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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo disefiar una mezcla de culti-
VOS con cepas puras para la obtencion de leche de cabra
deslactosada y fermentada con caracteristicas probioticas.
Para la preparacién de las mezclas se emplearon: leche de
cabra descremada pasteurizada a 85 °C por 30 min y
deslactosada; las cepas probidticas de Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus paracasei spp. paracasei y
Bifidobacterium bifidum de la firma Chr Hansen. Se usé un
disefio de superficie de respuesta con las restricciones si-
guientes: L. acidophilus y L. paracasei entre 10260 %y B.
bifidum entre 0 a 50 %. Las variables de respuesta fueron la
viabilidad y aceptabilidad. La incubacion se realiz6a40+ 1 °C.
Se obtuvo como mejor formulacion la compuesta por 55 % L.
acidophilus, 35 % de L. paracasei y 10 % B. bifidum, con
aceptabilidad de me gusta y caracteristicas probidticas.
Palabras clave: leche de cabra, mezcla de cultivos,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,
Bifidobacterium bifidum.
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ABSTRACT

Design of mix starter culture to obtain lactose
free and fermented goat milk with probiotics
characteristics

The objective of this work was to design a mixture of cultures
with pure strains to obtain goat milk, which is lactose-free
and fermented with probiotic characteristics. For the
preparation of the mixtures: pasteurized goat milk pasteurized
at 85 °C for 30 min and delaminated; the probiotic strains of
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracaseis spp.
paracasei and Bifidobacterium bifidum of the firm Chris
Hansen. A response surface design was carried out with the
following restrictions: L. acidophilus and L. paracasei
between 10 to 60% and B. bifidum between 0 to 50%. The
response variables were viability and acceptability.
Incubation was carried out at 40 + 1 °C. The best formulation
was composed of 55% L. acidophilus, 35% de L. paracasei
y 10% B. bifidum, with likable acceptability and probiotic
characteristics.

Keywords: Goat milk, culture mix, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium bifidum.

INTRODUCCION

Los probidticos se definen como microorganismos vi-
vos que ingeridos en cantidades adecuadas ejercen un
efecto beneficioso para la salud del consumidor (1).
Las caracteristicas que debe cumplir un probiético para
ser suplementado a través de alimentos incluyen que la
cepa debe ser preferentemente de origen humano, te-
ner estabilidad ante &cidos y sales biliares para garan-
tizar su supervivencia en el tracto gastrointestinal, ser
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estable frente a enzimas proteoliticas, capaz de adhe-
rirse a las superficies epiteliales del intestino, colonizar
el tracto gastrointestinal humano, producir componen-
tes antimicrobianos, presentar antagonismo a bacterias
patdgenas, tener efecto benéfico en la salud
clinicamente demostrado, permanecer vivo y estable
durante el proceso y almacenamiento de los alimentos,
cumplir con una seguridad demostrada en alimentos y
en uso clinico, debe aportar propiedades organolépticas
aceptables, o no modificar las del producto original (2).

Entre las cepas mas utilizadas para la elaboracion de
alimentos se tienen: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus paracasei y Bifidobacterium bifidum.
L. acidophilus es una bacteria tipica del intestino,
la caracteriza su resistencia a la acidez gastrica y
sales biliares, su tasa de supervivencia en el tracto
gastrointestinal se estima entre un 2y 5 % y alcan-
za concentraciones suficientes en el colon de 10° a
108 ufc/mL, se ha reportado con temperatura dptima
de crecimiento alrededor de los 37 °C y como méxima,
de 43 a 48 °C (3). Entre los beneficios que aporta esta
bacteria a la salud se enumeran los siguientes: equili-
brar la microbiota intestinal, efectos sobre el sistema
inmunitario, reduccion de la actividad enzimatica pro
cancerigenas, control de diarrea (4, 5).

L. paracasei es un lactobacilo heterofermentativo, fer-
menta hexosas como las contenidas en la lactosa y
fructosa transformandolas en acido lactico, también
actlia sobre las pentosas para obtener como productos
finales una mezcla de acidos orgénicos entre ellos el
acido aceético, metaboliza el citrato a compuestos tales
como diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol, los cuales
imparten aroma a los productos fermentados (4). En-
tre los beneficios que se reportan de este microorga-
nismo se tienen los siguientes: previene la colonizacion
por microorganismos patégenos mediante el mecanis-
mo de boqueo de receptores especificos (adherencia)
y competencia de nutrientes, actividad antimicrobiana
mediante la produccion de sustancias como son peroxido
de hidrégeno, bacteriocinas y &cidos organicos (5).

B. bifidum son bacilos pleomorficos que se presentan
individualmente, en cadenas o en grupos, las células no
tienen capsula y no forman esporas, no son moviles ni
presentan filamentos, son anaerobios, algunas especies
de bifidobacterias pueden tolerar el oxigeno Unicamen-
te en presencia de CO,, se reporta como temperatura
Optima para el crecimiento entre 35 a 39 °C, son

heterofermentativas. Constituye una de las especies
predominantes del colon, las cuales se encuentran pre-
sentes en niveles que van desde 108 a 10™* bacterias/g
de material del colon (6).

Entre los beneficios a la salud informados se encuen-
tra ladisminucion de la actividad de la B-glucoronidasa,
pero no de las otras enzimas que se asocian con el
cancer de colon, efecto positivo sobre la funcion intes-
tinal (5).

El género Bifidum durante su transito en el intestino
produce &cidos organicos como el lactico y el acético,
secrecion de enzimas, bacteriocinas e incluso
antibioticos. Estimula el sistema inmunoldgico y acu-
mula metabolitos especificos que determinan su ac-
cion probidtica por su adhesion al epitelio intestinal,
produce biopeliculas las cuales tiene una funcion de
defensa a las bacterias patégenas. Ademas, produce
vitaminas como la BB, B,yB,Yy aminoacidos como
alanina, valina, &cido aspartico, treonina.

Se ha reportado que el consumo de leche fermentada
con Bifidobacterium (10° ufc/g) tuvo efecto sobre la
disminucidn del colesterol total en el suero sanguineo,
por la produccion de hidroximetil glutaril — CoA
reductasa, sustancia que se encuentra involucrada en
la sintesis del colesterol (7).

En la actualidad se ha informado el disefio de mezclas
de cepas de bacterias probidticas para la produccion
de leche hidrolizada con HA-Lactasa 5200 y fermen-
tada, la mezcla estuvo compuesta por Bifidobacterium
breve 66,66 %, Lactobacillus acidophilus 16,66 % y
Lactobacillus rhamnosus 16,66 %, la misma presen-
t6 muy buenas caracteristicas probioticas (8).

Este trabajo tuvo como objetivo disefiar una mezcla de
cultivos con las cepas puras para la obtencién de leche
de cabra deslactosada y fermentada con caracteristi-
cas probioticas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé leche de cabra del cruce Anglo-nubian con la
criolla proveniente de la hacienda Young Living ubica-
da en Chongon — Guayaquil, Ecuador. La leche cruda
de cabra cumplié con los indicadores establecidos por
la norma ecuatoriana (9).
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Para la hidrdlisis de la lactosa se utilizd la enzima Safera
Pure 6500 L de la marca Novozymes. Para la prepara-
cion de las mezclas de cultivos se emplearon las cepas
puras Lactobacillus acidophilus LA — 5, Lactobacillus
casei spp. paracasei y Bifidobacterium bifidum
ABY-3, de la marca CHR Hansen.

A la leche pasteurizada se le realizaron los controles
microbiol6gicos siguientes: microorganismos aerobios
mesofilos (10), coliformes (11), deteccién de
Listeria monocytogenes/25 g (12), deteccidn de
Salmonella/25 g (13) y Escherichia coli (14).

Para el control de la hidrdlisis de la lactosa se midio el
punto de congelacion con el crioscopio Funce Gerber
Cryostar | (15) y se calculd el grado de hidrolisis me-
diante las ecuaciones siguientes:

Y — 537

HO ==

Y =H=1000

Ho= =€
F

f =0,9658

Donde: H (%) - grado de hidrolisis; H° - grado Horvet;
f - factor de conversion.

El conteo de microorganismos probioticos se realizé en
agar MRS para el género Lactobacillus y agar BL para
B. bifidum. Las placas fueron incubadas en condicio-
nes anaerdbicas a 37 = 1 °C durante 48 h (16).

Para la simulacion de barrera gastrica in vitro se rea-
liz6 la barrera de acidez a diferentes valores de pH (3
y 2) con una exposicion de 2 h; el ajuste del pH se hizo
con HCI 6 M vy se realizaron dos repeticiones, en la
primera prueba se construyeron los estandares de
McFarland 9 y 10 con un equivalente entre 10%a
10° ufc/g. Para el anélisis de la resistencia a las
sales biliares la concentracion de bilis utilizada fue
de 3 % con una exposicidn de 2 h, posteriormente
se hizo el conteo de los microorganismos (16).

Para la aceptabilidad de las formulaciones se utilizaron
30 personas conocedores del producto (17) con el uso
de una escala hedonica que fue de uno a siete puntos
(me disgusta extremadamente a me gusta extremada-
mente) para evaluar la intensidad de agrado (18).

Para obtener la matriz del disefio de mezcla se aplico
el programa Design Expert ver. 8.01 (Stat-Ease, Inc.,
Minneapolis, MN) con las restricciones de L.
acidophilus y L. paracasei entre 10 a 60 % y B.
bifidum entre 0 a 50 %, este disefio arrojé 14 experi-
mentos. Como variables de respuesta se tomaron la
viabilidad de los microorganismos probi6ticos y la
aceptabilidad.

Para la preparacion de los cultivos madre se emplea-
ron las cepas puras probidticas de L. acidophilus, L.
paracasei y B. bifidum, para la activacion de cada
cepa se empleo leche de cabra descremada y pasteu-
rizada a 85 °C por 30 min, después de enfriada se ino-
culd con la cepa puray se incub6 a 40 £ 1 °C, se man-
tuvo la fermentacion hasta alcanzar pH dptimo entre
4,5 a 4,8 (acidez superior a 60 °D), seguidamente se
refrescaron y se pasaron a refrigeracion a temperatu-
rade4 +1 °C para su posterior uso.

Cada unidad experimental fue de 2 L de leche de ca-
bra descremada pasteurizada a 85 °C durante 30 miny
deslactosada a 35 °C y concentracion 0,06 g/L con un
grado de hidrolisis mayor del 99 %. La leche fue ino-
culada con un 3 % de la mezcla del cultivo madre se-
gun el experimento correspondiente. La incubacion se
realiz6 a40 £ 1 °C'y la fermentacion se dio por termi-
nada cuando se alcanzd la acidez de 60 °D de &cido
lactico. El producto fermentado se sometio a refresca-
miento para posteriormente ser refrigeradoa 4 + 1 °C.
Los andlisis se realizaron después de las 24 h de la
fermentacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 presenta los indicadores microbioldgicos
controlados a la leche pasteurizada para ser utilizada
en lapreparacion de los cultivos, los mismos cumplieron
con lo establecido en la norma ecuatoriana vigente (19).

La Tabla 2 refleja los resultados del disefio de las mez-
clas de cultivo. La aceptabilidad de la mayoria de las
formulaciones fue calificada de me gusta con excepcion
de la formulacidn cinco que fue de ni me gusta ni me
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Tabla 1. Indicadores microbiolégicos de leche estandarizada pasteurizada

Indicador controlado Valor medio
Recuento de microorganismos meséfilos (ufc/mL) Menor a 1
Recuento de coliformes (ufc/mL) Menor a 1
Deteccidn de Listeria monocytogenes (ausencia/25 g) Ausencia
Deteccion de Salmonella (ausencia/25 g) Ausencia
Recuento de E. coli (ufc/mL) Menor a 1

Tabla 2. Resultados de la aceptabilidad y viabilidad de las formulaciones

Formulacion L p?g/? ;: asel L. ac'(%z)p hilus B, b'(fol/g)um Aceptabilidad [Io\él?t?fltlzll(rjﬁf)]
1 60,0 25,0 15,0 51 10,3
2 25,0 25,0 50,0 4,7 9,7
3 36,6 36,6 26,6 4,9 10,3
4 10,0 60,0 30,0 5,0 11,2
5 60,0 40,0 0,0 4,5 11,0
6 40,0 10,0 50,0 53 9,5
7 36,6 36,6 26,7 4,7 9,9
8 60,0 10,0 30,0 4,9 10,1
9 40,0 60,0 0,0 4,8 11,9
10 60,0 10,0 30,0 53 9,9
11 10,0 40,0 50,0 5,2 10,1
12 40,0 60,0 0,00 5,0 11,6
13 10,0 60,0 30,0 5,0 11,1
14 25,0 60,0 15,0 4,8 11,2

disgusta. La aceptabilidad entre las 14 formulaciones
no presentd diferencias significativas, por lo que no
resulto una variable para la seleccion.

Todas las formulaciones presentaron viabilidad [log (ufc/mL)]
por encima de nueve lo que se puede calificar de muy
buenos valores.

Al procesar los resultados mediante disefio de superfi-
cie de respuesta se obtuvo un modelo lineal con un R?
de 0,79, donde resultaron significativas solo las varia-
bles lineales. Para la busqueda de la mejor formulacién
se aplicd la solucion numérica con las restricciones de
viabilidad log (ufc/mL) entre 10y 11,6.

Como resultado se seleccionaron tres soluciones equi-
valentes con la mayor viabilidad estimada por estar
compuestas por los tres microorganismos probioticos.
La Tabla 3 expone los resultados de las mezclas de
cultivo propuestas que fueron preparadas y evaluadas.

La aceptabilidad de las tres mezclas resulto ser la mis-
ma que la obtenida en el disefio de experimentos (me
gusta). Sin embargo, la viabilidad presentd diferencias
significativas (p <0,05), al aplicar el analisis de rangos
multiples de Duncan indicé diferencias significativas
entre las tres mezclas. Teniendo en cuenta estos resul-
tados fue considerada como la mejor mezcla la de mayor
viabilidad, compuesta por 55 % de L. acidophilus,
35 % de L. paracasei y 10 % de B. bifidum.
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Esta formulacion presento diferencias notables con la
reportada (8), donde la mayor proporcion de la mezcla
estaba representada por B. breve (66,66 %) y los
lactobacilos en minoria; debe destacarse que este tra-
bajo se realiz6 con leche de cabray las cepas probidticas
empleadas no fueron las mismas.

Los microorganismos del cultivo de la mezcla selec-
cionada soportaron la barrera géstrica simulada de pH
igual 3 y concentracion de bilis 3 % manteniendo una
alta supervivencia con una viabilidad cercana al mini-
mo terapéutico de 107 ufc/mL, lo que demuestra sus
caracteristicas probidticas.

La tabla 4 presenta los resultados de la prueba de ba-
rrera gastrica in vitro para la mezcla de cultivos selec-
cionada.

Tabla 3. Resultados de la viabilidad y aceptabilidad de las mezclas de cultivo propuestas

Mezcla de cultivos Viabilidad Aceptabilidad

L.casei B.bifidum L. acidophilus [log (ufc/mL)] (puntos)
(%) (%) (%)
35 10 55 9,10 (0,05) 4,3
10 30 60 8,63 (0,18) 4,0
25 15 60 7,90 (0,15) 41

(Desviacion estandar)

Tabla 4. Comportamiento de la viabilidad de la mezcla seleccionada sometida condiciones de la
barrera gastrica in vitro

Condiciones Viabilidad Supervivencia de los
para el conteo [log (ufc/mL)] microorganismos (%)
Inicial 91 -

Valor de pH =2 58 54,6

Valor de pH =3 6,9 66,7

Bilis (3 %) 7,9 77,7

CONCLUSIONES

La mejor mezcla de cultivo para la fermentacion de
leche de cabra deslactosada fue la compuesta por 55
% de L. acidophilus, 35 % de L. paracasei y 10 %
de B. bifidum, con una viabilidad log (ufc/mL) de 9,1;
la misma soport6 la barrera gastrica simulada a pH
igual 3 y concentracion de bilis 3 % manteniendo una
alta supervivencia con una viabilidad cercana al mini-
mo terapéutico de 107 ufc/mL y una aceptabilidad de
me gusta.
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