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RESUMEN

Hoy en dia, se elaboran peliculas o recubrimiento comestibles a partir de
polisacéaridos, proteinas y lipidos o por una mezcla de estos, las peliculas son
utilizadas como materiales en la conservacion de alimentos, ademas pueden ser
acarreadores de aditivos y nutrientes alimenticios. El objetivo de este trabajo fue
elaborar peliculas comestibles a partir de suero de leche fermentado por bacterias
acido lacticas del género Lactobacillus.

Se utilizé suero de leche como medio de crecimiento de bacterias lacticas, se
pasteurizd a 65°C durante 30 min, y posteriormente se inoculé con Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus rhamnosus, cada 12 h durante 36 h se midié el pH,
acidez y la poblacion microbiana. Se utiliz6 caldo MRS como medio de
crecimiento control.

La solucion para las peliculas se elaboré a partir del suero fermentado usando
almidon al 5% vy glicerol al 1%, la solucién fue calentada a 68°C durante 5 min,
posteriormente se vertid en cajas Petri estériles y se dejaron secar en un
deshidratador de alimentos a 50°C durante 120 min.

Los resultados mostraron que ambos Lactobacillus crecieron tanto en suero como
en el medio MRS. Los parametros de crecimiento para L. acidophilus después de
36 h en suero de leche fueron: pH 4.19 + 0.02, % de acido lactico 0.36 + 0.01,
poblacién 3.43 x 10® UFC/mL; para L. rhamnosus pH 4.48 + 0.03, % de acido
lactico 0.45 + 0.10, poblaciéon 3.73 x 10® UFC/ mL; en caldo MRS para L.
acidophilus fueron pH 4.30 + 0.18, % de &cido lactico 1.26 + 0.01, poblacién 1.95
x 10® UFC/mL; para L. rhamnosus fueron pH 4.16 + 0.11, % de &cido lactico 1.44
+ 0.20, poblacion 1.12 x 10° UFC/mL. Finalmente, se obtuvieron peliculas de
apariencia elastica, delgada y un tanto opaca.

En conclusion, el suero de leche es un medio alternativo para el desarrollo y
proliferacion de bacterias acido lacticas, y es util para la elaboraciéon de peliculas

gue pueden ser usadas en alimentos.



1. INTRODUCCION

La industria lactea es uno de los sectores industriales alimenticios mas
importantes, debido a que en México se producen cerca de 400,000 toneladas de
queso generando gran cantidad de suero (CANILEC, 2020), del total de suero de
leche que se produce, el 40% se destina para consumo animal, mientras que el
60% que resta, es desechado sin tratamiento previo al medio ambiente creando

un serio problema ambiental (Parra, 2009).

El suero de leche es un liquido obtenido durante la etapa de coagulacion de la
leche mediante enzimas proteoliticas, las cuales actian sobre las caseinas,
creando una fragmentacion, hacen que se desestabilicen y finalmente precipiten.
El suero contiene proteinas (lactoalbuminas y lactoglobulinas), sales minerales,
vitaminas hidrosolubles y lactosa. Por su elevado contenido nutricional se ha
propuesto el uso de este producto en diversas formas como son: concentrados,
férmulas infantiles, produccién de etanol, acidos organicos, biomasa microbiana y

bebidas fermentadas, a partir de bacterias lacticas (Guimaraes et al., 2020).

Las bacterias acido lacticas son microorganismos que producen acido lactico
como producto principal de su metabolismo, por lo que han sido usadas para
elaborar alimentos fermentados que generan beneficios a la salud humana. Hoy
en dia, se incorporar en diversos alimentos, como yogurt, kéfir, quesos, etc. (Ayivi
et al., 2020), ademas son usadas dentro de recubrimientos comestibles por su

capacidad probiotica y antimicrobiana (Gregirchak et al., 2020).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es elaborar peliculas comestibles a
partir de suero de leche fermentado por bacterias &cido lacticas del género

Lactobacillus.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos al que pertenecen
diversos géneros, con caracteristicas fisioldgicas, metabdlicas y morfolégicas en
comun. Las BAL presentan forma de cocos, bacilos o coco-bacilos, son Gram
positivos, no son esporulados, son inméviles, anaerdbicos y microaerofilicos; en
su deteccion bioquimica dan catalasa y oxidasa negativas, carecen de
citocromos, y generan como producto principal de la fermentacion de
carbohidratos &cido lactico (Carr et al.,, 2002; Vazquez et al., 2009). Las BAL
también son &cido tolerantes debido a que algunas cepas crecen a valores de pH
tan bajos como 3.2, aunque gran parte de éstas crecen a pH entre 4 y 4.5, debido
a esto pueden sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no
tolerarian la aumentada actividad producida por los acidos organicos (Carr et al.,
2002).

Las BAL utilizan principalmente carbohidratos como fuente de carbono y energia,
aunque también requieren de otros nutrientes como: vitaminas, nucleétidos y
aminoacidos. Estos requerimientos suelen suplirse una vez que el medio de
cultivo contiene carbohidratos fermentables, extracto de carne, peptona y extracto
de levadura, aunque una suplementacion con manganeso y ésteres de acido
oleico resulta adecuada y hasta esencial para muchas cepas acido lacticas

(Samaniego y Sosa del Castillo, 2006).

Las BAL generalmente se encuentran distribuidas en la naturaleza y han sido
aisladas de diversas plantas, alimentos, suelo, asi como también del tracto
gastrointestinal entre otras fuentes (Azadnia et al., 2011). La leche es un medio
Optimo y comun para su crecimiento. Aunque, existen otros alimentos que son
excelentes medios de crecimiento y proliferacion, ademas de que se producen
satisfactoriamente sus metabolitos, entre estos se encuentran los vegetales, las

masas de cereales y la carne (Vazquez et al., 2009).
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Con las BAL se han desarrollado muchos alimentos tradicionales, que mejoran las
caracteristicas del producto e imparten ciertas propiedades que mejoran la
aceptacion y el atractivo del consumidor. La mayoria de los productos que se
desarrollan mediante el uso de las BAL también brindan beneficios superiores
para la salud del consumidor, lo cual es clave para mantener un sistema
gastrointestinal sano. Algunos de los productos alimenticios fermentados de BAL
incluyen: kéfir, queso, mantequilla, yogur, suero de leche, verduras en salmuera,

masa madre, cuajada de soja, carne fermentada y bebidas (Gupta et al., 2018).
2.1.1 Clasificacion

Existe una clasificacién de las BAL que se sustenta en diferentes criterios como
son: morfologia, el crecimiento a diferentes temperaturas, modo de fermentacion
de carbohidratos, la concentracion de acido lactico producido, habilidad para

crecer a alta concentracion de sal y tolerancia alcalina o acida.

El género Lactobacillus ha sido reclasificado recientemente en 25 géneros. Esta
reclasificacion fue necesaria debido a la extension de la diversidad del género
original, lo que lo hizo muy desafiante clasificar, nombrar y distinguir entre
diferentes lactobacilos (zZheng et al.,, 2020). Los nuevos géneros son
Lactobacillus, Paralactobacillus e incluyen: Acetilactobacillus, Agrilactobacillus,
Amylolactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus,
Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lapidilactobacillus,
Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,  Latilactobacillus, Lentilactobacillus,
Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Liquorilactobacillus, Limosilactobacillus,
Loigolactobacilus, Paucilactobacillus, Secundilactobacillus y Schleiferilactobacillus
(Zheng et al., 2020).

2.1.2 Género Lactobacillus

Lactobacillus posee 44 especies, los cuales se clasifican en tres grupos. Algunas

de las especies de Lactobacillus se subdividen en varias subespecies tales como:

= Lactobacillus delbrueckii (se encuentran tres subespecies: lactis, bulgaris y
delbrueckii).

12



» Lactobacillus salivarius (se encuentran dos subespecies: salicinus y
salivarius).

» Lactobacillus casei (se encuentran cuatro subespecies: pseudoplantarum,
casei, tolerans y rhamnosus).

» Lactobacillus coryniformis (se encuentran dos subespecies: torquens y

coryniformis) (Samaniego y Sosa del Castillo, 2006).

Entre la morfologia de los Lactobacillus se encuentran bacilos largos que
regularmente pueden observarse como bacilos o coco-bacilos presentandose en
forma de cadenas, ademas de que son inmoviles, son Gram positivos, no
presentan esporas, forman acido lactico como producto principal de la

fermentacién de los azlcares (Samaniego y Sosa del Castillo, 2006).

Lactobacillus al observarse al microscopio en medios sélidos se van observar en
forma de colonias pequefias de 2 a 5 mm, con forma convexa, margenes enteros,
suaves, van a presentar opacidad y no poseen pigmentacion. Aungue en algunos
casos las colonias pueden presentar coloracion rojiza o amarillenta. Algunas
especies de Lactobacillus pueden formar colonias rugosas y otras especies
presentan colonias viscosas (Goldstein et al., 2015). La figura 1 muestra la

morfologia tipica del género Lactobacillus.

-

Figura 1. Morfologia de Lactobacillus.

Entre las caracteristicas bioquimicas que presenta el género Lactobacillus se

presentan las siguientes:
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» Reduccion de nitratos: negativo

= Citrocromo: negativo

* Produccion de indol: negativo

= Consumo de caseina: negativo

= Catalasa: negativo

= Oxidasa: negativo

» Produccién de &cido sulfhidrico: negativo

(Samaniego y Sosa del Castillo, 2006).

Los Lactobacillus son mesoéfilos, debido a que su rango de temperaturas para el
crecimiento Optimo se encuentra entre 2 y 53°C, algunas especies crecen por
debajo de 15°C y existen especies que pueden crecer por debajo de 5°C. En
cambio, los Lactobacillus termdéfilos presentan crecimiento a temperatura de 55°C

y no crecen por debajo de 15°C.

Lactobacillus se desarrolla en medios ligeramente acidos, con un rango de pH de
6.4 a 4.5, con un desarrollo 6ptimo entre pH de 5.5 y 6.2. Sin embargo, su
crecimiento cesa cuando el pH alcanza valores de 3.6 a 4 en dependencia de
especies y disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos.
Los Lactobacillus son capaces de reducir el pH del sustrato donde se desarrollan,
disminuyendo el pH por debajo de 4.0 gracias a la formacion de acido lactico. De
esta manera se disminuye considerablemente el crecimiento de otros
microorganismos competidores que no son acido tolerantes, y exceptiua el
crecimiento de otras bacterias lacticas y el de levaduras (Samaniego y Sosa del
Castillo, 2006).

Gran parte de las cepas de Lactobacillus son aerotolerantes; el crecimiento
optimo lo alcanzan bajo condiciones anaerdbicas o microaerofilicas y se
considera que con una gran concentracion de CO, puede estimular el crecimiento
de los Lactobacillus (Goldstein et al., 2015).
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2.1.3 Tipos de fermentacion por BAL

Durante la fermentacion las BAL producen acidos organicos y otros metabolitos
que aseguran el desarrollo de sabores en los alimentos, previenen el deterioro y
permiten actuar como bioconservadores. De acuerdo con su capacidad de
fermentacién de la lactosa, las BAL se clasifican en heterofermentativas (debido a
qgue producen acido lactico y otras sustancias) y homofermentativas (debido a que

solo producen acido lactico) (Pescumma, 2008).
2.13.1 Homofermentativas

A este grupo homofermentativo pertenecen especies como: Lactococcus,
Enterococcus, Pediococcus y Streptococcus, estos microorganismos utilizan la
ruta de Embden-Meyerhoff debido a que convierten 1 mol de glucosa en dos
moles de acido lactico como se muestra en la figura 2 (Bedolla, 2004),
produciendo mas del 85% de &cido lactico. En cambio, las bacterias
heterofermentativas generan la mitad de la energia del grupo homofermentativo
(Hernandez, 2007).
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Figura 2. Fermentacion homolactica (Axxelson, 1993).
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Las bacterias pertenecientes a este grupo poseen las enzimas hexosa isomerasa
y aldolasa, pero carecen de la fosfocetolasa, misma que puede generar procesos

de isomerizacion.

2.1.3.2 Heterofermentativas

Las especies de este grupo producen solo el 50% de acido lactico al fermentar 1
mol de glucosa, produciendo 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de
CO,. Se produce 1 mol de ATP por cada mol de glucosa como se muestra en la
figura 3 (Herndndez, 2007). El grupo heterofermentativo se compone por:
Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus Yy
Pediococcus. Estds bacterias poseen la enzima fosfocetolasa, sin embargo,
carecen de la hexosa isomerasa y aldolasa; por lo que, no siguen la via Embden-
Meyerhoff, pero utilizan las vias de la hexosa monofosfato o de las pentosas
(Hernandez, 2007).
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2.1.3.3 Lactobacillus rhamnosus

Este microorganismo se aislé por primera vez en el afio de 1983, en los intestinos
de un humano sano por los cientificos Sherwood Gorbach y Barry Goldin, razén
por la cual se denominé con las siglas GG. El “GG” es el nombre que se le otorgd
a la cepa de L. rhamnosus esto derivado de los apellidos de ambos cientificos que
la aislaron, aunque es considerada una bacteria de la subespecie de L. casei. Por
otro lado, L. rhamnosus es tolerante a los acidos y bases que se encuentran en el
estdmago y el tracto digestivo (Schrezenmeir y de Vrese, 2001).

L. rhamnosus tiene forma de bacilo, con medidas de 0.8 a 1.0 um de ancho y de
2.0 a 4.0 um de longitud. La forma en que se da su crecimiento puede ser en
cadenas cortas o en forma individual. Es inmovil debido a que no posee flagelos.
Puede presentar plasmidos y pilis. Es una bacteria mesoéfila, sin embargo, algunas
de las cepas tienen la peculiaridad de crecer a temperaturas por debajo de los
15°C o por arriba de los 40°C. El crecimiento inicial de L. rhamnosus requiere de

medios acidos, con pH que van desde 4.5 a 6.4 (Goldstein et al., 2015).

Es el Unico Lactobacillus que puede fermentar a la ramnosa, pertenece al grupo
de las bacterias heterofermentativas facultativas (Narayanan et al., 2004). La

figura 4 muestra la ruta de fermentacion de este microorganismo.

LDH \

Glucosa —* Glucosa ——* Piruvato —» Lactato

l PDC

Acetaldehido

L /1% /

Etanol

1.LDH Lactato deshidrogenasa
2. PDC Piruvato descarboxilasa
3. ADH Alcohol deshidrogenasa

Figura 4. Ruta de fermentacion de la glucosa por Lactobacillus rhamnosus (Narayanan et
al., 2004).

17



L. rhamnosus es una BAL frecuentemente usada como probiotico en alimentos,
debido a que puede resistir ambientes adversos en el tracto gastrointestinal, y
previene la infeccidén de patégenos (Gopal et al., 2001).

2.1.34 Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus fue descubierto por Erst Moro en 1900.
Taxondmicamente esta ubicado en el Phylum Firmicutes, Clase Bacilli, Orden
Lactobacillales y Familia Lactobacillaceae (Goldstein et al., 2015).

Son bacilos Gram positivos, no forman esporas, microaerdfilos vy
homofermentativos. La temperatura de crecimiento éptima es de 37°C. Sobrevive

a pH 2.0 durante un periodo de incubacion de 2 h (Avall y Palva, 2005).

Se puede encontrar de forma habitual en el tracto gastrointestinal en los seres
humanos, ademas esta presente en algunas leches que se fermentan de manera

tradicional, como el kéfir (Salminen et al., 1998).

Lactobacillus acidophilus se usa como un complemento en muchos procesos de
fermentaciéon de alimentos que contribuyen a otorgar olor, sabor y textura Unicos
(Soltan et al., 2015).

Es considerado como probidtico, debido a que su ingesta en ciertas cantidades
(1x10° UFC/g o mL), puede ejercer beneficios sobre el tracto gastrointestinal de
los consumidores, ademas de que puede tener otros efectos, tales como la
modulacion del sistema inmunitario o el alivio de la intolerancia a la lactosa
(Salminen et al., 1998).

2.2 Suero de leche

El suero de leche es definido como un subproducto lacteo, resultado de la
separacion del coagulo de la leche al momento de la fabricacion del queso,
proceso que puede generarse mediante la adicion de acidos o por accion de
enzimas como la renina, las cuales hidrolizan el sistema coloidal de la leche

obteniéndose dos fracciones:
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1. La primera fraccion va a ser sodlida, se compone principalmente por
proteinas insolubles y lipidos, los cuales durante el proceso de
precipitacion van a arrastrar y atrapar en menor cantidad algunos de los
constituyentes hidrosolubles presentes en la leche (Doyle et al., 1997).

2. La segunda fraccion va a ser liquida, esta va a corresponder al suero de
leche en cuyo interior se van a encontrar suspendidos todos los
componentes nutricionales que se integraron durante la coagulacion de la
caseina como son: vitaminas, carbohidratos y minerales (Doyle et al.,
1997).

Se estima que por cada kg de queso elaborado, se producen 9 kg de suero de
leche, esto va a representar cerca del 85 al 90% del volumen de la leche y

contiene aproximadamente el 55% de sus nutrientes (Liu et al., 2005).

221 Composicion nutricional del suero de leche

El contenido nutricional del suero de leche puede variar considerablemente
dependiendo del tipo de queso elaborado, las caracteristicas de la leche que es
utilizada para la elaboracion de este, asi como del proceso tecnolégico empleado
en la fabricacién del queso. De acuerdo con estas diferencias el suero de leche se

clasifica en dos tipos fundamentales:

1. Suero de leche dulce, producido a partir de accién enzimatica (renina) y
contiene mayor cantidad de lactosa.
2. Suero de leche &cido, producida a partir de accion acida, contiene mayor

concentracion de acido lactico (Doyle et al., 1997).

2211 Suero de leche dulce

Este tipo de suero se compone de nitrogeno no proteico (22%) y tiene una gran
concentracion de lactosa (51%), es rico en proteinas (7%), pero presenta poco
acido lactico (<1%). El resto del suero se compone de sales, grasas y minerales
(Pintado, 2012).
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2.2.1.2 Suero de leche acido

Se obtiene a partir de quesos coagulados con acido acético. Contiene un pH de 4,
con una mayor proporcion de nitrégeno no proteico (27%) y posee una menor
concentracion de lactosa (42%), al ser derivado de leches acidas, parte de la
lactosa se transforma en &cido lactico presentando una concentracion de acido
lactico del 10%. (Pintado, 2012).

En la tabla 1 se presenta la composicion nutricional del suero de leche.
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Tabla 1. Composicion nutricional del suero de leche.

Componente

Observaciones

Lactosa

Proteina

a — Lactoalbumina

B — Lactoalbumina

Globulina

Proteasas-peptonas

Lipidos

Vitaminas

Minerales

Compuestos biolégicamente

activos y péptidos bioactivos

95% de la lactosa de la leche, en una proporcion de 46.0
— 52.0 g/L en suero de leche dulce y 44.0 — 46.0 g/L en

suero de leche acido.

Presenta alrededor del 25% de las proteinas contenidas
normalmente en la leche: 6.0 g/L en suero de leche dulce

y 6.0 — 8.0 g/L en suero de leche acido.
30% del total del contenido proteico.

Importante porque tienen propiedades emulsionantes y
cumple una funcibn importante al interactuar con

compuestos como acidos grasos.
Corresponden a 10% del total de proteinas.

Lactoferrinas, albumina, inmunoglobulinas, factores de

crecimiento, glicoproteinas.
0.5% y 8% de la materia grasa de la leche.

Tiamina 0.38 mg/mL, riboflavina 1.2 mg/mL, &cido

nicotinico 0.85 mg/mL, &cido pantoténico 3.4 mg/mL.

Calcio 0.4 — 0.6 g/L en suero de leche dulce y 1.2 — 1.6
g/L en suero de leche &acido, fosforo, potasio, sodio y

magnesio.

Para ejercer determinados efectos fisioldégicos vy
bioactivos, con potencial antihipertensivo, actividad
antimicrobiano, antioxidante, incremento de la saciedad,

entre otros.

Fuente: Walstra et al., 2001.
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En la tabla 2 se puede observar las diferencias que existen entre la coagulacion

enzimatica y la coagulacion acida del suero de leche.

Tabla 2. Diferencias entre la coagulacion acida y enziméatica del suero de leche.

Factor

Coagulacion enzimatica

Coagulacion acida

Proceso bioquimico

Modificacion de la

caseina

pH

Composicion del coagulo

Naturaleza del coagulo

Tiempo de cuajado

Sinéresis (contraccién
natural de la cuajada y

liberacion del suero)

Sin degradacién de

lactosa

Transformacién en

paracaseinay separacion

de una parte no proteica

6.8

Fosfoparacaseinato de

calcio

Elastico e impermeable

10 — 60 min

Réapida

Fermentacion lactica

No hay modificacion
quimica de la proteina

4.6

Caseina desmineralizada

Cuajada friable
(desmenuzable) sin

ligazdén o poco compacta
Varias horas

Lenta

Fuente: ICTA, 1995.
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2.2.2 Aplicaciones del suero de leche

El suero de leche presenta diversas aplicaciones en la industria, debido al alto
contenido de proteina y minerales (Diaz et al., 2004). Las proteinas del suero de
leche son utilizadas en una diversidad de alimentos debido a sus caracteristicas
tecno-funcionales como son: capacidad de emulsificacién, solubilidad, retencion
de agua/grasa, espesante, espumante y gelificacion, ademas, que realizan del
producto un interesante ingrediente alimenticio (Parra, 2009).

A continuacioén, se describen algunas aplicaciones del suero de leche.
2.2.2.1 Productos céarnicos

Las proteinas de suero se utilizan principalmente como agentes aglutinantes,
actuando como modificadores de la textura, ayudan a intensificar los sabores del
producto, poseen un elevado valor nutritivo, contienen aminoacidos esenciales
digeribles y biodisponibles. Las proteinas de suero de leche se pueden utilizar en:
carnes procesadas (hamburguesas, productos embutidos, jamén curado, etc).
También se ha empleado en productos de carne de ave de corral como Nuggets y
embutidos de pollo, ademas, se ha empleado en pescados y mariscos en forma

de relleno y surimi (Prabhu y Keeton, 2008).
2.2.2.2 Hidrolizados

Son aquellas proteinas que al pasar por un proceso de hidrélisis, las cadenas mas
largas de proteina se descomponen en péptidos o aminoacidos por accién de
enzimas proteoliticas (Huertas, 2009). Los hidrolizados representan una mejor
forma de utilizacion de las proteinas del suero y se utilizan como suplementos
dietéticos, donde contribuyen en la mejora fisioldgica, sobre todo en personas de
la tercera edad, bebés prematuros o lactantes con sindromes de mala absorcion y
deportistas. Los hidrolizados son muy utilizados gracias a su inmediata y completa
absorcion a nivel digestivo en comparacion a la proteina intacta sin desnaturalizar
(Huertas, 2009).
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2.2.2.3 Productos lacteos

Gran parte del suero de leche es empleado en la industria de los lacteos donde es
adicionado nuevamente en quesos procesados y quesos cremosos donde
contribuye a elevar la textura, color, apariencia e incrementar el contenido
proteico y de calcio, también se emplea como sustituto de grasa en bebidas
lacteas bajas en calorias, proporcionando una textura similar a la de los productos
fermentados como el yogurt. Por otro lado, es utilizado en la preparacion de
helados, dando como resultado productos con un bajo contenido de grasa, una
mayor estabilidad al punto de congelacién, y funcionan como sustituto para la

incorporacion de aire (Parra, 2009).
2.2.2.4 Productos de panaderia y confiteria.

Los concentrados de proteina de suero son comunmente utilizados en la industria
de la panificacion y reporteria debido en buena parte al sabor lacteo, a la blandura
que brindan a los productos, ademés de que ayudan a mejorar el valor nutritivo, el
color y la apariencia. También se utilizan para reemplazar total o parcialmente las
propiedades de emulsificacion que otorgan ingredientes como el huevo. Una
aplicacion fundamental es en la coloracion de productos de confiteria, causada
primordialmente por reacciones quimicas de caramelizacion y de Maillard, ambas
reacciones necesitan disponer de una fuente de azuUcares reductores (glucosa,
lactosa, etc). La reaccion de Maillard, ademas, requiere disponer de una fuente de
aminoacidos, péptidos o proteinas. Los productos del suero de leche suministran
los ingredientes requeridos para esta reaccién: la proteina y la lactosa (Von,
2000).

2.3 Peliculas comestibles

Son matrices preformadas, delgadas, que luego van a ser usadas como
recubrimiento en los alimentos o se encontraran entre los elementos del alimento.
Se elaboran usando polisacaridos, compuestos de naturaleza proteica o lipidica
y/o por la mezcla de compuestos. Poseen propiedades mecanicas, ademas de

gue generan un efecto barrera frente al transporte de gases y tienen la posibilidad
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de obtener diversas caracteristicas funcionales dependiendo de las propiedades

de las

sustancias que se adicionan y que forman parte de dichas peliculas (Del

Valle et al., 2005).

Entre las ventajas que tienen las peliculas comestibles se encuentran:

Estan exentas de toxicos y son seguras para la salud del consumidor.
Requieren una tecnologia de elaboracion simple.

Son barrera ante la accion fisica, quimica y mecéanica que pueden sufrir los
alimentos.

Contribuyen a mejorar las propiedades mecéanicas y ayudan a preservan la
textura.

Contribuyen a prolongar la vida util de los alimentos a los cuales se les
adicion6é dicha pelicula, a través del control del crecimiento de
microorganismos.

Regulan distintas condiciones de interfase o superficiales del alimento
(Fernandez et al., 2014).

Por otro lado, la principal diferencia que existe entre una pelicula comestible (PC)

y un recubrimiento comestible (RC) se da mediante la metodologia de elaboracion

y formacion utilizada, los RC se definen como matrices delgadas y continuas, que

se forman alrededor del alimento, principalmente por medio de la inmersién del

mismo

en una solucién formadora del recubrimiento, mientras que las PC son

matrices delgadas y preformadas, que posteriormente seran usadas a modo de

recubri

directa

miento de los alimentos, por lo que, los RC son utilizados de manera

sobre la superficie del alimento, mientras que las PC se elaboran de forma

separada y posteriormente se les adicionan a los alimentos. (Quintero et al.,

2010).
2.3.1 Composicion de peliculas comestibles
23.1.1 Polisacaridos

Los polisacaridos se presentan en largas cadenas poliméricas de monosacaridos

(principalmente glucosa). Uno de los polisacaridos mas usados es el almidén, el
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cual forma parte de la reserva energética de plantas. Los polisacaridos también
tienen una gran importancia en los tejidos de sostén de la planta.

Los polisacaridos mas usados para formar peliculas comestibles son de
procedencia marina, vegetal o microbiana, ejemplos de estos son el alginato, las
gomas, el almidon, carboximetilcelulosa y celulosa, entre otros (Dahall, 2013).

La estructura quimica de los polisacéridos puede presentarse en forma lineal o
ramificada, generalmente pueden contener un mismo tipo de monosacérido
(homopolisacéarido) o varios monosacaridos (heteropolisacarido). Algunas de las
caracteristicas de las peliculas comestibles elaboradas a partir de polisacéaridos,
vienen determinadas por la estructura del tipo de polisacarido que contienen,
debido a que influye el nimero de enlaces de hidrégeno intermoleculares
establecidos entre las cadenas del polimero. Por otro lado, el peso molecular del
polisacéarido juega también un papel importante en las propiedades finales de las
peliculas. Los polimeros lineares de elevado peso molecular y no i6nicos forman
peliculas fuertes, un ejemplo de esto es el agar y la metilcelulosa. Sin embargo,
los polisacaridos ramificados, con o sin carga aniénica, forman peliculas mas
débiles (Nieto, 2009). Por lo general, los polisacaridos forman peliculas con
buenas caracteristicas mecéanicas y de barrera a gases como el O, y CO,, pero no
a la humedad debido a que son bastantes hidrofilicos, por lo que su resistencia al
agua es menor que el de las peliculas elaboradas con proteinas (Nieto, 2009).

23111 Almidoén

El almidén es homopolisacarido constituido por amilosa y amilopectina, cuya
proporcion relativa, asi como el peso molecular especifico y la magnitud de los
granulos, determinan sus caracteristicas fisicoquimicas y su potencialidad de
aprovechamiento en determinados procesos industriales (Garcia, 2015).

La mayor parte de los almidones se componen de 25% de amilosa y 75% de
amilopectina, no obstante, en almidones modificados genéticamente la cantidad

de amilopectina puede ser de hasta 99% y son llamados almidones cerosos, sin
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embargo, los almidones con un elevado contenido de amilosa solo consiguen
alcanzar entre 50 y 70% (Garcia, 2015).

La amilosa se considera una estructura de tipo lineal, misma que puede enrollarse
cada 7 unidades de glucosa, adquiriendo una forma helicoidal, la amilosa esta
unida por enlaces a-1,4 de unidades de glucosa (Badui, 2013). La naturaleza
lineal de la amilosa y su capacidad de asociarse con ella misma, son las
responsables del fendmeno de retrogradacion rapida que sufre el almidon. La
figura 5 muestra la estructura quimica de la amilosa. Gracias a su caracter lineal y
enlaces, la amilosa es susceptible de conformar alcoholes complejos con

moléculas hidrofébicas como el yodo y acidos grasos.

CH,OH CH,OH
O H H O_H
1 4 H ]
OH H /) OH H
(6) O~
H OH H OH

Figura 5. Estructura de la amilosa (Dombrink-Kurtzman, 1997).

La amilopectina estad conformada por unidades de D-glucosa unidas por enlaces
a-(1,4) estas presentan ramificaciones localizadas cada 15 a 25 unidades lineales
de glucosa, de cadenas laterales que se encuentran unidas a la cadena central
por enlaces a-(1,6) (Badui, 2013) (figura 6).

CHzOH
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Figura 6. Estructura de la amilopectina (Dombrink-Kurtzman, 1997).
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Tanto la amilosa como la amilopectina influyen de manera muy importante en las
propiedades sensoriales y reoldgicas de los alimentos, principalmente mediante

su capacidad de hidratacion y gelatinizacién (Badui, 2013).
2.3.1.2 Plastificantes

Los plastificantes son definidos como sustancias estables, no volatiles, con
elevado punto de ebullicion, contribuyen al cambio de propiedades fisicas y
mecénicas de un material al ser adicionada a éste. La adicion de un plastificante
dentro de una pelicula comestible permite que sea flexible, décil y resistente
(McHugh, 2000).

La adicion de plastificantes en las peliculas comestibles contribuye a reducir las
fuerzas intermoleculares en las cadenas poliméricas, mejorando la movilidad
molecular de los elementos, debido a que los grupos polares (OH), desarrollan
puentes de hidrégeno entre el polimero y el plastificante. La configuracion, el
tamafio molecular y el nidmero de grupos hidroxilo del plastificante tienen la
posibilidad de influir en las interacciones polimero-plastificante. Los plastificantes
mas conocidos son los polioles. Los polioles mas importantes son el glicerol,
sorbitol, propilenglicol, polietilenglicol 200 y polietilenglicol 400. La efectividad de
un plastificante depende de tres propiedades importantes: forma, tamafio y

compatibilidad con la matriz polimérica (Sothornvit y Krochta, 2001).
23121 Glicerol

El glicerol, es un poliol que no presenta color ni olor, es soluble en agua, forma
soluciones neutras y ha sido aprobado por la FDA para aplicarse en alimentos sin
riesgo alguno. Su férmula quimica es C3HgOs (figura 7) y su peso molecular es de
92.09 g/mol (Calderén, 2014).

HO OH
OH

Figura 7. Estructura del glicerol (Calderén, 2014).
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El glicerol es usado como plastificante y ha sido utilizado en la elaboraciéon de
recubrimientos 'y peliculas comestibles, se adiciona generalmente en
concentraciones bajas, ya que, de lo contrario, influye negativamente en la

permeabilidad de peliculas comestibles (Calderon, 2014).

2.3.1.3 Otros aditivos

Existen otros aditivos que se incorporar a las peliculas comestibles para mejorar
sus propiedades tecnoldgicas, principalmente las relacionadas con la flexibilidad,
elasticidad, uniformidad, etc, entre estos se encuentran agentes humectantes,
antiadherentes o emulsionantes (Kramer, 2009). En este sentido los compuestos
antiadherentes se incorporan a las peliculas o recubrimientos formados
principalmente por almidon para volverlas menos pegajosas y de esta forma evitar

que las peliculas y la superficie de los alimentos recubiertos se adhieran entre si.

Los humectantes ayudan a mantener la pelicula hidratada de forma que
garantizan su elasticidad y su flexibilidad en condiciones ambientales con una

humedad disminuida (Kramer, 2009).

Los emulsionantes son sustancias que se incorporan a la solucién filmogénica
para ayudar a la formacion o estabilizacion de las emulsiones, principalmente en
la elaboracion de mezclas de biopolimeros de distinta naturaleza. Existen otros
aditivos que se incorporan a las peliculas y recubrimientos comestibles para
mejorar sus caracteristicas sensoriales, nutricionales o funcionales de los
alimentos, algunos ejemplos son los saborizantes, aromatizantes, colorantes,
vitaminas, minerales, antimicrobianos, antioxidantes, compuestos bioactivos
(Kramer, 2009).

También pueden afadirse probidticos que son microorganismos vivos que pueden
incorporarse en la preparacion de una diversidad de productos, incluyendo

medicamentos, alimentos y suplementos dietéticos (Guarner et al., 2011).
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2.3.2 Métodos de elaboracion de peliculas comestibles

Existen diversos procedimientos para la elaboracion de peliculas comestibles a
base de biopolimeros, entre los cuales se encuentra el método de vertido en placa
0 casting, aspersion, inmersion y extrusion. El método mas conocido es el de
vertido en placa, este consiste en colocar la solucion filmogénica en recipientes
(cajas Petri) dentro de un area nivelada, para que posteriormente se someta a un
proceso de secado (Aguirre y Rocio, 2011). Sin embargo, a pesar de ser un
método sencillo, existen ciertos parametros que influyen en su formacion, entre
estos la temperatura y el tiempo de secado, debido a que influyen en la
cristalinidad y caracteristicas mecanicas de la pelicula. Un secado rapido de
soluciones filmogénicas disminuye las asociaciones intermoleculares dentro de la
estructura de la pelicula, debido a que la movilidad de las cadenas poliméricas se
encuentra restringida cuando la cantidad del solvente disminuye (Aguirre y Rocio,
2011).

2.3.3 Uso de peliculas comestibles

Entre los usos mas comunes de las peliculas comestibles en alimentos se
encuentran: evitar la pérdida o ganancia de humedad debido a que se puede
provocar modificacion en su textura y turgencia de los alimentos, ayudan a
retardan los cambios quimicos y sensoriales del alimento como el aroma, el color,
valor nutricional, entre otros, ya que actlan como una barrera contra el
intercambio de gases, procesos que influyen en la estabilidad quimica y
microbiolégica, también ayudan a evitar el dafio mecanico de los alimentos por
manipulacion (McHugh, 2000). La aplicacion de peliculas comestibles también
funciona como un microsistema que modifica las tasas metabolicas o de
respiracion, lo que genera una alternativa para la conservacion de productos

hortofruticolas (Salinas et al., 2015).
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3. JUSTIFICACION

El uso de bacterias acido lacticas en la fermentacion y conservacion de alimentos
ha jugado un papel importante para el desarrollo de la industria alimenticia, a lo
largo de los afios la incorporacion de estos microorganismos ha sido
generalmente en productos lacteos, donde han conferido diversos beneficios a los
consumidores, sobre todo a nivel gastrointestinal.

Por otro lado, la industria de alimentos estd buscando estrategias de
aprovechamiento para los subproductos generados durante el procesamiento de
los alimentos, siendo el suero de leche un subproducto derivado de la produccion
de queso, este contiene 20% del total de las proteinas de la leche, ademas de
otros nutrientes. Recientemente, se ha considerado a este subproducto un
material para la elaboracién de peliculas o recubrimientos comestibles, debido al
contenido de proteinas.

Las peliculas comestibles pueden actuar como una barrera mecénica al oxigeno y
al agua, protegiendo a los alimentos del deterioro tanto fisico, quimico y
microbiano. Por lo tanto, en este trabajo se buscé dar una aplicacién al suero de
leche fermentado por bacterias acido lacticas, mediante la formacion de una

pelicula comestible.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
= Elaborar peliculas comestibles a partir de suero de leche fermentado por

bacterias acido lacticas del género Lactobacillus.

4.2 Objetivos particulares
= Obtener y caracterizar suero de leche de queserias de la ciudad de Puebla.
= Generar el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus
acidophilus en suero de leche pasteurizado, cuantificar la poblacién
microbiana de Lactobacillus, asi como algunos parametros de crecimiento.
= Elaborar peliculas comestibles a partir de suero de leche fermentado por

Lactobacillus.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

En la figura 8 se presenta el diagrama de trabajo que se llevd a cabo durante la

investigacion.

Lactoscan
« BMA
- BCT
e MYL
« BAL

Reactivacion

Suero
Crecimiento
36 h/35+2°C
Lactobacillus v Lactobacillus
acidophilus rhamnosus
A\
Muestreo
Inoculacio -
nocuiacion Cuantificar la
N e
> poblacion
Crecimiento
35+ 2°C/ 36
h
Caracterizacion
Suero
pasteurizado
(200 mL)
\ll Medicion
P rizacion cada 12 h e Acidez
asteurizacio Suero fermentado : . pl(-:| de
\ll « Poblacién
120 min/
Formulacién de peliculas: cada 30
* Almiddn (5%) ’
* Glicerol (1%) —> | Secado

* Suero fermentado (24 h)

Figura 8. Diagrama de trabajo para la elaboracion de peliculas comestibles a partir de suero de

leche fermentado por bacterias acido lacticas del género Lactobacillus.
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6. MATERIAL Y METODOS

» Material de vidrio: el requerido para las determinaciones.

= Material biol6gico: cultivos de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus

acidophilus (cepas obtenidas del Laboratorio Bioquimica-Alimentos de la

Facultad de Ciencias Quimicas). Suero de leche.

» Reactivos: los requeridos para cada una de las determinaciones.

En la tabla 3 se muestra los equipos y métodos que se emplearon en este trabajo.

Tabla 3. Equipos empleados en la metodologia.

Equipo Marca Modelo
Campana de flujo
_ . Prendo CFLV-102
laminar vertical
Contador de colonias SOL-BAT Q-20
Analizador ultrasénico
LACTOSCAN S
de leche
Balanza analitica Ohaus, serie Pioneer PA 224C
Medidor de pH portatil Conductronic PH10
Bafo de agua .
Barnstead Lab-Line 18005AQ
AquaBath
Parrilla digital Fisher Scientific Isotemp
Refrigerador MABE RMT510
Autoclave CISA AS-25
Incubadora orbital Prendo INO-650
Deshidratador Excalibur 3526TCDB
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Tabla 4. Métodos y referencias que se utilizaron.

Determinacioén Método Referencia
L L Frazier y Westhoff,
Pasteurizacién de suero Pasteurizacion lenta 1993

Cultivo de

microorganismos

Elaboracién de peliculas

Método de vertido en

placa

Vaciado en placa

NOM-092-SSA1-1994.

Arévalo, 1996.
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivacién de microorganismos

Se llevo a cabo la reactivacion de las cepas de los microorganismos de interés
(Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus acidophilus) en 100 mL de caldo MRS
de marca comercial “Merck”, el caldo estéril fue inoculado con 100 pL del
microorganismo de interés, posteriormente se incubaron en una estufa de cultivo

durante 36 h a una temperatura de 35 + 2°C.

7.2 Obtencion, analisis y tratamiento del suero de leche

Se obtuvo el suero de leche de queserias de la Ciudad de Puebla, al cual se le
realiz6 la medicion de pH, por inmersion directa del electrodo y se llevé a cabo su
caracterizacion composicional en el analizador ultrasonico de leche LACTOSCAN,
donde para su andlisis el equipo aspiré una alicuota de leche y midié el contenido
de grasa, lactosa, solidos totales, proteinas y agua. Dependiendo la uniformidad
de resultados, se seleccion6 un solo tipo de suero.

Por otro lado, se realiz6é el proceso de pasteurizacion lenta, donde se colocé el
suero de leche en un matraz Erlenmeyer, mismo que fue pasteurizado a 65°C
durante 30 min. Al finalizar este proceso se dejo enfriar a temperatura ambiente y

posteriormente se guardé en refrigeracion hasta su uso.

7.3 Caracterizaciéon de microorganismos indicadores de la calidad en el
suero de leche.
Al suero pasteurizado se le realiz6 la determinacion de microorganismos
indicadores de la calidad mediante la técnica de vertido en placa, se inocularon
cuatro cajas Petri y cuatro duplicados con 100uL del suero pasteurizado. Se
determind la presencia de mohos y levaduras usando como medio de cultivo agar
papa dextrosa acidificado con acido tartarico, se incubaron las placas a 25 + 1°C
durante 3 a 5 dias. Se determind la presencia de bacterias coliformes totales,

empleando agar rojo violeta bilis y se incubaron a 35 + 2°C durante 24 h. Se
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determind la presencia de bacterias mesofilicas aerobias, empleando agar
nutritivo e incubando las placas durante 48 h a 35 = 2°C. Finalmente, se
determind la presencia de bacterias acido lacticas, empleando agar Man, Rogosa
y Sharpe incubando las placas a 35 + 2 °C durante 48 h en condiciones
anaerobias.

Finalizado el tiempo de incubacion para cada grupo de microorganismos, se
contabilizaron las colonias empleando un contador de colonias, y se reporto la

poblacién como unidades formadoras de colonia (UFC/mL).

7.4 Fermentacion por bacterias acido lacticas en suero de leche.

Se elaboraron dos sistemas con 100 mL de suero pasteurizado, se inocularon con
100 pL de cada uno de los microorganismos previamente reactivados, ademas se
elabord un tercer sistema sin adicién de microorganismos, el cual se tomé como
control.

A cada uno de los sistemas se les realizé un muestreo durante 36 h, cada 12 h se
les midié la acidez, pH y poblacién bacteriana siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 7.3, Unicamente en la siembra y conteo de bacterias &cido lacticas.

7.5 Pardmetros de crecimiento

Las curvas de crecimiento fueron ajustadas con el modelo de Gomperiz
modificado (ecuacién 1) donde N es la poblacion microbiana al tiempo t, No es la
poblacion microbiana inicial, A = crecimiento maximo (Log N/No), p = velocidad de
crecimiento maxima (1/h), A = tiempo lag (h), e = exponencial.

Log (N/No) = Aexp {— exp (”Tf A-t+ 1)} Ecuacion 1
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7.6 Elaboracién de peliculas

Una vez que los sueros fueron fermentados durante 24 h, a cada uno de los
sistemas se les adicion6 almidon al 5% vy glicerol al 1%, ambos sistemas se
mantuvieron en agitacion hasta que las soluciones alcanzaron 68°C y se
mantuvieron durante 5 min a esa temperatura, posteriormente se vertieron 7 mL
en cajas Petri estériles y se dejaron secar en un deshidratador de alimentos a
50°C durante 120 minutos, donde cada 30 min se giraron las cajas para generar

un secado uniforme.

7.7 Anédlisis estadistico

Todas las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado, y cada experimento
se realiz0 dos veces. Los datos se analizaron mediante el software de MINITAB
2016, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de
Tukey con nivel de confianza de a=0.05. Los parametros de crecimiento fueron

obtenidos por regresién no lineal usando el sotware de KaleidaGraph 3.08.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Caracterizacién de suero

Se analizé suero de 2 queserias de la ciudad de Puebla, sin embargo, se decidié
solo trabajar con uno de ellos debido a que se presentd variabilidad en color y
apariencia en uno de ellos.

La tabla 1 muestra la composicién del suero lacteo usado en este estudio. Se
observa que el agua fue el componente mayoritario, este valor es menor al
reportado por Rocha y Guerra (2020), quienes mencionan que el suero de leche
estd compuesto de agua en un 95% y de sdlidos en un 5%. Gran parte de la
composiciéon del suero depende de la leche y del tipo de proceso aplicado para la
obtencién de queso. En este sentido, la precipitacion de la caseina puede
producirse por fermentacibn o adicion de &cidos organicos o minerales,
generando un suero acido (pH 5), mientras que, el suero dulce es obtenido
mediante la adicion de enzimas proteoliticas con un pH de 6 a 7. Lo que genera
que la composicion tanto de agua como de solidos varien en el suero. Por otro
lado, el valor de pH del suero analizado lo clasifica como suero de leche dulce
(Panesar et al., 2006).

Otros de los componentes abundantes del suero de queso son solidos totales,
lactosa y proteina, en este trabajo el valor de sdlidos totales y lactosa son
similares a los reportados por Faria Reyes et al. (2002), quienes reportaron
valores de 8.01 + 1.46 y de 5.51 £+ 0.92, respectivamente, sin embargo, el valor de
proteina de este trabajo es ligeramente mayor al reportado por Faria Reyes et al.
(2002), siendo de 1.06 = 0.33 para suero de queso fresco, valor que puede
deberse probablemente al proceso aplicado para la obtencion del suero.
Finalmente, el contenido de grasa del suero es similar al reportado por Faria
Reyes et al. (2002) 1.04 £ 0.49, este valor es aceptable debido a que el contenido
en grasa del suero varia en funcion de la riqueza de la leche, la intensidad del
trabajo mecéanico antes y después de la coagulacién, siendo deseable encontrar
un bajo contenido graso en el mismo, pues su presencia en suero, junto con la de

caseina, es reflejo de una disminucion del rendimiento quesero (Weber, 1990).
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Tabla 5. Caracterizacién del suero lacteo.

Pardmetro Valor
pH 6.43+0.21
Grasa (%) 0.54+£0.21
Lactosa (%) 2.88 £0.22
Solidos totales (%) 6.42 £ 0.49
Proteina (%) 3.04+£0.23
Agua (%) 35.34 +5.13

Por otro lado, los resultados de la caracterizacién de microorganismos indicadores
de la calidad (Bacterias Mesdfilas Aerobias, Bacterias Coliformes Totales y Mohos
Levaduras) en el suero de leche y determinacién de bacterias acido lacticas, no
presentaron ningun tipo de crecimiento, por lo que se puede comprobar que la
pasteurizacion a 65°C durante 30 minutos fue optima, debido a que se logré

eliminar toda la carga microbiana proveniente naturalmente del suero de leche.

8.2 Parametros de crecimiento, acidez y pH de bacterias lacticas en suero de
leche y caldo MRS

La figura 9 muestra los valores de pH generados por los microorganismos
inoculados en suero de leche. Se observa que al tiempo 0, los sistemas tienen un
pH similar y no presentaron diferencia significativa (p>0.05), sin embargo,
conforme aumento el tiempo de incubacién, el valor de pH disminuy6 (p<0.05) en
los sistemas inoculados con Lactobacillus, esto debido a la fermentacion
producida por las bacterias lacticas, mismas que utilizan lactosa para producir
acido lactico u otros metabolitos dependiendo su capacidad de fermentacion
(Pescumma, 2008).

Al final de la incubacién (36 h) el microorganismo que generé un mayor descenso
del pH fue L. acidophilus con pH de 4.19, debido probablemente a su

metabolismo homofermentativo lo que indica mayor capacidad de fermentar
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carbohidratos (Avall y Palva, 2005), ademas debido a su capacidad de
disminuciéon de pH L. acidophilus se usa como cultivo iniciador en muchos
procesos de fermentacion donde contribuye a otorgar olor, sabor y textura unicos
(Soltan et al., 2015).

—e— L. rhamnosus L. acidophilus Sin microorganismo

N

4.0

0 12 24 36
Tiempo (h)

Figura 9. Valores de pH generados por bacterias lacticas inoculadas en suero de leche.

La figura 10 muestra los valores de pH generados por bacterias acido lacticas
(BAL) inoculadas en caldo MRS. El valor de pH tuvo un comportamiento similar al
observado en los sistemas con suero de leche, en este caso L. rhamnosus
presentd después de 36 h de incubacion un valor de pH de 4.16, sin embargo, no
hay diferencia significativa con L. acidophilus (p>0.05). En este sentido, la
mayoria de BAL fermentan carbohidratos simples como la glucosa, misma que

forma parte del medio MRS.

41
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Figura 10. Valores de pH generados por bacterias lacticas inoculadas en caldo MRS.

El acido lactico es un metabolito producido durante la fermentacion por bacterias
lacticas, recientemente ha sido clasificado como GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro) (Vargas et al., 2008). Las bacterias acido lacticas se
caracterizan por producir acido lactico, sin embargo, también producen diferentes
isdbmeros del acido lactico mediante la fermentacion de la glucosa (Carr et al.,
2002).

En las figuras 11 y 12 se presentan los valores de acidez expresada como % de
acido lactico en suero de leche y caldo MRS, respectivamente. Como era de
esperarse el % de acido lactico aumento respecto al tiempo de incubacién, siendo
mayor en el caldo MRS, probablemente a que contiene no solo carbohidratos sino
sales inorganicas como sulfatos, mismos que permiten la produccion de

metabolitos.

Ademas, se observa que en ambos sistemas L. rhamnosus obtuvo una mayor
acidez (0.45% en suero de leche y 1.44% en MRS), esto puede deberse a que L.
rhamnosus es considerado una bacteria heterofermentativa. Agudelo et al. (2015)

mencionod que las bacterias pertenecientes al este grupo generan valores de
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acidez de 0.34 a 0.90%, mientras que Jurado et al. (2016) mencionan que las BAL
heterofermentativas generan % de acidez de 2.01 a 2.53% a las 24 h de
incubacion, el valor obtenido en este trabajo en el medio MRS es similar al
reportado por Agudelo et al., 2015. Sin embargo, cabe destacar que este
parametro esta sujeto a factores como la temperatura y pH 6ptimos, los cuales

influyen en los parametros de crecimiento.

—e— L. rhamnosus o— L. acidophilus Sin microorganismo
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Figura 11. Acidez (% de 4cido lactico) de bacterias lacticas inoculadas en suero de leche.
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Figura 12. Acidez (% acido lactico) de bacterias lacticas inoculadas en caldo MRS.
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En la figura 13 y 14 se muestra el crecimiento de ambos Lactobacillus tanto en
suero de leche como caldo MRS, respectivamente. Como se puede observar las
BAL crecieron en todos los sistemas, logrando un maximo crecimiento a las 24 h.
De acuerdo con lo reportado por Flores (2000), se pueden observar dos fases de
crecimiento. Una primera fase que va desde las 0 hasta las 24 h, correspondiente
a la fase exponencial en donde las células se reproducen sin limitacion alguna de
las sustancias nutritivas a una velocidad maxima, seguida de una fase
estacionaria que para este trabajo abarco hasta las 36 h, en donde no se

diferencia un aumento significativo en la densidad celular.

El crecimiento de BAL en suero de leche no mostré diferencia significativa
(p>0.05) de las especies estudiadas, en cambio para el medio MRS, hay un
mayor crecimiento por parte de L. rhamnosus (p<0.05) durante su incubacion, en
este sentido McFarland et al. (2018) mencionan que las especies de Lactobacillus
rhamnosus y acidophilus son de las principales bacterias que se utilizan como
probioticos en los lacteos, para los cuales la cuenta de células viables expresada
como UFC no debe ser menor a 1x10° UFC/mL o g, poblacién que permite
generar beneficios para el consumidor. Los microrganismos evaluados en este
trabajo presentan poblaciones por arriba de este valor. Montero-Lagunes et al.
(2009), evalué el crecimiento de 4 BAL en suero de leche de Veracruz, México,
entre ellas L. acidophilus, L. reuteri, L. casei y Bifidobacterium spp durante 96 h,
mencionando que las 4 cepas lograron un maximo crecimiento durante las 18 y 36
h (2x10” UFC/mL), en este trabajo las BAL evaluadas presentan 1 ciclo

logaritmico por arriba del reportado.
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Figura 13. Crecimiento de bacterias lacticas inoculadas en suero de leche.
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Figura 14. Crecimiento de bacterias lacticas inoculadas en caldo MRS.
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8.3 Parametros de crecimiento

La tabla 6 muestra los parametros de crecimiento de L. rhamnosus y L.

acidophilus en suero de leche y caldo MRS. Como se observa no hay diferencia

significativa (p>0.05) de los parametros determinados. Ambos microorganismos

presentaron un crecimiento maximo entre 3.37 y 3.96 ciclos logaritmicos, la

velocidad de crecimiento (u) fue entre 7 y 8 h, ademas un corto tiempo de latencia

(A) fue observado (0.25 h), esto significa que ambos microorganismos lograron

adaptarse tanto en suero de leche como en el medio MRS. Por lo que, el suero de

leche resulto ser un buen medio de cultivo para el crecimiento de BAL del género

Lactobacillus. Por otro lado, el modelo de Gompertz modificado generd un buen

ajuste de los datos experimentales (R*>>0.77), generando informacién sobre los

pardmetros de crecimiento de Lactobacillus en medios de cultivo.

Tabla 6. Parametros de crecimiento de Lactobacillus en suero de leche y medio

MRS.
Medio de Microorganismo A Il A R’
crecimiento
(Log N/No) (1/h) (h)

Suero de L. rhamnosus 3.78+0.24a 7.52+0.24a 0.25+0.01a 0.91
leche

L. acidophilus 3.81+£037a 7.55+0.38a 0.25+0.0la 0.80
Medio MRS L. rhamnosus 3.96+051la 7.69+0.52a 0.26+0.02a 0.82

L. acidophilus 3.37+051a 7.09+0.54a 0.24+0.02a 0.77

®Promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en columna indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05).
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8.4 Formacion de peliculas a partir de suero de leche fermentado

Las peliculas comestibles hoy en dia han ganado importancia, debido a que
proporcionan una barrera protectora a los alimentos, mejorando su estabilidad y
contribuyendo en la conservacion de alimentos (Dash et al., 2019). En este
trabajo se llevo acabo la formacion de peliculas comestibles a partir de suero de
leche fermentado por L. rhamnosus y L. acidophilus (figura 15), las peliculas
presentaron una apariencia elastica, delgada y un tanto opaca, debido a la

coloracion del suero de leche.

Figura 15. Peliculas comestibles a partir de suero de leche fermentado por L. acidophilus

(izquierda) y L. rhamnosus (derecha).

Recientemente, se estan evaluando la formulacion de peliculas comestibles
adicionadas con BAL y biopolimeros como polisacaridos, lipidos, proteinas y su
combinacién, sobre todo para otorgar mayores propiedades de barrera a los
gases (Acosta et al.,, 2016). En este trabajo se utiliz6 almidén, que es un
polisacarido, suero de leche que contenia 3% de proteina, glicerol y BAL,
ingredientes que otorgaron caracteristicas a la pelicula obtenida (elasticidad y
resistencia), a pesar de que las peliculas elaboradas Unicamente con almidén o
con un solo biopolimero muestran pobres propiedades de barrera y/o mecéanicas
(Acosta et al., 2016), en este trabajo la combinaciéon de almidén y proteinas
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provenientes del suero lograron una apariencia elastica, sin fragmentacion o
quebrantamiento, propiedades que también pueden atribuirse a la presencia de
glicerol, en este sentido el glicerol es uno de los plastificantes mas utilizados en la
formacion de peliculas, debido a su capacidad de formar enlaces proporcionado
flexibilidad y elasticidad, ademas de disminuir las fuerzas intermoleculares a lo
largo de la matriz (Chillo et al., 2008). Finalmente, las BAL contribuyeron en la
disminucién del pH en el suero, factor necesario en la solucién filmogénica
formadora de pelicula (Aguilar et al., 2012). Finalmente, son necesarios mas
estudios para determinar la funcionalidad de los ingredientes utilizados en la
elaboracién de peliculas comestibles a partir de suero de leche.
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10. CONCLUSIONES

» Se dio un aprovechamiento al suero de leche como medio de crecimiento
de bacterias lacticas y como solucion filmogénica para la formacion de
peliculas comestibles.

= Ambos Lactobacillus crecieron tanto en suero de leche como en el medio
MRS, lo que indica que el suero es un medio de cultivo que se puede usar
para el crecimiento de BAL.

» Los parametros de crecimiento pH y poblacion microbiana fueron similares
en ambos medios de crecimiento (suero y caldo MRS), en cambio la acidez
fue mayor en el medio MRS.

= Ambos microorganismos presentaron un crecimiento maximo de 4 ciclos
logaritmicos, y un tiempo corto de latencia, logrando adaptarse tanto en
suero de leche como en el medio MRS.

= El modelo de Gompertz modificado generé un adecuado ajuste de los
datos experimentales (R2 > 0.77)

= Se logré obtener peliculas comestibles a partir del suero fermentado por

bacterias lacticas, con apariencia elastica y uniforme.
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11.RECOMENDACIONES

Evaluar la poblacion de bacterias acido lacticas en las peliculas
comestibles elaboradas con suero de leche.

Determinar propiedades mecéanicas en la pelicula para evaluar la eficacia
de la formulacién de la solucion filmogénica.

Realizar el almacenamiento de la pelicula comestible a diferentes
temperaturas para conocer la viabilidad de las bacterias lacticas.

Realizar pruebas sensoriales a las peliculas elaboradas para determinar su

aceptabilidad.
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