillas de la
Moringa en la masa del pan preparada con harina blanca por si sola o con la combinacidn con otras
harinas ha sido reportada con el fin de mejorar el valor nutricional del pan, como resultado; se han
obtenido que el contenido de proteina y fibra cruda del pan blanco adicionado con 5% de polvo de
hoja de Moringa, incremento aproximadamente 54 y 56 % respectivamente. En la elaboracién de
gachas de cereales, también conocidos como ogi, el cual se considera como un alimento para el
destete o complementario para bebés o un cereal rapido para adultos, elaborado a partir de maiz,
sorgo o mijo. Durante la produccién del ogi algunos nutrientes como las proteinas y minerales se
pierden de los granos debido a el proceso de tamizado, por lo que se ha encontrado que la adicion
de polvo de Moringa (flor o hoja), mejora notoriamente los valores nutricionales del alimento,
nutrientes tales como las proteinas, calcio, hierro y fosforo mostraron un aumento considerable,
después de la adicion del polvo de Moringa. En el caso del uso de Moringa en los productos lacteos,

existen estudios que reportan la fortificacion de quesos y yogures con polvo de Moringa (hoja), las
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concentraciones usadas son variables hasta aproximadamente el 3%, sin embargo, también existen
reportes el uso de concentraciones de 1%. (Kuikman & O’Connor, 2015), demostraron que existe
una mejora en los atributos sensoriales del yogurt adicionado con polvo de Moringa (17g/1000mL
de yogurt), al afadir componentes como el platano, camote o aguacate, se encontrd que aquel
yogurt adicionado con platano y polvo de Moringa mostraba una apariencia, textura y aceptabilidad
general comparables con el yogurt control. Sin embargo (Hekmat, Morgan, Soltani, & Gough,
2015) mencionan que el uso de concentraciones mayores a 0.5%, ya que afecta de manera negativa
la aparicion probidticos en el yogurt, de igual manera estos autores informaron que el uso de harina
al 2% en combinacion con frutas u otros vegetales se produce un yogurt aceptable (Oyeyinka &
Oyeyinka, 2018). Otra aplicacion del polvo de Moringa en los productos lacteos es en el queso, se
descubri6 que el contenido de nutrientes como grasa, proteinas, cenizas y carbohidratos del queso
elaborado a partir de leche de bdfalo y polvo de Moringa generalmente aumenta con los niveles
crecientes del polvo de Moringa (Salem, Salama, Hassanein, & EI-Ghandour, 2013). Las
propiedades antioxidantes del queso fortificado aumentaron notablemente con el aumento de
concentracion del polvo de Moringa, se informa que el queso fortificado con 3% muestra

propiedades antioxidantes tres veces mas altas que el queso control (Oyeyinka & Oyeyinka, 2018).

Tabla 11 Aplicaciones funcionales de la Moringa en algunos productos alimenticios (Saucedo et al., 2018)

L m
Productos Estructura  Concentracion . . CO. pu_e stos .
. .. . Ventajas funcionales bioactivos Referencia
alimenticios  vegetativa (9/100g*) .
involucrados
Mejora las propiedades
. nutricional n Protein nsina, Radh
Galletas Semilla 10-20 Ut, clonates c,o. gte sy (Oguns 2 adha, &
caracteristicas reolégicas y minerales Indrani, 2011)
sensoriales aceptables
Galletas de Hoia 5 Buenos puntajes en la NI (Manaois, Morales,
arroz ) aceptividad sensorial & Ramos, 2014)
. Mejora la composicion Proteina, fibra Sengev, Abu, &
Pan Hoja 5 ) . P . (Seng
nutrimental y minerales Gernah, 2013)
El producto tiene
Galletas Hoja 10-20 cualidades sensoriales NI (Nwakalor, 2014)
aceptables
Carne cruda Proporciona coloracién
empacada . estable y previene la Compuestos
P Hoja 0.3** o yp - p . (Shah et al., 2015)
(atmosfera oxidacion lipidica de la fenolicos
modificada) carne cruda
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Compuestos

. ., . Devisetti, Sreerama,
Snack listo Reduccion de los factores fendlicos, (

Hoja 20 . o . & Bhattacharya,
para comer anti-nutricionales saponinas y
g 2015)
acido fitico
Sopa de Mejora la calidad Proteina, fibra,  (Farzana, Mohajan,
verdura en Hoja 8.5° nutricional y una larga vitaminaDy C Saha, Hossain, &
polvo vida util y minerales. Haque, 2017)
Mejora calidad nutricional, Proteina, fibra, .
. . L (Folashade, Eniola,
Pan Semilla 5 manteniendo las vitaminas y .
. . . & Olayemi, 2017)
propiedades sensoriales minerales

1.2.11 Generalidades de la Chia (Salvia hispanica L.)
Salvia hispanica o Chia es una especie nativa de Centroamérica, pertenece a la familia de las

Lamiaceae, crece en zonas montafiosas del oeste y centro de México; se localiza en zonas boscosas
de encino o pino-encino, se distribuye en ambientes semicalidos y templados. En la antigiiedad se
cultivaba en ambientes tropicales y subtropicales. Es una planta herbacea anual, que mide alrededor
de 1 a 1.5 metros de altura, sus tallos son ramificados, las flores son hermafroditas, ya sean de color
morado o blancas, de longitud de 1 a 1.2 mm de didmetro; son suaves y brillantes de un color pardo
grisaceo con manchas castafio oscuro. Es una planta con altos niveles de polinizacion cruzada en
Chia cultivada; en la Chia silvestre, los insectos hacen el trabajo de la polinizacidn, la cual obtiene

mas rendimientos cuando las abejas estan en las zonas de cultivo (Xingu et al., 2017).

Figura 7 Planta y semilla de Salvia hispanica L.

Para los Aztecas y los Mayas, la Chia era una semilla que se usaba mucho en la alimentacion,
preparacion de pinturas, en preparados medicinales y en ceremonias en modo de ofrendas, por lo
que la semilla 'y su harina se convirtieron en una de las materias primas mas usadas en esa época
antes de la conquista espafiola, formando parte de las semillas mas importantes: maiz, frijol, Chia
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y amaranto, los cuales conformaban la base de la dieta alimentaria. En la actualidad, las semillas
de Chia han sido redescubiertas con la finalidad de mejorar la salud de las personas que la
consumen, debido a sus altos niveles de proteinas, antioxidantes, fibra dietética, vitaminas y
minerales, por su alto contenido de aceite omega 3, en comparacion con otras fuentes conocidas
hasta la fecha; debido a esto, la demanda en nuestro pais y a nivel mundial ha ido incrementando
en los ultimos afios (Xingu et al., 2017).

En cuanto a composicion nutricional, esta compuesta por proteinas (15%-25%), grasas (30%-
33%), carbohidratos (26%-41%), fibra dietética (10%-30%), cenizas (4%-5%), minerales,
vitaminas y materia seca (90%-93%) (Segura, Ciau, Rosado, Chel, & Bentacur, 2014). En cuanto
al contenido de acidos grasos polinsaturados, se estima que en un promedio tiene el 33% de aceite,
de los cuales el &cido linolénico esta representado en un 62% y el linoleico en un 20%. Se considera
que la Chia es uno de los cultivos con mayor porcentaje de acidos grasos esenciales al tener el 82%
de sus lipidos con dichas caracteristicas.

Grasas. Compuestos bioactivos que el cuerpo humano necesita para acumular energia, formacion
de elementos estructurales de las membranas celulares y la regulacion de funciones fisiolégicas.
La semilla de Chia contiene aproximadamente de 25 — 40% de grasa, de los cuales se encuentra en
forma de &cidos grasos poliinsaturados, como el &cido alfa-linolénico (w-3) y el acido alfa-linoleico
(w-6). En comparacion con otros elementos alimenticios, el aceite de Chia es caracterizado por el

alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados.

Proteinas y aminoacidos. Componentes estructurales celulares que son necesarios para un normal

funcionamiento del organismo. Las semillas de Chia contienen de un 16-26%, siendo la
prolaminas, glutelinas, globulinas y albuminas, las mas predominantes. Aquellas personas que
padezcan la enfermedad celiaca pueden consumir, ya que es una semilla que no contiene proteinas
de gluten. Reportes han mencionado que la Chia contiene valores mas altos que las semillas de
arroz, maiz, cebada o avena. En cuanto al contenido de aminoacidos presentes en las semillas, se
han reportado que contiene 18 aminoacidos, los cuales incluyen 7 aminoacidos exogenos, de los
cuales el acido glutamico es el aminoacido mas predominante en la semilla (Olivos, Valdivia, &
Tecante, 2010)

Fibra dietética. El contenido de fibra en la Chia es de 23 a 41%, donde la fraccion insoluble

representa un 85% y la fraccion soluble en un 15%. La Asociacion Dietética Americana, establecid
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que la relacion de fibra insoluble y soluble debe de ser de 3:1. Se recomienda que el consumo
optimo sea de 25 a 30 gramos por dia para que sea de influencia positiva a la salud de los
consumidores. Cabe destacar que la Chia contiene el doble de contenido de fibra que el salvado y

de 4 a 5 veces mas que las almendras, la soya, quinua o fibra.

Vitaminas y minerales. Fuente de vitamina B: tiamina (0.62 mg/100g), riboflavina (0.17mg/100g),

niacina (883mg/100g) y acido folico (49mg/100g). Si comparamos la semilla de Chia con el arroz
y el maiz, la semilla contiene mas niacina y cantidades importantes de tiamina y riboflavina
(Marcinek & Krejpcio, 2017).

1.2.12 Compuestos bioactivos y actividad antioxidante de la Chia

La Chia también es una fuente de compuestos bioactivos caracterizados por tener alta actividad
bioldgica, particularmente los polifenoles, como son el acido gélico, cafeico, clorogenico y acido
ferulico, quercetina, kaempferol y algunas isoflavonas (Tabla 12) (Kobus, Taczanowski, &
Kmiecik, 2019).

Tabla 12 Compuestos bioactivos presentes en la semilla de Chia.

Compuesto pg/g Semilla Referencia
) ) (Jin, Nieman, Sha, & Xie, 2012);
Acido galico 0.05- 11
(Martinez & Paredes, 2014)
) ) (Martinez & Paredes, 2014);
Acido cafeico 27-30.89
(Coelho & Salas, 2014)
Acido clorogenico 4.68
Para-hidroxibenzoato de etilo 0.74
_ : (Coelho & Salas, 2014)
Acido ferulico Trazas
Polifenoles .
Quercetina 0.17
Kaempferol 0.013
Kaempferol 3-O-glucosido 0.029
Epicatequina 0.029 ]
! (Jinetal., 2012)
Rutina 0.22
Acido p- cumérico 0.24
Apigenina 0.005
Daidzin 6.6
Isoflavonas Glicitina 1.4 (Martinez & Paredes, 2014)
Genisteina 34
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Varios autores destacan que el &cido clorogenico y el acido cafeico son los compuestos bioactivos
gue mas sobresalen en la Chia, generalmente estos compuestos son del tipo primario y trabajan de
forma sinérgica para contribuir a la actividad antioxidante de la Chia, demostrando tener una
importante actividad en contra de los radicales libres y en los procesos oxidativos en general,
pudiendo inhibir la peroxidacion lipidica (Jaramillo, 2013). (Nadeem et al., 2013), reporto que la
inhibicion de radicales libres es incluso mayor que aquellas fuentes naturales de antioxidantes
como es el caso de la Moringa oleifera (Reyes, Tecante, & Valdivia, 2008), el contenido de
antioxidantes es distinto dependiendo el método de extraccion que se use , en la Tabla 13 se puede
observar la diferencia entre los métodos de extraccion (extracto crudo y extracto hidrolizado), en
donde se obtuvo un mayor contenido de polifenoles en el extracto crudo (Marcinek & Krejpcio,
2017).

Tabla 13 Contenido de polifenoles en extracto de semillas de Chia (mg/g)

Antioxidantes Extracto crudo Extracto hidrolizado
Polifenoles 0.757-0.881 0.511-0.77

Aunado a esto Sargi et al., 2013, demostrd que las semillas de Chia son capaces de desactivar los
radicales cationicos de ABTS, también mostraron que estas semillas muestran la capacidad de
eliminar radicales de DPPH sintético y capaz de reducir iones hierro, estos autores muestran que
en amabas pruebas la actividad antioxidante de la semilla es mayor en comparacion con la linaza.
Coelho & Salas, 2014, confirmaron estos resultados, reportando que los extractos de semillas de
Chia son capaces de inhibir los radicales de DPPH mas de un 70%. Cabe mencionar que la Chia es
capaz de inhibir la oxidacion enzimatica del guayacol, el cual (Segura, Salazar, Chel, & Betancur,
2013), confirmaron que los hidrolizados de proteinas de la semilla son capaces de inhibir los
radicales catiénicos ABTS (Kobus et al., 2019).

1.2.13 Aplicacion de la Chia en la industria alimentaria.
Las semillas de Chia se distinguen por presentar propiedades nutricionales y tecnoldgicas, lo cual

permite que tengan varias aplicaciones. Se sabe que la Chia no tiene efectos anti nutricionales ,
toxicos o antialérgicos en la salud humana, por lo que se ha incorporado a alimentos como son
algunos productos horneados (biscuits, cereales, barras, algunos snacks), productos lacteos e
incluso en productos carnicos y marinos (pescado), mejorando los valores nutricionales, sino que

también como agente espesante hidrocoloide o como sustituto del huevo, grasas o gluten, sin
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afectar de manera significativa las propiedades tecnoldgicas o fisicas del alimento. El
procesamiento de la Chia produce aceite y harina, los cuales se agregan industrialmente a
numerosos productos. La incorporacién de harina de Chia entera en pan permite el mejoramiento
de las propiedades nutricionales como el contenido de proteinay cenizas, algunos de estos ejemplos
se incluyen en la Tabla 14, donde se describen los niveles maximos usados de la semilla o aceite,

asi como los requisitos de etiquetado requeridos (Kobus et al., 2019).

Tabla 14 Aplicaciones funcionales de la Chia en algunos productos alimenticios.

o ) Especificaciones adicionales
Condiciones de uso del alimento

de etiquetado
Alimento especifico Niveles maximos
- 5 % (semillas enteras
Productos panificados )
0 molida)

Productos horneados

Cereales (desayuno) .

10% semillas enteras 1. Ladesignacion del

Mezcla de frutas, nueces . .
alimento en el etiquetado

y semillas )
. . sera “Semillas de Chia
. 15¢/dia, semilla o .
Jugo de frutas y batidos . (Salvia hispanica).
completa, trituradas o . i
de frutas y verduras . 2. Lassemillas de Chia
. i molidas o .
Semillas de Chia (Salvia hispanica)

Semillas pre- empacadas  15g/dia semilla entera

i preenvasadas llevaran un
Untables de frutas 1 % semilla entera

etiquetado adicional para

1.3g semillas/100 . .
g I g informar al consumidor

ogurt 0 4.39/330 . .
Yogurt yogu 9=t gue la ingesta daria no es

ogurt (semillas .
yogurt ( superiora15g

enteras)

Alimentos listos para
comer esterilizados a .
5% semilla entera
base de granos de

cereales y/o legumbres.

Grasas y aceites 10 % ) ) )
La designacion del alimento en

) ) Aceite puro de Chia )
Aceite de Chia ) el etiquetado serd “aceite de
Complementos 2g/dia

: . Chia (Salvia hispanica)
alimenticios
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Productos horneados. Son faciles de modificar y en la actualidad diferentes autores han incorporado

el uso de Chia para el mejoramiento de estos productos. La mayoria se enfoca en las caracteristicas
tecnoldgicas y reologicas que esta semilla pueda dar al producto. Un ejemplo de estas aplicaciones
es el uso del gel de la Chia como sustituto de grasa en la elaboracion de pan blanco, obteniendo
como resultado masas mas suaves con valores decrecientes durante el almacenamiento y un
aumento de la actividad de la levadura en comparacion a los controles manejados (pan sin Chia).
Se menciona que uno de los mejores resultados en la incorporacion de esta semilla, es el remplazo
de grasa del 25% por el gel de la Chia molida, con un rendimiento de volumen mas alto en la miga
del pan incluso después de 48 horas de la preparaciéon de la masa, cabe mencionar que también
existio una reduccion del contenido de grasa, el cual provoco que el espectro de acidos grasos se
desplazara, aumentando el contenido de acido linoleico y linolénico. En cuanto al producto final,
existié una disminucién en la retro degradacion después del almacenamiento (Zettel & Hitzmann,
2018).

Productos lacteos. El uso de la Chia en los productos va en aumento recientemente. Ullah, Nadeem,

& Imran, 2017, reportaron que la cantidad de acidos grasos (®-3) en helado fue mayor con la
incorporacion del aceite de la Chia, sin ningun afecto negativo en el almacenamiento de 30 dias.
En el caso de la aplicacion de las semillas en el yogurt, parece ser una propuesta prometedora. En
el afio de 2017, Ayaz et al., adicionaron semillas de Chia al yogurt como merienda de media
mafiana con el propdésito de dar un efecto de saciedad a corto plazo el cual resulta en una menor
ingesta de energia a la hora del almuerzo.

Carne y productos pesqueros. Existen varios estudios o investigaciones que hablan acerca de la

incorporacion de semillas de Chia a productos carnicos los cuales buscan el incremento de las
propiedades nutricionales y fisicoquimicas de los productos. Por mencionar algunos; Ding et al.,
2018, propusieron el mejoramiento de las propiedades sensoriales, fisicoquimicas y nutricionales
en productos carnicos reestructurados parecidos al jamon. Hamburguesas bajas en grasa fueron
elaboradas con microparticulas de aceite de Chia sustituyendo el 50 % de grasa de la carne, como
resultado la calidad sensorial fue afectada, sin embargo la dureza de la carne no fue afectada, la
perdida de coccion y la retencion de grasa mejoraron (Teresinha et al., 2017). En cuanto a productos
del mar, existen estudios de la incorporacion de la harina a Chia a productos de pescado para

mejorar los valores nutricionales. (Santillan et al., 2017), incorporo hasta un 8% de harina de Chia
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para fortificar la carne de carpa comun, lo que resulto en productos méas obscuros y duros, con

mejores caracteristicas de coccion y altos niveles nutricionales.

1.2.14 Compuestos bioactivos
Los compuestos bioactivos son compuestos producidos por las plantas en general, que tienen

efectos farmacoldgicos y toxicologicos en las personas y/o animales. Los compuestos bioactivos
generalmente son producidos como metabolitos secundarios, se estima que mas de 100,000
metabolitos son producidos por las plantas, generando una actividad biolégica importante (Pérez
& Jiménez, 2011; Paulsen, 2010). Los compuestos bioactivos de las plantas se pueden clasificar
de acuerdo con diferentes criterios, ya sea por su funcion clinica, categorizacion botanica o por la
estructura y funcion quimica. En la figura 7 se muestra una de las muchas clasificaciones que se
pueden encontrar de estos grupos (Calderdn, y otros, 2008). Debido a que la mayoria de estos
compuestos se encuentran en pequefias cantidades en los alimentos que consumimos, se han estado

realizado una serie de estudios para evaluar su efecto hacia la salud (Hecker et al., 2003).

Compuestos Bioactivos

Fenoles
*Isoflavonas
*Lignanos
Terpenos «Flavonoides Tioles
* Fitoesteroles + Antiocianinas « Compuestos organo
+Capsicina «Catequinas sulfurados
+Saponinas «Taninos

Figura 8 Tipos de compuestos bioactivos

1.2.15 Radicales libres y antioxidantes
Los antioxidantes son compuestos que tienen gran importancia en la ciencia de los alimentos,

debido a su capacidad de prevenir la oxidacion de lipidos en los alimentos y disminuir los efectos
negativos de las especies reactivas de oxigeno en las funciones fisioldgicas del cuerpo humano.
Los polifenoles son compuestos que estan ampliamente distribuidos en las plantas, y se encuentran
entre los antioxidantes naturales mas estudiados, debido a las preferencias que han tenido el

consumidor a este tipo de productos naturales (Bertolino et al., 2015).

Los radicales libres son moléculas que presentan un electrén desapareado o impar generando una
gran inestabilidad a la molécula, tienden a captar un electron de otras moléculas para que pueda

alcanzar su estabilidad, produciendo un dafio celular, actuando sobre diferentes macromoléculas
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como los lipidos, proteinas y el acido desoxirribonucleico (ADN), ocasionando el estrés oxidativo,
el cual es una condicion que manifiesta nuestro organismo cuando las especies reactivas de los
radicales libres sobrepasan los mecanismos antioxidantes, provocando enfermedades
cardiovasculares, diabetes e incluso el cancer (Jimenéz, Guapillo, Ceballos, & Méndez, 2010). Los
antioxidantes reaccionan con el radical libre, donde el antioxidante le cede un electrén oxidandose
y a su vez transformandose en un radical libre con un escaso o nulo efecto toxico, retardan o inhiben
la oxidacion de sustratos susceptibles al ataque de las especies reactivas del oxigeno (Avello &
Suwalsky, 2006). Existen dos tipos de antioxidantes los endégenos y los exdgenos, los cuales se

describen en la figura siguiente (Lépez & Suérez, 2001).

Antioxidantes endégenos b
* Superdxido dismutasa
. *Glutation peroxidasa
1/ 'Catalasas
4
Antioxidantes ex6genos h
*VitaminaEy C
«Betacaroteno o pro-vitamina A
«Flavonoides
*Licopenos )

Figura 9 Tipos de antioxidantes

1.2.16 Compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante
Los compuestos fenodlicos son compuestos que estan formados por al menos un grupo fenol, un

anillo aromatico unido al menos a un grupo funcional hidroxilo (OH); estas sustancias comprenden
moléculas sencillas como los &cidos fendélicos hasta llegar a formar polimeros complejos como los
taninos y la lignina (Jorda, 2015). Estos compuestos tienen una serie de funciones metabolicas en
las plantas, donde pueden participar en el crecimiento y en la reproduccion de las mismas, también
participan en la proteccion contra patdgenos externos como son la radiacion UV y algunos
depredadores (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila, & Bravo, 2014). Para su clasificacion se dividen
en clases y subclases que se pueden definir en funcién del nimero de anillos fenolicos que poseen

y de los elementos estructurales que presentan dichos anillos (Aleixandre & Quifiones, 2012).

Este tipo de compuestos son muy susceptibles a la oxidacion; debido a esto, tienen un caracter
antioxidante, ya que pueden experimentar la oxidacion antes que otras especies susceptibles de ser

oxidadas y, en consecuencia, las protegen frente a estos ataques antioxidantes. Por otra parte, los
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compuestos con estructuras complejas tienen la capacidad de recuperar su estado reducido por
medio de un equilibrio redox, favorecido por las interacciones de otros grupos funcionales con
distintos metabolitos que puedan estar presentes en el medio (Jorda, 2015). La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a sus propiedades redox; las cuales juegan un
papel importante en la absorcion y neutralizacion de radicales libres y en la descomposicién de
peroxidos. Cabe mencionar que dicha actividad antioxidante varia en funcion del grupo de

compuestos estudiados y de su solubilidad en fase acuosa o lipidica (Porras & Lopez, 2009).

Compuestos fenolicos Flavonoides Taninos

Fenoles simples Chalconas

. Flavonas y flavonoles
Fenoles acidos

Estructura condensada o

|
|
[ Isoflavonas
|
|

compleja
Cumarinas : ple)
Catequinas
Xanthonas y =
benzofenonas Antiocianidinas \ ,

Figura 10 Ejemplos de compuestos fendélicos (Pefiarrieta et al., 2014)
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CAPITULO 11

2.1 HIPOTESIS
Los ingredientes no lacteos (Chia y Moringa), son fuentes de antioxidantes que pueden modificar

las caracteristicas de calidad del yogurt durante el almacenamiento en frio, pudiendo producir un
prototipo de alimento funcional.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la adicion de harina de Chiay extracto de Moringa en la composicion quimica,

actividad antioxidante in vitro, aceptacion sensorial y viabilidad de bacterias lacticas de un yogurt

durante su almacenamiento refrigerado.

2.2.2 Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de la adicion de harina de Chia y extracto de Moringa en la fermentacion y

almacenamiento refrigerado del yogurt (pH y acidez titulable).
e Determinar la composicion quimica y aceptacion sensorial del yogurt elaborado.
e Evaluar los cambios en la actividad antioxidante in vitroy el contenido de compuestos

fendlicos totales del yogurt elaborado durante su almacenamiento en refrigeracion.

e Evaluar la viabilidad de las bacterias acido lacticas y la concentracion de péptidos durante la

protedlisis del yogurt durante 0, 7, 14 y 21 dias a 4°C.
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CAPITULO 111

3.1 ESTRATEGIA DE TRABAJO

[ Ingredientes no lacteos ]
A v
[ Moringa oleifera ] [ Chia (Salvia
hispanica L)
Y A 4
Extracto seco (ES) Harina (H)
(0.1 %) (0.5 %)
I|I |||
\ - J
Mix (0.6 %)

(0.1% ES + 0.5%H)

Diagrama 1 Concentraciones de ingredientes no

lacteos empleadas en el estudio.

Estudio de almacenamiento

—{ Moringa J

— Chia J
Mix ’
— Control 1

[ Fermentacion

[ Adicion de ingredientes no lacteos ] [ Control ]

(o) (o) ()

[ Inocular cultivo lactico ]
[ Fermentacién ]
42- 45 °C

[ e J
Porcentaje de acido lictico

Diagrama 2 Proceso general de la elaboracion del yogurt

/ Analisis sensorial \

pH
Porcentaje de acido lactico
Composicion quimica proximal
Compuestos fenolicos totales
Actividad antioxidante (ABTS-DPPH)
Contenido de péptidos
Viabilidad de bacterias acido lacticas

\_ /
z

Tiempo
0,7, 14,21 dias

Diagrama 3 Analisis realizados durante el almacenamiento de los productos en estudio.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Ingredientes no lacteos

Extracto seco de Moringa. Las hojas de Moringa se recolectaron en la ciudad de Mérida, las cuales

se secaron a 90°C por 1 h, se pulverizaron en una licuadora alrededor de 1 min y se tamiz6 con un
colador de cocina; lo que se obtuvo se almaceno hasta su uso en envase de plastico en refrigeracion.
Para preparar los extractos, se tomaron 5 g de la harina y se colocaron en 200 mL de agua destilada.
La mezcla fue calentada permitiendo que esta alcanzara el hervor durante 5 min, se dejé enfriar
otros 5 min y se procedio a filtrar; lo obtenido del filtrado se evapor6 por 3 dias a una temperatura
de 50°C; hasta obtener el extracto seco (Caleja et al., 2016).

Harina de Chia. Se usaron semillas comerciales de la marca Xiomega Superfoods™ Las semillas

fueron pulverizadas en licuadora alrededor de 1 min y se tamizo con un colador de cocina; se

almaceno en refrigeracion hasta su uso en un envase de plastico en la obscuridad.
3.2.2 Preparacion del yogurt

Se preparo un yogurt tipo batido acorde a las especificaciones descritas por la NOM-181-SCFI-
2010, asi como en el manual interno de laboratorio de alimentos de origen animal. A continuacion,

se describen los pasos que se llevaron a cabo para la produccion de los yogures.

Estandarizacion de la leche. En la elaboracion del yogurt se us6 leche entera comercial que se

calent6 hasta 60°C. Se agregd leche en polvo con la finalidad de que la leche posea una mayor
concentracion de solidos, ayudando a que el yogurt tenga una mejor consistencia, favoreciendo el
proceso de la fermentacion. Se homogenizd hasta que se alcanzara una temperatura de 45°C

(temperatura de inoculacion).

Adicion de ingredientes no lacteos. Al alcanzar la temperatura de inoculacion, se adiciond de

manera separada 0.1% de extracto seco de Moringa, 0.5% de harina de Chia (porcentaje/100 mL
de leche) y se realizd una mezcla con ambos componentes (Mix); se elabor6 un Control, el cual no

contenia ninguno de estos componentes.

Inoculacién de cultivos lactico. Seguido de la adicion de los ingredientes no lacteos, se adiciono
de manera directa el cultivo iniciador liofilizado marca YOGURMET (Lactobacillus bulgaricus y

Streptococcus thermophilus). Se mantuvo a una temperatura de 42-45°C por un tiempo de 6 horas;
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al finalizar el tiempo de fermentacion, se puso en refrigeracion a 4°C para realizar los analisis

posteriores.
3.2.3 Preparacion del extracto acuoso

10 g de yogurt fueron homogenizados con agua destilada en una proporcién de 1:0.25 p/v. El pH
de la solucion fue ajustado a 4.0 con HCI 1.0M para reducir la solubilidad de la caseina que se
encuentra en la leche. La solucion se colocé en incubacion a 45°C por 10 min. Se centrifugd a 5000
rpm a 4°C por 10 min para remover las proteinas precipitadas de la leche. El sedimento se desechd
y se afiadio NaOH 0.5M para neutralizar el sobrenadante hasta alcanzar un pH de 7.0. Se centrifugd
nuevamente para lograr una mayor precipitacion de las proteinas y de las sales. El sobrenadante de
la segunda centrifugacion se utilizo en los analisis de los ensayos posteriores (Shori, Rashid, &
Baba, 2018).

3.2.4 Determinacion de pH y acidez titulable

El pHy laacidez titulable se midieron durante el proceso de fermentacion del yogurt; este se realizd
cada hora por 6 h en total. De igual manera, se midieron estos parametros durante los dias 0, 7, 14

y 21 de almacenamiento del producto.

pH. Se midié el pH con un potenciémetro HANNA HI220; se calibré con las soluciones buffer de

pH 7 y pH 4. Las muestras de pH se midieron directamente con el electrodo del potenciometro.

Acidez titulable. Se siguié la NOM-185-SSA1-2002, Productos y servicios. Mantequilla, cremas,

producto lacteo condensado azucarado, productos lacteos fermentados y acidificados, dulces a base
de leche. Especificaciones sanitarias, para determinar la acidez titulable de los yogures. Se tomaron
9 mL de yogurt y se disolvié con 9mL de agua destilada, se agregaron de 5-6 gotas de indicador
fenolftaleina y se procedio a titular con NaOH 0.1N hasta que la muestra vire a un color rosado
que se mantenga aproximadamente 30 segundos. EIl volumen gastado de NaOH se coloca en los

siguientes datos y asi poder obtener el porcentaje de acido lactico del producto.

(mL NaOH x 0.1 N x 0.09

) x 100
mL muestra
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3.2.5 Composicion quimica proximal
Los andlisis se realizaron de acuerdo con los métodos propuestos por (A.O.A.C, 1997).

Determinacion de la humedad. Determinacion gravimétrica de la pérdida de masa de la muestra

desecada hasta una masa constante en estufa de aire. Se introdujeron los crisoles a una estufa, a
una temperatura de 105°C hasta tener un peso constante. Se colocan en un desecador durante 20
min para su breve enfriamiento. Se pesan sin muestra y posteriormente se colocan 2 g de yogurt,
se colocan nuevamente en la estufa a 105 °C hasta que la muestra queda totalmente deshidratada;
se colocan en el desecador, se pesan y se determina su humedad por diferencia de peso (A.O.A.C,
1997).

(Pi — Pf)
% Humedad = (P—l) x 100

Donde:
Pi: Peso inicial de la muestra en gramos (HUmeda).

Pf: Peso final de la muestra en gramos (Seca).

Determinacion de Cenizas. El principio del método consiste en la incineracion de la muestra en un

horno a 550°C. La muestra previamente deshidratada se lleva a la mufla donde permanece a 550°C
durante 4 h; posteriormente se colocan en el desecador por 30 min, se pesan y se realiza el calculo

correspondiente (A.O.A.C, 1997):

100 )

% Cenizas = (P2 — P0) x (m

Donde:
PO: peso en gramos del crisol.
P1: peso en gramos del crisol conteniendo la muestra.

P2: peso en gramos del crisol y el residuo después de la incineracion.

Determinacion de grasas. Extraccion de la grasa de la muestra previamente hidrolizada y desecada,

por medio de hexano o éter de petroleo. En un cartucho de extraccion de celulosa se coloca la
muestra deshidratada con una capa ligera de algodon en la parte superior del cartucho, se colocan
en el extractor Soxhlet, se coloca un recipiente con éter de petréleo (80 mL) para cada muestra y

se procede a la extraccion, la cual consta de tres fases: inmersion, lavado y recuperacion. Concluido
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este proceso (que tarda aproximadamente 2 h), se procede a sacar los cartuchos de extraccion de
celulosa y se colocan en un desecador, para que absorban la humedad residual durante media hora,

finalmente se pesan. Célculo del porcentaje de grasa:

% Grasa = ( M

)x 100

Donde:

B = Peso del extracto de celulosa + muestra (antes de introducir al equipo).
A = Peso del extracto de celulosa + muestra (después de introducirla al equipo).
M = Peso de la muestra deshidratada

Determinacion de proteina (nitrogeno). La cantidad de proteina se determina a partir de su

contenido en nitrogeno. El principio del método consiste en el ataque del producto por H2SO4
concentrado, catalizado con CuSQO4 y Se, durante el cual el nitrogeno organico se transforma en
iones amonio, lo cual, en medio fuertemente basico, permite la destilacién del amoniaco, que es
recogido sobre H3BOz. La posterior valoracion con H2SOa, permite el calculo de la cantidad de

nitrogeno inicialmente presente en la muestra.

Digestion: Un gramo de muestra fresca se coloca en un tubo Kjeldahl de 300 mL, se agregan 20
mL de H2SO.4 concentrado y 2 pastillas de mezcla de cobre como catalizador de la reaccion. Los
tubos se colocan en el digestor, se tapan y se aumenta la temperatura al maximo, se enciende la
trampa de gases (Scrubber), se deja digerir hasta que la muestra se torne transparente, durante una
hora y treinta minutos; posteriormente, se deja reposar 30 min para que los gases se disipen;

finalmente se procede a la destilacion.

Destilacion: Se calibran las bombas dosificadoras de agua, de NaOH al 32 % y de H:BO3z al 4%.
Se ajusta el pH del equipo con los buffers amortiguadores 7 y 4. Se ajusta el pH del H:BO3 (4.65 -
4.7) y se introducen los datos del peso de las muestras que van a ser analizadas en la pantalla digital.

Se hace una limpieza con agua destilada y se empiezan a destilar las muestras.

Titulacion: Se titula automaticamente en el equipo utilizando H2S04 0.1N. Cuando se termina de
realizar la titulacion, en la pantalla se muestran los mL gastados en la valoracion, el % de nitrogeno
y el % de proteina.

Determinacion de fibra. La fibra cruda es la pérdida de masa que corresponde a la incineracion del

residuo organico que queda después de la digestion con soluciones de H>SO4 e NaOH en
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condiciones especificas. Se pesa la muestra deshidratada y desengrasada. Se coloca en un vaso
precipitado de 500 mL, se agregan 200 mL de H2SO4 al 1.25%, y se deja hervir por 30 min. Se
enfria y filtra; se lavar con 50 a 75 mL de agua hirviendo, repetir el lavado con 3 porciones de 50
mL de agua o hasta que cese la reaccion acida. Retornar el residuo al vaso de precipitado y agregar
200 mL de solucion de NaOH al 1.25% y hervir por 30 min, filtrar y lavar con 50 a 75 mL de agua
hirviendo, repetir el lavado con 3 porciones de 50 mL de agua o hasta que cese la reaccion bésica,

en papel filtro tarado, secar a estufa a 100°C durante 3 h aproximadamente.

100

% Fib (Papel filtro con la muestra seca — tara del filtro>
= *
oftora Peso de la muestra

3.2.6 Actividad antioxidante in vitro

Ensayo DPPH (1-Diphenyl-2-picryhydrazyl). El radical DPPH* se formé pesando 2.5 mg del
radical, el cual fue disuelto en 90 mL de metanol puro. La solucién se ajusta a una absorbancia de
0.7+ 0.02 con el mismo disolvente a una longitud de onda de 515 nm. En cuanto a la reaccion
quimica del DPPH, el radical se hizo reaccionar con el extracto acuoso del yogurt. Se ajusto el
blanco con metanol. En un tubo se colocaron 3.9 mL de la solucion de DPPH y 100 ul de extracto
acuoso. La disminucién absorbancia a 515 nm es medido a intervalos de 1 min por 5 min y luego
cada 5 min por 30 min hasta que se logre la estabilidad usando un espectrofotometro UV-Visible.

Método ABTS. Generacion del radical ABTS* a partir del precursor Acido 2,2’-azinobis (3-

etilbenzotiazolin)-6-sulfénico, el radical que se obtiene es catidnico y es un compuesto de color

verdeazulado, estable y que cuenta con un espectro de absorcion en UV-visible (Re et al., 1999).

Preparacion radical ABTS. Para liberar el radical ABTS™ se tomaron 10 mL de la solucién ABTS
y se adicionaron 40 ul de K2S>0g 70 mM para asi formar el reactivo ABTS". La mezcla se mantiene
en oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h para la formacion del radical. Esta solucion es
estable durante dos dias. La solucién de ABTS" se diluye con etanol para obtener una absorbancia
de 0.81 a 734 nm. Esto se consigue mezclando 2.5 mL de la solucién del radical con
aproximadamente 100 mL de etanol. Se realizo la curva con el reactivo Trolox a diferentes
concentraciones. Las lecturas se tomaron pasados los 7 min de interaccion entre el ABTS y la

muestra. Se utilizaron 1900 pl de ABTS por 100 pl de extracto acuoso del yogurt.
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3.2.7 Compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos fenolicos fue determinado usando el método de Wei et al., (2011), con
ligeras modificaciones. Se mezclaron 100 pl del extracto acuoso del yogurt con 100 pl de reactivo
Folin-Ciocalteu 1N, la mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se
agregaron 300 pl de Na2COs 1N a la mezcla, se agito en el vortex y se colocaron en incubacion a
temperatura ambiente durante 90 min. Pasado el tiempo se afiadié 1 mL de agua destilada para
completar la reaccion. Las muestras se leyeron a una absorbancia de 725 nm utilizando un
espectrofotometro UV-Visible. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico

(GAE) por 100g de muestra. Se utiliz6 acido galico como estandar (Cho et al., 2017).
3.2.8 Conteo microbiano de bacterias lacticas viables

Para el conteo de bacterias lacticas se usaron las placas 3M Petrifilm, el cual es un sistema que
elimina el oxigeno, creando un ambiente anaerdbico para la recuperacion de BAL
homofermentativas y heterofermentativas. Para la inoculacion se prepararon diluciones seriadas
(107) usando solucion salina al 0.9%. La placa se colocd en una superficie plana y nivelada, se
levanto la pelicula superior y se colocé 1 mL de dilucion en el centro de la placa Petri film, de
manera que la pipeta esté perpendicular al area de inoculacién; se procedio a bajar con cuidado la
pelicula superior, evitando la formacion de burbujas de aire. Colocar el difusor en el centro de la
placay presionar con suavidad, para poder distribuir la muestra uniformemente; esperar sin mover
la placa a que solidifique el gel. Incubar las placas con el lado transparente hacia arriba a 37°C por
48 h. El numero de colonias formadas después del tiempo de incubacion fueron expresadas en
unidades formadoras de colonias por mililitro de muestra (UFC/mL) usando la siguiente formula
(Shori et al., 2018).

Numero de colonias formadas x factor de dilucion de la muestra
UFC/ml =

1.0 ml de muestra

3.2.10 Método colorimétrico cadmio-ninhidrina para el ensayo de péptidos

Para la determinacion de la concentracion de péptidos en los yogures en estudio se us6 el método

colorimétrico modificado de ninhidrina (Doi, Shibata, & Matoba, 1981)

Para la preparacion del reactivo cadmio-ninhidrina, se pesaron 0.8 g de ninhidrina. Se disolvié en

80 mL de etanol absoluto; a esta solucion se le adiciono 10 mL de cido acético glacial. Finalmente
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se afladio 1 g de CdCl> disuelto en 1 mL de agua destilada. La solucion se mantuvo en agitacion
por 30 min y se procedid a filtrar. Se tomaron 50 pL de extracto acuoso del yogurt y se colocaron
en un tubo de ensayo (agitar previamente el extracto en un vortex), en el mismo tubo de ensayo se
colocaron 950 ul de agua destilada y se procedié a agitar en el vortex aproximadamente por 1 min;
pasado el tiempo se colocaron 2 mL del reactivo cadmio-ninhidrina (agitacion constante).
Finalmente se calent6 a 84°C por 10 min; posteriormente se enfrio a temperatura ambiente,
apareciendo un color rosado méas o menos intenso, que pone en manifiesto la reaccion. Las muestras
se leyeron a una absorbancia de 507 nm. De forma paralela se realiz6 un ensayo en blanco. Los
resultados se calcularon a partir de la curva patron obtenida con concentraciones conocidas de

leucina, expresados en mg Leucina por cada 100 g de muestra.

3.2.11 Analisis Estadistico.
Los andlisis fueron realizados por triplicado. Los valores obtenidos se expresaron como la media

+ desviacion estandar. Las diferencias estadisticas (p<0.05) fueron calculadas mediante una prueba
de ANOVA de una sola via por Duncan, utilizando STATGRAPHICS para Windows, 10.
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Cambios de pH y contenido de acido lactico (%) durante la fermentacion lactica 'y
almacenamiento de un yogurt enriguecido.
En el proceso de la fermentacion lactica para la elaboracidn del yogurt intervienen dos tipos de

bacterias lacticas (Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), el
primero es el encargado de iniciar la fermentacion y se desarrolla hasta un pH de 5.5, la acidez, el
consumo de oxigeno, la liberacion de sustancias volatiles (ejemplo: &cido férmico), crea
condiciones favorables para el desarrollo y crecimiento de Lactobacillus bulgaricus. Este ultimo
debido a su actividad proteolitica estimula el crecimiento de S. thermophilus liberando acidos
grasos y acetaldehido, el cual es uno de los compuestos constituyentes del aroma del yogurt (Vera,
2011). El desarrollo de ambas especies es temperaturas de entre 37 a 45 °C, capaces de soportar
medios acidos con pH cercanos a 4.0; al estar trabajando conjuntamente, estas bacterias tienen una
mayor capacidad de producir &cido lactico. En este caso se realizaron cuatro pruebas: un Control,
un yogurt incorporado con harina de Chia, un yogurt incorporado con extracto seco de Moringa y
la cuarta muestra es una mezcla entre estos dos primeros componentes (Mix). Para la elaboracion
de los productos, los ingredientes se adicionaron antes de inocular el cultivo lactico para dar inicio
a la fermentacién, debido a que segun lo reportado por El-Said et al., (2014) y Sun-Waterhouse,
Zhou, & Wadhwa, (2013)los compuestos afiadidos pre-inoculacion se descomponen en formas mas
pequefias, las cuales son més extraibles o estables durante la fermentacion del yogurt. En la Figura
11, se muestra los resultados obtenidos, donde existié cambios significativos en los valores de pH
y contenido de acidez (expresado como % de acido lactico) de los productos adicionados con los
ingredientes no lacteos. Los tratamientos Control, Chia y Moringa, alcanzaron pH de 4.85, 4.83 y
4.63 respectivamente; en cuanto a porcentaje de &cido lactico estos tratamientos alcanzaron valores
de 0.76, 0.70 y 0.90 % respectivamente. La disminucion de pH es debido a la produccion de acido
lactico, lo que provoca la estabilizaciéon de la caseina a pH 5.1 a 5.2, ocurriendo una completa
coagulacién a un pH de 4.6, debido a que en la coagulacion existe la estabilidad de las caseinas
provenientes de la leche, las cuales al inicio tienen una carga negativa, cuando sucede la
acidificacion de la leche, los iones de hidrogeno (+) del acido son absorbidos por las caseinas, por
lo que la carga negativa va disminuyendo y asi también la repulsion entre ellas. La coagulacién

empieza cuando la repulsion disminuye (Vera, 2011), llegando a la combinacion de la fermentacion
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alcanzando valores aproximados de 4.2 a 4.5 de pH y/o cuando se alcanza valores alrededor de
0.75-0.8 % de acido lactico (Mastellone, 2007). Aunado a esto Billard et al. 2007 reporto que el
factor mas importante para medir la capacidad de fermentacion de las bacterias, es el porcentaje de
acido lactico, ya que la produccién de acidos organicos, esta ampliamente relacionado con la

acumulacién de acidez titulable.
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Figura 11 a) pH b) Porcentaje de &cido lactico. Cambios de pH y porcentaje de &cido lactico del yogur
adicionado con los ingredientes no lacteos durante la fermentacién
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Los datos obtenidos en la muestra Mix (Figura 11), al comparar con las muestras Control, Chia 'y
Moringa, la muestra Mix, obtuvo un pH de 6.22 y un porcentaje de acidez de 0.46; al mismo tiempo
de fermentacion, por lo que se sugirio el aumento de sélidos totales (leche en polvo), debido que a
cuanto mayor sea el contenido de sélidos en la mezcla, se obtiene una mayor consistencia y
viscosidad del producto, propiedades que estan relacionadas con la disminucion de pH y la
formacion de acido lactico (Mart, 2003); al aumentar el contenido de solidos totales, generalmente
se incrementa la densidad de la red proteica, disminuyendo el tamafio de los poros, lo cual hace
que el agua se ligue firmemente al producto (Mastellone, 2007). Se propuso manejar tres
porcentajes de leche en polvo (6%, 6.5% y 10%), para la elaboracion del yogur Mix, se recomienda
que la adicion de leche en polvo no rebase del 10%, ya que si se afiade por encima de este rango
puede que el yogur obtenga un sabor indeseable a leche en polvo (Mart, 2003). Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 15 donde se demuestra que al porcentaje de 6.5% se alcanza un
pH de 4.8+0.007 y un porcentaje de acido lactico de 0.8 = 0.007 %, por lo que con esta prueba se

establecio que el porcentaje adecuado para elaborar el yogur Mix es el de 6.5% de leche en polvo.

Tabla 15 pH y porcentaje de &cido lactico con el aumento de solidos lacteos

6% 6.5% 10%

Tiempo % Acido % Acido % Acido

(min) PH Léctico PH lactico PH Léctico
0 6.53+0.00 0.30+0.00 6.49+0.00 0.29 +0.00 6.45+ 0.00 0.31+0.00
60 6.50 + 0.00 0.32+0.00 6.44+0.00  0.29+0.000 6.41+0.00 0.31+0.00
180 5.93+0.04 0.54 +0.01 6.35+0.00  0.30+0.000 6.02 £ 0.01 0.43+0.00
240 5.25+0.00 0.73+£0.51 5.27£0.00 0.61+0.00 5.14 £ 0.00 0.79+£0.05
360 5.06 + 0.00 0.75+0.00 4.87 +0.00 0.81+0.00 5.10+0.02 0.83+0.02

Durante el tiempo de almacenamiento (21 dias) ocurrié una post- acidificacion (Figura 12), se
observa una tendencia de aumento de &cido lactico conforme avanzaban los dias de
almacenamiento; en el caso del pH, se puede observar que este disminuy6 de manera paulatina,
destacando la produccion de &cido lactico. Este fendomeno segun Shori (2013) ocurre por la accion
metabolica residual de las bacterias lacticas del yogurt, la actividad de la B-galactosidasa que es
liberada por las bacterias lacticas para cortar a la lactosa sigue incluso activa a la temperatura de
almacenamiento refrigerado (0-5°); existiendo una acumulacion de acidos organicos, como el &cido
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acético, el &cido lactico y el acido butirico; de igual manera existe una acumulaciéon de
acetaldehido, acido férmico, los cuales son producidos por el cultivo iniciador del yogur como
subproductos metabolicos (Shori, 2013). Robinson (2011) reporto que después de 3 a 4 semanas
de almacenamiento en frio, se alcanzan condiciones de pH alrededor de 4.3-4.5, donde el
crecimiento y el metabolismo de S. thermophilus se ve inhibido por las condiciones &cidas
(Brabandere & Baerdemaeker, 1999).
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ingredientes no lacteos durante el almacenamiento
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4.1.2 Composicion quimica proximal y analisis sensorial
La composicion quimica proximal del yogurt se vio afectada ligeramente por la incorporacion de

ingredientes no lacteos en su formulacion, como se observa en la Tabla 16.

Tabla 16 Composicién proximal del yogur con ingredientes no lacteos

Muestra  Humedad (%0) Cenizas (%) Grasas (%) Fibra (%) Proteina (%)
Control 82.76 £ 0.24° 1.06 +0.01°¢ 8.32+0.85%® n.d* 430+0.26%
Moringa 82.99 + 1.29° 1.01+0.00° 530+1.682 n.d* 5.42+0.03°
Chia 83.47 £0.24° 1.00 +0.02° 11.82+1.47% 16.05+5.60 ° 5.70+0.16°
Mix 81.61+0.11% 0.09+0.00% 1425+192° 7.19+£0.772 5.75+0.13°

Letras diferentes entre columnas representan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos de acuerdo con Duncan (p< 0.05).
* No detectable

En la muestra Mix se tuvo como resultado un menor contenido de humedad del yogurt cuando se
compara con el Control (81.61 + 0.113 y 82.76 + 0.248 respectivamente). Este hecho, puede ser
explicado por la naturaleza seca de la harina de Chia y el extracto de Moringa, lo que provoca la
disminucion de humedad del yogurt. Por otro lado, al incorporar la harina de Chia, el yogurt mejoro
significativamente su contenido de grasa cruda y fibra. Esto era de esperarse ya que las semillas de
Chia se caracterizan por su alto contenido de grasa cruda (30-33 %) y fibra cruda (10-30%) (Segura
et al., 2014). Si comparamos los resultados obtenidos con los autores Jung et al. (2016), los cuales
adicionaron ginseng rojo a diferentes concentraciones, donde su mayor concentracion (2%), la
cantidad de proteina, grasas, humedad y ceniza fue de 4.73+0.30, 2.60+0.16, 84.43+£0.15 y
0.95+0.01 respectivamente, se loga observar que el yogurt con Chia y el yogurt Mix, tuvieron un
mayor porcentaje de grasa y fibra. Los valores de composicidén quimica del yogurt reportados en
este trabajo se encuentran dentro de los limites permisibles que maneja la Norma Oficial Mexicana
NOM-181-SCFI1-2010, Yogurt-Denominacion, especificaciones fisicoquimicas y microbioldgicas,

informacién comercial y métodos de prueba (Tabla 17).

Tabla 17 Especificaciones fisicoquimicas del yogurt segin la NOM-181-SCFI-2010

Contenido Método de Prueba
Proteina Lactea. Minimo 2,9% Determinacion de Proteina por Micro-Kjeldahl conforme a la NOM-
(% m/m) 155-SCFI-2003, numeral 8.5
Grasa Butirica. Maximo Método de Caracterizacion de acidos grasos conforme a la NMX-F-490-
(% m/m) 15,0% 1987, (1987), Método para grasa butirica conforme a la NOM-086-

SSA1-1994, (1994)Apéndice normativo C inciso 1.2 Hidrdlisis alcalina
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Acidez titulable Minimo 0,5% Método de prueba de bacterias que fermentan los productos, del
expresada % Acido numeral 8 de la NMX-703-COFOCALEC-2004 0 NOM-185-SSA1-
Lactico (% m/m) 2002, (2010) Apéndice normativo A inciso 1
Sélidos Lacteos no Minimo Determinacion de Sélidos no grasos conforme a la NOM-155-SCFI-

grasos 8,25% 2012, (2012), numeral 8.4
En cuanto a la evaluacion sensorial, el yogurt adicionado con Moringa, el yogurt adicionado con

Chia, el yogurt Mix y la muestra Control se clasificaron en términos de olor, color, sabor, textura
y aceptacion general, los resultados se presentan en la Tabla 18. Los puntajes bajos representan el
menos deseable y los puntajes altos representan los rasgos mas deseables (me gusta
extremadamente (9) a me disgusta extremadamente (1), una puntuacion de 5 representa ni me gusta

ni me disgusta).

Tabla 18 Evaluacién sensorial de yogures adicionados con ingredientes no lacteos

Aceptacion
Muestra Olor Color Sabor Textura
General
Control 6.84+1.03° 7.42+091° 6.20+1.24° 6.95+101°P 6.75+0.852
Moringa 6.80+1.04° 7.40+098° 491+1.47°% 7.07+085° 6.15+1.36°
Chia 6.78+1.06° 6.76 +1.17°2 478+150¢% 6.13+1.392 6.04+132°
Mix 6.27 +1.42% 6.93+1.15% 5.95+151°P 6.82+101°P 595+151°P

Letras diferente entre columnas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos segiin Duncan (p<0.05)

El yogurt Mix tuvo los puntajes mas bajos en los aspectos de olor, textura y aceptacion general. En
cambio, en términos de sabor recibi6 un puntaje mas alto (5.95+1.51) a comparacion de los yogures
adicionados con Moringa y Chia (4.91 + 1.47 y 4.78 + 1.50 respectivamente). En el caso del yogurt
adicionado con Moringa la puntuacion baja en el aspecto del sabor es debido a la astringencia
caracteristica de la hoja de Moringa, causa de compuestos como los taninos, los cuales son
conocidos por aportar astringencia a algunas bebidas fermentadas como son los vinos. En cuanto
al aspecto de textura el yogurt adicionado con Moringa y el yogurt Mix tuvieron mayor puntaje, al
igual que la muestra Control. Se dice que diferentes fuentes naturales mejora la textura y la
viscosidad del yogurt, Cho et al., (2017), reportaron que el uso de polvo de oliva verde mejora
significativamente la textura y viscosidad del yogurt, a causa de la fibra cruda que posee el olivo,
por lo que se siguiere que la fibra que contienen la Moringa y Chia, genera que el producto adquiera
una mejor textura y aceptacion del producto. En color, las muestras mas representativas fueron
Control y Moringa con puntajes mas altos (7.42 + 0.916 y 7.40 + 0.981 respectivamente). También

es importante rescatar que la adicion de estos ingredientes, son una opcion viable como alimento,
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ya que los puntajes obtenidos estan por arriba de la media que maneja la escala heddnica, cabe
mencionar que los comentarios por parte de los panelistas fueron positivos acerca de los

tratamientos presentados.

4.1.3 Compuestos fenolicos totales y actividad antioxidante in vitro durante el tiempo de
almacenamiento.
De manera general, dentro de cada periodo de almacenamiento se mostré un aumento del contenido

de compuestos fendlicos totales (CFT) cuando se utilizaron los ingredientes no lacteos (Figura 13).
Letras diferentes en dias de almacenamiento indican diferencias significativas entre tratamientos
segun Duncan (p<0.05).
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Figura 13 Contenido total de polifenoles durante el almacenamiento de yogur adicionado con ingredientes
no lacteos

El contenido de CFT aumentd gradualmente para todas las muestras durante el almacenamiento.
Particularmente, el yogurt Mix, el cual mostré el contenido de CFT mas alto (313.80+15.71 mg
EAG/g yogurt), seguido del yogurt adicionado con Chia (259.56 +6.15 mg EAG/g yogurt) al final
del almacenamiento. El aumento de CFT de los productos adicionados con ingredientes no lacteos
puede explicarse por el contenido de compuestos bioactivos que se encuentran de manera natural
en la Chia y Moringa, como son los flavonoides (quercetina, kaempferol) y los acidos
hidroxicinamicos (&cido galico, cafeico y clorogenico) (Kobus, Taczanowski, & Kmiecik, 2019;
Nouman et al., 2016). En el caso del yogurt Control el aumento CFT durante el almacenamiento,
se refleja la presencia de compuestos relacionados con la descomposicion de las proteinas de la

leche, en este caso, el aminoacido tirosina, posee en su estructura una cadena lateral fendlica, la
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cual incrementa el contenido total de compuestos fendlicos del yogur (Sung et al., 2015). Se ha
reportado en numerosos informes que el reactivo Folin-Ciocalteu, reacciona con otras moléculas a
parte de los polifenoles, (Prior, Wu, & Schaich, 2005) de los cuales se incluyen proteinas,
carbohidratos, aminoacidos, nucleotidos, algunos acidos grasos, aldehidos y cetonas (Everette et
al., 2010). Bastola et al. (2017) reporto que, dentro de los acidos organicos, que reaccionan con
Folin-Ciocalteu, esta el acido formico y dentro de los aminoacidos se encuentran la tirosina, el
triptéfano y la cisteina. Se indica que una proteina o péptido interfiere en la determinacion de
compuestos fenolicos solo cuando contienen altos porcentajes de tirosina y triptofano, esta
interferencia es debido a la presencia de un hidroxilo altamente ionizable en el caso de la tirosina,
en el caso del triptéfano existe la presencia de un grupo imino, que son los que interactlan
fuertemente con el reactivo Folin-Ciocalteu. Otra posibilidad de que el aumento del CFT de los
yogures puede explicarse, es a la utilizacién microbiana de acidos fenélicos como el acido ferulico
y p- cumarico durante el proceso de la fermentacion y la post acidificacion, conduciendo a una
produccion de acidos fenolicos como el acido vinilico o p-hidroxibenzoico, antes de que la

estructura del anillo aromatico se rompa (Blum, 1998).

En el caso de la actividad antioxidante por el método de ABTS, al final del almacenamiento, los
yogures adicionados con ingredientes no lacteos mostraron actividades antioxidantes mas altas que
el yogurt Control. Este hecho se observa en la Figura 14. En particular el yogurt Mix el cual obtuvo
un porcentaje de inhibicion de 97.03+1.11 seguido del yogurt adicionado con Chia (93.35+1.26).
De acuerdo con (Velioglu, Mazza, Gao, & Oomah, 1998), las mayores actividades antioxidantes
de los yogures es debido a la adicion de extractos de plantas, en este caso , la semilla de Chiay la
Moringa aportan ciertos compuestos bioactivos (flavonoides), que tienen la capacidad de
reaccionar con el reactivo de ABTS. Se puede mencionar que los resultados obtenidos en el
porcentaje de captacion de radicales; se relacionan con los resultados CFT. Everette et al., (2010),
describe que el método de Folin-Ciocalteu y el método de ABTS (Dudonng, Vitrac, Coutiere,
Woillez, & Meérillon, 2009), tienen una cierta relacion, debido a que el método FC implica la
transferencia de un solo electrén (SET), se cree que un Unico electrén se transfiere desde el sustrato,
probablemente un fenol al Mo (V1) acomplejado en el reactivo. En este proceso, Mo (V1) se reduce
a Mo(V) (Prior et al., 2005). Si este mecanismo es correcto, se espera que el producto inicial de la
reaccion a partir de un sustrato fenélico sea una semiquinona, Las semiquinona se han identificado

como el producto inicial tras la reaccion de los fenoles con el cation radical del ABTS.
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Figura 14 Actividad antioxidante durante el almacenamiento de los yogures adicionados con ingredientes
no lacteos por el método ABTS

Por otro lado; los resultados de actividad antioxidante por el método de DPPH se muestran en la
Figura 15. Las actividades antioxidantes de los tratamientos en el ensayo presentaron variaciones
durante los 21 dias de almacenamiento.

m Control mMoringa = Chia mMix

c
c
b b
b A b
a a
b
a a I b
a
I ‘ | I a ' I
x |
0 7 14 21

Tiempo almacenamiento (dias)

N W
o O

N
o

[EnN
o

6]

Captacion de Radicales (%0)
-
(6]

o

Figura 15 Actividad antioxidante durante el almacenamiento de los yogures adicionados con ingredientes
no lacteos por el método DPPH

Letras diferentes en dias de almacenamiento indican diferencias significativas entre tratamientos segun
Duncan (p<0.05).
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Los tratamientos adicionados con Moringa (Mix y Moringa) resultaron con una mayor actividad
antioxidante en el ensayo de DPPH, que el Control y el yogurt adicionado con Chia. Los mayores
porcentajes de captacion de radicales del yogur adicionado con Moringa se obtuvo en el dia 14 de
almacenamiento (23.15+0.91), mientras que el yogurt Mix lo obtuvo en el dia 7 de almacenamiento
(20.50+0.28). Diversos autores plantean que el aumento de la actividad antioxidante es debido a
los metabolitos secundarios presentes en las plantas (compuestos bioactivos), en este caso la
Moringa posee metabolitos como los flavonoides (catequina, rutina, quercetina) y algunos acidos
hidroxicinamicos (&cido galico, cafeico y clorogenico) (Caicedo etal., 2019). Aunado a esto, segun
lo reportado por (Amirdivani & Baba, 2011) y (Sengiil, Erkaya, Sengil, & Yildiz, 2012), aquellos
yogures que estan elaborados a base de plantas, presentan una alta actividad antioxidante a partir
del dia septimo de almacenamiento; sin embargo las variaciones que pueda tener la actividad
antioxidante en el ensayo de DPPH depende de varios factores, uno de ellos, es que aquellas
moléculas con mayor peso molecular que se puedan encontrar en la matriz de la muestra en estudio,
no pueda reaccionar con el radical DPPH, ya que las moléculas de menor peso molecular tienen un
menor impedimento estérico para reaccionar con el radical (Mateos, 2013; Prior et al., 2005); otro
factor que puede influir en la lectura de actividad antioxidante por este método, es que debido a
que el DPPH es un radical de hidrogeno estable, no tiene afinidad con los radicales peroxilo
implicados en la peroxidacion lipidica; esto quiere decir que aquellos antioxidantes que reaccionan
rapidamente con los radicales peroxilos pueden reaccionar lentamente o incluso ser inertes en el
DPPH, debido a la insaciabilidad estearica (Prior et al., 2005).

4.1.4 Viabilidad de bacterias acido lacticas y concentracion de péptidos durante el tiempo
de almacenamiento.
La viabilidad de las bacterias &cido-lacticas se determind por medio de conteo en placa, expresando

los resultados en unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Los resultados
obtenidos en el estudio de almacenamiento se muestran en la Figura 16. La viabilidad de las
bacterias lacticas se vio significativamente afectadas por la adicion de los ingredientes no lacteos
en el tiempo de almacenamiento. EIl yogurt adicionado con Moringa presento un incremento del
contenido de bacterias lacticas hasta el dia 14 (3.0x10” UFC/mL) a comparacion del Control.
Mientras tanto los yogures compuestos por Chia presentaron una diminucién en el contenido de

UFC conforme avanzaba el tiempo de almacenamiento.
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Figura 16 Cambios en el conteo de bacterias acido-lacticas durante el almacenamiento de los yogures
adicionados con ingredientes no lacteos
Letras diterentes en dias de almacenamiento Indican diterencias significativas entre tratamientos segun

Duncan (p<0.05)

El aumento de la viabilidad microbiana del yogurt adicionado con Moringa, es atribuido a que
algunos cultivos lacticos tienen la capacidad de usar compuestos (pequefios péptidos, vitaminas o
minerales), durante su crecimiento en la fermentacion y el almacenamiento (Lin, Hua, Xu, Li, &
Ma, 2016). Se ha descubierto que algunos compuestos provenientes de las plantas como los
azucares reductores y algunos acetatos tienen la capacidad de aumentar la viabilidad bacteriana en
los productos lacteos (Shori, 2013). Un ejemplo de este fendmeno, es el estudio que presento (Ye,
Liu, Zhang, Yang, & Wang, 2012), donde se menciona que el uso de Te de Litsea coreana L en
un yogurt, aumenta de manera significativa el nimero de bacterias lacticas e incluso existe una
mejora en las caracteristicas sensoriales (Lin et al., 2016). Por lo que se presume que los
compuestos aportados por la Moringa aumentan el crecimiento de las bacterias lacticas del yogurt
los primeros 14 dias de almacenamiento en frio. Por otro lado, la diminucion de la viabilidad
bacteriana en el yogurt adicionado con Chia y el yogurt Mix , es atribuible a la acumulacion de
acidos organicos (acido lactico), a los niveles de oxigeno disuelto y al peréxido de hidrogeno
(Donkor, Henriksson, Vasiljevic, & Shah, 2006) ;(Lin et al., 2016). De igual forma (Robinson,
2011) menciona que existe una disminucion en la viabilidad de S. thermophilus cuando las
condiciones de pH, llegan a alcanzar los valores de 4.3 — 4.5 en la tercer o cuarta semana de
almacenamiento. Por lo tanto; la reduccion del numero de UFC durante el almacenamiento del

yogurt adicionado con Chia y el yogurt Mix es atribuido a la post acidificacion en el
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almacenamiento. En los resultados presentados anteriormente en este apartado, el yogurt Mix y el
yogurt adicionado con Chia obtuvieron los valores més altos en el porcentaje de acido lactico, asi

como en los valores bajos de pH.

En cuanto al contenido de péptidos en el yogurt Control, el yogurt adicionado con Chia 'y Moringa
y el yogurt Mix, durante el almacenamiento, la concentracion peptidica se expresd en miligramos
de leucina por cada 100 gramos de yogurt (mg Leucina/100g Yogurt). Los resultados se observan

en la Figura 17.
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Figura 17 Concentracion de péptidos durante el tiempo de almacenamiento de los yogures tratados
durante el almacenamiento a 4°C

Letras diferentes en dias de almacenamiento indican diferencias significativas entre tratamientos segun

Duncan (p<0.05

El yogurt Control y el yogurt adicionado con Moringa presentaron valores bajos de concentracion
de Leucina (22.31+1.17 y 19.03+0.24 respectivamente) al final del almacenamiento, mientras que
el yogurt Mix y el yogurt adicionado con Chia, presentaron las concentraciones mas altas (34.71+
1.33y 27.94+0.43 respectivamente). Varios autores mencionan que el yogurt es una fuente rica de
péptidos bioactivos, que se forman durante el proceso de fermentacion, los cuales pueden contar
con cierta actividad antioxidante (Muniandy et al., 2016). La protedlisis de la leche por la accién
de las bacterias acido lacticas, esta altamente asociada a la degradacién de la proteinas por las
proteinasas en polipéptidos que pueden incluso degradarse aun mas en péptidos de pesos
moleculares pequefios y aminoacidos libres (Shori et al., 2018), de igual forma la protedlisis puede
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dar lugar a la formacion de compuestos bioactivos como los acidos fendlicos, algunas isoflavonas
y flavonoides (Shori, 2013).

4.2 CONCLUSION

El presente trabajo demuestra como el uso de ingredientes no lacteos (Moringay Chia), se emplean
efectivamente en la produccion de un yogurt fortificado con compuestos bioactivos con
propiedades antioxidantes. El yogurt Mix presento mayor contenido de compuestos fendlicos
totales y mayor actividad antioxidante (ABTS y DPPH), seguidos del yogurt adicionado con Chia
y el yogur adicionado con Moringa respectivamente. En el caso del yogurt Control, la presencia
significativa de compuestos fenolicos y actividad antioxidante, es debido a la manifestacion de

péptidos generados en la protolisis de las bacterias lacticas durante el almacenamiento.

La adicién de ingredientes no lacteos en el yogurt afecto de manera significativa las caracteristicas
de pH y acidez titulable durante la fermentacion y el almacenamiento, especialmente en el yogurt
Mix, donde el proceso de fermentacion fue mas lento en comparacion con el yogurt con Chiay el
yogurt con Moringa; por lo que se optd por un aumento de solidos totales (6.5 % p/v leche en
polvo), se sabe que el aumento de solidos ayuda a la consistencia y viscosidad, propiedades
relacionadas con la disminucion de pH y la formacion de acido lactico. En el periodo de
almacenamiento, los yogures adicionados con ingredientes no lacteos presentaron una disminucién
de pH y un aumento del porcentaje de acido lactico al final del almacenamiento; especialmente el

yogurt Mix y el yogurt con Chia.

En cuanto a la composicion quimica proximal, la incorporacion de estos componentes aportd
significativamente al valor nutricional de los yogures, existiendo un aumento en el contenido de
fibra, proteina y acidos grasos. El contenido quimico proximal de los productos elaborados con

ingredientes no lacteos estan dentro de la normativa NOM-181-SCFI-2010.

En el analisis sensorial de los productos la presencia de la Moringa y Chia tuvo una influencia
significativa en las caracteristicas de olor, color, sabor, textura y aceptacion general, en este tltimo
se obtuvo un puntaje cercano a 6 de la escala hedonica de 9 puntos, correspondiente a un “Me gusta

ligeramente”.

La viabilidad de las bacterias lacticas al final del almacenamiento disminuyo en todos los

tratamientos. Se destaca el yogurt adicionado con Moringa, ya que existi6 una mejora en la
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viabilidad microbiana en comparacion al Control los primeros dias de almacenamiento.
estableciendo que la Moringa es una alternativa para enriquecer el crecimiento celular de las

bacterias acido-lacticas.
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ANEXOS

Materia primay productos finales

Materia prima

Harina de Moringa

Producto Final

Extracto Seco (ES) de
Moringa

Harina de Chia

-

Yogur Control

Yogur adicionado con
Moringa (ES 0.1%)

Yogur adicionado con
Chia (0.5%)

Yogur Mix

(0.1% Moringa + 0.5%
Chia)
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Escala heddnica de 9 puntos

Tabla 19 Escala hedonica

Puntaje Categoria Puntaje Categoria
1 me disgusta extremadamente 6 me gusta levemente
2 me disgusta mucho 7 me gusta moderadamente
3 me disgusta moderadamente 8 me gusta mucho
4 me disgusta levemente 9 me gusta extremadamente
5 no me gusta ni me disgusta

Curvas patron

Curva patron de Acido Galico para determinar CFT
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Figura 18 Curva patron equivalente a acido galico
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Curva patron de Leucina para determinar concentracion peptidica
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Figura 19 Curva patron de Leucina
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