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Resumen

La preocupacion de la poblacion por un mejor estado de salud ha llevado al desarrollo
de alimentos funcionales, los cuales tienen ingredientes que promueven la salud mas
alla de los nutrientes tradicionales. Una manera para que los alimentos adquieran
caracter funcional es gracias a la incorporacion de microorganismos probioticos, los
cuales deben ser viables en la matriz alimentaria y estar presentes en una concentracion
suficiente para desarrollar su efecto beneficioso. Ademés de la incorporacion de
probidticos, el uso de componentes prebidticos también permite desarrollar alimentos
funcionales. Estos compuestos son ingredientes no digeribles que estimulan la
microflora del tracto gastrointestinal (TGI). Sin embargo, es necesario que tanto
probidticos como prebidticos llegan al TGI. Por ello, surgen nuevas técnicas como el
uso de films o recubrimientos comestibles que protegen los compuestos probiéticos y

prebidticos para que estos ejerzan su accion beneficiosa.

El objetivo principal del proyecto es el recubrimiento de quesos de cabra con films
comestibles de alginato, para obtener un alimento funcional, con una cepa probidtica
(Lactobacillus plantarum CECT 9567) y un compuesto prebiotico (acido lactobidnico,
LB). Se estudio la viabilidad del microorganismo probidtico a lo largo del tiempo
teniendo en cuenta el efecto sinérgico que ejerce el prebiodtico sobre él. También se
estudiaron sus caracteristicas texturales, su digestibilidad y la morfologia mediante

microscopia.

Se elaboraron quesos recubiertos films de alginato con diferentes composiciones: films
probiédticos con L. plantarum, films prebidticos con LB y films simbiéticos con ambos
componentes en diferentes concentraciones. El uso de LB permitié mejorar la viabilidad
del probiotico, mostrando al final del periodo de almacenamiento valores aceptables
para considerar el alimento como probidtico segin el limite establecido. Tras la
digestion in vitro de los films se observd que estos recubrimientos actlan como una
matriz protectora del microorganismo probidtico, siendo capaz de sobrevivir a través de
su paso por el TGI. Se consiguié por tanto elaborar un queso de cabra simbidtico e
innovador, en el que, que en un futuro, podria ser mejorado para conseguir valores

mayores de L. plantarum y presentar un mayor efecto sinérgico con el prebidtico.



Abstract

The population's concern for the best state of health has been the development of
functional foods. These kind of food have ingredients that promote health beyond
traditional nutrients. Food can become functional with the incorporation of probiotic
microorganisms but they must be viable and have a minimum concentration in the food
matrix to develop its beneficial effect. Using prebiotics is another way to develop
functional food. Prebiotics are non-digestible compounds that stimulate the growth of
the microflora of the gastrointestinal tract. To achieve these beneficial effects, both
probiotics and prebiotics must reach the gastrointestinal tract in a properly way. In this
context, new techniques arise such as the use of films or edible coatings that protect the

probiotic and prebiotic so that they can exert their action.

The main objective of the project is the coating of goat cheeses with edible alginate
films to obtain functional food. The probiotic strain used was Lactobacillus plantarum
CECT 9567 and the prebiotic compound lactobionic acid. The viability of the probiotic
microorganism was studied over time to know the synergistic effect exerted by the
prebiotic on it. Their textural characteristics, digestibility and morphology, employing

microscopy techniques, were also studied.

Alginate films coated cheeses with different compositions were generated: probiotic
films with L. plantarum, prebiotic films with lactobionic acid and symbiotic films with
both components and different concentrations. The use of lactobionic acid allowed to
improve the viability of L. plantarum. There were acceptable probiotic values
(according to the legal limit) at the end of the storage period. The coatings acted as
protective matrix of probiotics after the in vitro digestion because the microorganisms
was able to survive through the gastrointestinal tract. An innovative symbiotic goat
cheese was developed. It could be improved in the future to achieve higher values of L.

plantarum and with greater synergistic effect with the prebiotic.
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INTRODUCCION




Actualmente el concepto de nutricion ha evolucionado. El interés actual radica en la
relacion existente entre la alimentacion y las enfermedades crénicas no transmisibles.
Los consumidores, conscientes de esta relacion buscan en el mercado aquellos
productos que contribuyan a su salud y bienestar. Siguiendo esta tendencia, buscan y
reciben abundante informacién sobre las propiedades saludables de los alimentos, en
especial de aquellos alimentos que ejercen una accidén beneficiosa sobre algunos
procesos fisiologicos y/o reducen el riesgo de padecer una enfermedad. Estos alimentos
que promueven la salud han sido denominados Alimentos Funcionales y las empresas
que los producen presentan una rapida expansion mundial [1]. Los alimentos
funcionales, ademéas de aportar los nutrientes basicos al organismo como vitaminas,
minerales, grasas, proteinas, etc. también desempefian otro papel, ya que participan en
la prevencién y reduccion de los factores de riesgo para ciertas enfermedades y también

tienen capacidad para mejorar funciones fisiolégicas de vital importancia [2].

El desarrollo de este tipo de alimentos est4 llevando a las empresas a aumentar su
capital en 1+D+i para focalizar su produccion hacia este tipo de alimentos. Uno de los
sectores en los que mas se trabaja en este campo es la industria lactea ya que son varios
los productos alimenticios que pueden obtenerse a través de la leche como yogures,
quesos o bebidas lacteas fermentadas, entre otros. Los lacteos tienen buenas cualidades
para convertirse en alimentos funcionales generando asi productos que mejoran la
digestibilidad de la lactosa, reducen la tensién arterial o contribuyen a los niveles de

colesterol en sangre.

En las dos ultimas décadas se ha producido un aumento importante del consumo de
alimentos lacteos funcionales ya que tienen un gran atractivo comercial. Dentro de la
gran variedad de productos que se pueden encontrar en el mercado, existen lacteos con
caracter probiotico, prebidtico o simbidtico. El sistema general para proporcionar a los
lacteos caracter probidtico es la incorporacion de cepas las cuales pertenecen
mayoritariamente a los generos Lactobacillus y Bifidobacterium [3]. El género
Lactobacillus es uno de los méas usados ya que es considerado como GRAS (Generally
Recognized as Safe). También son varios los compuestos empleados como prebidticos.
Diferentes carbohidratos no digeribles se usan como prebi6ticos, siendo muchos de
ellos derivados de la lactosa. Entre estos derivados se encuentra el &cido lactobidnico
(LB), producto obtenido de la oxidacion de la lactosa con un gran potencial prebiotico.
Ademas de tener propiedades saludables, el LB despierta un gran interés comercial [4].
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El uso de LB en productos lacteos fermentados, como por ejemplo el queso, puede

generar menores costes y tiempos de procesado.

El inconveniente de los microorganismos probidticos es la disminucion en su
viabilidad con el paso del tiempo o con el paso del alimento por el tracto gastrointestinal
(TGI), por lo que el producto final no podria considerarse probidtico. Sin embargo, se
estdn estudiando nuevas metodologias para favorecer la supervivencia de los
microorganismos probioticos como es el uso de un prebidtico que sirva de nutriente a
las cepas probidticas y el uso de técnicas modernas que protegen los microorganismos
como los films o recubrimientos comestibles. Estos films ademas de poder ser vehiculo
de probidticos y prebidticos también evitan pérdidas de calidad de los productos
manteniendo en ciertos casos su humedad y evitando el crecimiento de
microorganismos indeseables. De hecho, se han aplicado y estudiado diferentes
recubrimientos (alginato de sodio, proteinas de soja, quitosan) en varios tipos de queso
como sistema de proteccion obteniendo resultados favorables [5]. La incorporacion de
probidticos y prebioticos en films y recubrimientos comestibles se ha propuesto como
una tecnologia emergente que ha generado gran cantidad de estudios en la ultima
década. Estos films se consideran materiales bioactivos, promoviendo beneficios en la
salud del consumidor. Ademas, se ha estudiado la mejora de la estabilidad de los
alimentos recubiertos con films ya que los microorganismos probi6ticos incorporados
pueden tener efectos competitivos contra microorganismos indeseados que pueden
deteriorar el alimento [6]. Estos productos que presentan conjuntamente
microorganismos probidticos con sustancias prebiéticas reciben el nombre de productos
simbidticos [7] y esto hace que tengan efectos sistematicos sobre el metabolismo y
sistema inmune del huésped. La seleccion simbidtica es una manera de mantener una

buena sinergia y maximizar los efectos beneficiosos de los alimentos funcionales [2].

A partir de lo expuesto anteriormente, el presente trabajo persigue la preparacion de
quesos simbidticos que incorporen como probiotico la cepa Lactobacillus plantarum
CECT 9567 y como prebidtico LB, contenidos ambos en films o recubrimientos
comestibles por inmersién de los quesos en la solucion formadora de film. El
recubrimiento de los quesos con estos films tiene por objetivo ser vehiculo del
microorganismo probiotico y el compuesto prebiotico, y favoreciendo la llegada de
ambos al TGI con el objetivo de lograr efectos beneficiosos para la salud del

consumidor.



Por tanto, los objetivos del proyecto fin de master son los siguientes:

= Elaborar quesos simbidticos que contengan &cido lactobiénico como compuesto
prebidtico y Lactobacillus plantarum CECT 9567 como microorganismo
probidtico empleando films alimentarios que sirvan como vehiculo del

probidtico y del prebidtico.

o Evaluar la proteccion que ofrece el film al microorganismo probidtico durante el
periodo de almacenamiento observando su viabilidad y el efecto sinérgico

existente entre el probidtico y el prebiotico.

o Caracterizar los quesos simbidticos elaborados, analizando los cambios en su
textura, la viabilidad del probidtico durante la digestibilidad y morfologia en el

interior de los films alimentarios.



CONSIDERACIONES
TEORICAS Y PRACTICAS
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1. Productos lacteos: el queso.
1.1. Definicion y aspectos generales.

Segun el Codex Alimentarius un producto lacteo es aquel producto obtenido mediante
cualquier elaboracion de la leche, que puede contener aditivos alimentarios y otros
ingredientes funcionalmente necesarios para la elaboracion [8]. El procesado de la leche
da lugar a una gran variedad de productos como leche de consumo, leche en polvo, nata,
mantequilla, queso, yogur, postres lacteos o helados [9]. Las gamas de productos varian
significativamente de una regién a otra y entre los paises de la misma region,
dependiendo de los habitos alimenticios, las tecnologias de procesamiento de leche

disponibles, la demanda del mercado y las circunstancias sociales y culturales.

En Espafia, segin la estadistica lactea anual del 2017 (Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, MAPAMA) la mayor parte de la leche producida es leche de
vaca, con 7.027.700 toneladas (t), seguida de la leche de oveja (514.000 t) y cabra
(491.400 t). De toda la leche producida, la mayor parte se destina a leche de consumo
(3.538.000 t) y pequefias partes a productos méas elaborados como quesos (481.100 t) o
mantequillas (49.600 t) (Figura 1). De toda la produccion quesera, 190.600 t son de

queso fresco y 290.500 t de quesos de pasta, tanto blanda como dura [10].

Mantequilla  quaso481.100 t
49.600t

Lacteos en polvo
42,100 t

Leche concentrada
28.800 t

Leche acidificada
y fermentada
1.022.400 t

Leche consumo
3.538.000 t

Figura 1. Produccion de lacteos (toneladas) en Espafia (MAPAMA 2017)

El queso es uno de los productos lacteos elaborados con unas cifras de produccion

importantes. Este producto se define como aquel producto fresco o madurado obtenido
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por separacion del suero despues de la coagulacion de la caseina (principal proteina en
la leche) de leche, desnatada total o parcialmente, de la nata, del suero de mantequilla o
de una gran mezcla de algunos o de todos estos productos [9].

La coagulacion de la caseina puede ser enzimatica o acida. La coagulacion de la leche
puede estar favorecida por el uso de bacterias del acido lactico (BAL) que acidifican el
medio por su metabolismo. Tras la coagulacion, el queso se moldea, se sala, se prensa y
en algunos tipos de queso se siembran cultivos fungicos o bacterianos. En algunos casos
también se afiaden colorantes, especias u otros alimentos y productos no lacteos. El
producto final obtenido se puede consumir en fresco o con diferentes grados de

maduracion [9].

Se diferencian més de 2.000 tipos de queso en todo el mundo, con caracteristicas
diferentes y con procesos de elaboracion mas o menos diferenciados. Los diferentes
quesos se pueden clasificar en funcion del tipo de leche con la que sean elaborados
(leche de vaca, cabra u oveja), sus caracteristicas finales (queso con sal, fundido, etc.), o
segun el tiempo de maduracion al que son sometidos (quesos curados, semicurados,
frescos) [9]. Ademds, en Espafia 26 quesos son considerados productos con
Denominacién de Origen Protegida (DOP), estableciéndose asi un cierto nivel de
calidad en el producto elaborado. Algunos son por ejemplo el queso DOP Bejes-
Tresviso (Cantabria), DOP Cabrales (Asturias), 0 DOP Torta del Casar (Extremadura).

Desde el punto de vista nutricional, el queso tiene gran valor alimenticio por su
contenido en proteinas, grasa, calcio, fosforo y otras vitaminas [11]. El queso posee de
forma concentrada la mayoria de los nutrientes de la leche, dependiendo el grado de
concentracion de estos en la cantidad de agua que tenga el producto final, pudiendo
diferenciar asi la composicion nutricional de las diferentes variedades de queso, sobre

todo entre quesos frescos y madurados.

1.2. Proceso de elaboracion del queso.

El proceso general de elaboracion de queso es sencillo y a pesar de que cada tipo de
queso tiene un proceso de elaboracion diferente, la mayoria de las etapas son iguales
(Figura 2).
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La leche, bien sea de vaca, cabra, oveja 0 una mezcla de estas; es la materia prima
fundamental para elaborar queso. Se parte de leche natural, total o parcialmente
desnatada, de nata de suero de mantequilla o de una mezcla de algunos o todos estos
productos. Una materia prima de buena calidad asegura un producto final de buena
calidad. Es importante tener en cuenta los diversos factores fisicoquimicos y

microbioldgicos que pueden afectar al proceso de coagulacién de la leche.

Los diferentes componentes de la leche juegan un papel crucial en el queso, afectando

algunos de ellos de la siguiente manera:

— El agua favorece el crecimiento microbiano, afecta a la textura y al rendimiento.
— Lagrasa afecta a la textura, sabor, rendimiento y color.

— Lalactosa afecta al desuerado, textura, sabor y maduracion.

— La caseina afecta al rendimiento, sabor y olor.

— Los minerales participan en la coagulacién, influyen en el desuerado y textura de

la cuajada.

La transformacién de la leche a queso generalmente comprende las siguientes etapas:
tratamiento de la leche, coagulacion, corte de la cuajada y desuerado, moldeo, prensado,
salado y maduracion. Antes de empezar la elaboracion en si del queso, la leche tiene
que tratarse y prepararse para acondicionar sus caracteristicas fisicas, quimicas y
biol6gicas con procesos de filtrado y estandarizacion de la grasa, ademas de un posible
proceso de pasterizacion en el caso de que el queso se vaya a consumir antes de los

sesenta dias siguientes a su elaboracion [9].

A continuacidn, la leche pretratada se pasa a la cuba o tina de cuajado y es ahi donde
se afladen, dependiendo del queso a elaborar, fermentos lacticos o cuajo, manteniendo
una temperatura en torno a 35°C. Gracias a esta coagulacion la leche se transforma de
liquido a sélido o semisélido por la precipitacion de la caseina, formandose un gel o
cuajada. La cuajada obtenida se corta y como consecuencia el suero se elimina,
obteniéndose pequefios granos de queso que a continuacion seran moldeados para dar al
queso la forma deseada; y ademas, de manera opcional, tras su moldeo, los quesos

pueden prensarse diferenciando asi quesos de pasta prensada o sin prensar.

Seguido, los quesos se salan con el objetivo de regular el proceso microbiano evitando

la aparicion de microorganismos indeseables, seguir contribuyendo al desuerado de la
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cuajada, formar corteza en el queso y potenciar su sabor. Finalmente, en la etapa de
maduracion los quesos se mantienen en cdmaras (también denominadas secaderos) en
las que se controla la temperatura, humedad y aireacion [12].

Leche entera/estandarizada

¥

Pacterzacion/
precalentamiento

Refrigeracion

e
Corte/desuerado
:

Ultrafittracion

Enfriamiento Envasado

Coagulacién Fermentos
{en &l envase) o cuajo

Maduracion
_ Frutas u otres

-
ingredientes Envasado

Acondicionamento
Alracenamienta Almecenamento refrigerado

Queso madurado Queso Fresco

Figura 2. Diagrama de elaboracion del queso [2].

A pesar de que lo mas comun es la elaboracion de queso madurado, los quesos frescos
ocupan un gran lugar en el mercado. Se obtienen principalmente por coagulacion acida
y tienen una consistencia blanda ademéas de un alto contenido en agua. No estan
sometidos a procesos de maduracién, por lo que estan listos para su consumo una vez
acabado su proceso de fabricacion. Tras el moldeado, prensado y salado se enfrian
(proceso el cual da consistencia al queso), se envasan y se almacenan a temperatura de
refrigeracion. Actualmente la mayor parte de quesos frescos sufren un proceso previo
de ultrafiltracion que separa parte del suero antes del cuajado de la leche en el propio
envase [9]. El queso fresco mas comin en Espafia es el tipo Burgos mientras que en

Europa son populares el queso Cottage y Mozzarella. [9] [13].
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2. Alimentos funcionales.

Actualmente los consumidores buscan en el mercado productos que contribuyan a su
salud y bienestar. Existe abundante informacion sobre las propiedades saludables de los
alimentos, especialmente de aquellos alimentos que tienen una accion beneficiosa en
algunos procesos fisioldgicos y/o que reducen el riesgo de padecer una enfermedad.

Estos alimentos son denominados alimentos funcionales [1].

Fue a mitad de los afios 80 cuando se comenzo6 a usar ¢l término “functional food” en
Japdn (conocidos en este pais como Food of Specific Health Use; “FOSHU”). El
concepto de alimento funcional se extendié rapidamente por todo el mundo,
convirtiéndose en una gran fuente de negocio para muchas empresas del sector de la
alimentacion. En Estados Unidos desde 1990, la Food and Drug Administration (FDA)
vigila el desarrollo de estos nuevos alimentos, creando un marco de seguridad
alimentaria fiable. En Europa los alimentos funcionales también han despertado un gran

interés desde su aparicién en el mercado [14].

El nombre de alimento funcional se ha usado de forma amplia en los Ultimos afios sin
que exista una definicion universalmente aceptada [14]. En general, los alimentos
funcionales se definen como alimentos en los que algunos de sus componentes afectan a
las funciones del organismo de manera especifica y positiva, teniendo un efecto
fisioldgico o psicolégico mas alld de su valor nutritivo tradicional. El efecto que tienen
puede contribuir a mantener la salud y el bienestar, disminuir el riesgo de enfermedad o
ambas acciones [1]. Es importante destacar que los alimentos funcionales deben seguir
siendo alimentos, por lo que no se consumiran en forma de pastilla, capsula u otro
formato similar. También se debe tener en cuenta que los alimentos funcionales deben
demostrar sus efectos beneficiosos en cantidades que puedan ser normalmente
consumidas en la dieta, por lo que deberian formar parte de un patrén normal de
alimentacion. Lo importante, en cualquier caso, es que el alimento posea algun efecto

beneficioso definido sobre una funcion o varias funciones organicas [14].

Durante los ultimos afos, los alimentos funcionales han adquirido una importancia
creciente con un impacto positivo tanto en la salud mundial como en el comercio
internacional. Al mismo tiempo, los beneficios econdmicos de los alimentos funcionales

crecen tanto en los paises en desarrollo como en los industrializados. La produccién de
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alimentos funcionales esta siendo reconocida como la industria de biotecnologia de
alimentos nimero uno, ya que las tendencias cambiantes en la demografia de la
poblacion y la mejora de la atencion de salud dan lugar a unos clientes conscientes de la
salud [15].

Dentro de los alimentos funcionales se encuentran ingredientes como vitaminas,
minerales y también probiéticos y prebidticos. Se encuentran en diversos productos
como leches fermentadas, yogures o bebidas deportivas [15].

2.1. Probiéticos.

El consumo de alimentos con carécter probidtico ha aumentado debido a las
preocupaciones de los consumidores con respecto a las dietas saludables y el bienestar.
Actualmente la FAO define los probidticos como "microorganismos vivos que, cuando
se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud al
huésped" [16].

Los efectos probidticos son especificos de cada cepa, por lo que es necesario conocer
el género y la especie de los microorganismos para obtener los efectos deseados en el
huésped. Las principales caracteristicas de las cepas probidticas en su relacion con el
huésped son la resistencia al &cido gastrico y biliar, la adherencia al moco o las células
epiteliales humanas, la actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas y la
capacidad de reducir la adhesidn de patdgenos a las superficies y la actividad hidrolasa
de sales biliares [16]. Los géneros mas usados como probidticos son Lactobacillus y
Bifidobacterium, pero no dejan de emplearse otros géneros como Enterococcus,
Streptococcus 0 Saccharomyces (Tabla 1).

Los mecanismos por los cuales los probidticos pueden beneficiar al ser humano son
diversos, incluyendo la produccidon de sustancias antimicrobianas, fortalecimiento de la
barrera intestinal, la modulacion de la respuesta inmune y la actividad antagonista frente
al crecimiento de microorganismos patdégenos ya sea por la produccion de agentes
antimicrobianos o por la competencia por los sitios de unién, los nutrientes y los
factores de crecimiento [16]. Algunos de los efectos beneficiosos que han sido

estudiados de las bacterias del acido lactico (BAL) son la reduccion y prevencion de la
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diarrea, la mejora del equilibrio microbiano intestinal, el alivio de los sintomas de
intolerancia a la lactosa y la actividad antitumoral [1]. Como se observa, la mayor parte
de los efectos se relacionan con TGI, por lo que es necesario que el probidtico tenga la
capacidad de sobrevivir en su paso a traves TGI superior y siendo capaces de crecer en
el intestino (resistiendo la accion de los &cidos y la bilis). Ademas, los probidticos se
consideran seguros para el consumo humano, ya que producen sustancias
antimicrobianas como las bacteriocinas y tienen la capacidad de adherirse a las lineas
celulares del intestino y colonizarlo [17]. Una opcion interesante es utilizar una matriz
alimentaria que los proteja y favorezca su supervivencia, como es el caso de los films o

recubrimientos comestibles.

Tabla 1. Especies mas comunes de BAL usadas como probi6ticos.

Lactobacillus sp. | Bifidobacterium sp. | Enterococcus sp. Streptococcus sp.
L.acidophilus
L.casei
L. delbrueckii ssp B. bifidum .
. . . S. cremoris
(bulgaricus) B. animalis E. fecalis .
. : S. salivarius
L. cellobiosus B. longum E. faecium S diacetvlactis
L. lactis B. thermophilum ' y
L. plantarum
L. reuteri

Para que un microorganismo sea considerado como probidtico debe reunir las

siguientes caracteristicas [15]:

Estar aislado de la misma especie que las que se encuentran en el ser humano.

Tener efectos beneficiosos demostrables en el huésped.

Carecer de caracter patogeno y tener la categoria GRAS.

Sobrevivir el paso por el TGI.

Para que se reconozca que un alimento contiene caracter probidtico la concentracion
de microorganismos debe ser de 10% — 108 UFC/g o UFC/mL [18] . Ademas, una cepa
probidtica debe soportar el proceso de fabricacion sin la pérdida de viabilidad o efecto
negativo sobre las propiedades sensoriales del producto alimenticio. La cepa y las
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propiedades reivindicadas deben mantener la estabilidad en el producto alimenticio

durante el procesamiento y también durante el almacenamiento posterior [15].

Los probidticos se han incorporado en varios productos alimenticios y suplementos, la
mayoria de los cuales son productos lacteos como quesos, helados o yogures [16]; pero
también en algunos productos vegetales fermentados como aceitunas, chucrut, soja y
cereales; en algunas carnes o pescados fermentados y salchichas; en bebidas
alcoholicas, como vino, cerveza, sidra y otras; y en el gran grupo de los liofilizados, sea
como medicamentos o como suplementos nutricionales [19]. Como ejemplos, se han
estudiado recientemente el uso de Streptococcus thermophilus TA040 en yogures o

Lactobacillus casei Zhang en queso fresco [11].

El género Lactobacillus se emplea ampliamente como probidtico. Una de las cepas
mas importantes dentro este género es Lactobacillus plantarum, BAL mesofila, no
patdgena, versatil, y que es aislada frecuentemente de productos alimenticios y se usa
para la produccion de alimentos fermentados como queso, kéfir, chucrut, productos
carnicos fermentados o bebidas [20]. Ademas, Lactobacillus plantarum se considera
GRAS vy se puede emplear en diversas aplicaciones. Hasta la fecha, existe evidencia de
su uso como probidtico en la prevencion de la diarrea, reduccion del colesterol y
reduccion de los sintomas del Sindrome del Intestino Irritable (SII). L. plantarum
cuenta con un valor afadido, ya que ciertas cepas tienen capacidad de producir
plantaricinas (bacteriocinas), las cuales ofrecen un amplio rango de aplicaciones en el

campo alimentario [18].

2.2. Prebiodticos.

En 1995 Gibson y Roberfroid definieron por primera vez un prebidtico como
ingredientes de los alimentos no digeribles que afectan de manera beneficiosa al
consumidor ya que estimulan de forma selectiva el crecimiento y/o la actividad de una o
varias bacterias del colon [15]. Actualmente la definicion mas aceptada es la emitida
por la FAO en 2007 donde se describen los prebidticos como ‘“‘componentes
alimenticios no digeribles asociados a la modulacion de la microbiota del consumidor

teniendo esto beneficios en su salud”.
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Los prebidticos son por lo general hidratos de carbono de cadena corta que se
fermentan a lo largo del TGl y estimulan asi el crecimiento de bacterias beneficiosas.
Estos compuestos, entre otros, mantienen y desarrollan la microbiota intestinal lo cual
facilita mecanismos de defensa de los individuos [21]. Alguno de los compuestos mas
comunes considerados como prebioticos son inulina, fructooligosacaridos (FOS) y
galactooligosacéridos (GOS). Los poli y oligosacéaridos estan disponibles en la dieta
habitual de cualquier consumidor ya que se encuentran principalmente en vegetales. En
la leche también podemos encontrar algunos oligosacaridos con actividad prebidticas.
Los prebidticos que mas se suelen usar para el desarrollo de alimentos funcionales son

fructanos (oligosacéridos de inlunina y FOS) y GOS [22].

Es necesario establecer criterios que permitan clasificar un ingrediente alimentario
como prebiotico. Para ello un prebidtico debe ser quimicamente estable a los
tratamientos durante el procesado de alimentos, y a ciertas condiciones como
temperaturas elevadas, ambientes &cidos o a las condiciones que se dan en la reaccion
de Maillard; resistir la acidez géstrica y la hidrolisis enzimatica asi como absorberse en
el intestino; ser fermentado por la microbiota intestinal, principalmente por los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus; y estimular de forma selectiva el crecimiento y/o

actividad de las bacterias intestinales asociadas con la salud y bienestar [13] [14].

La funcion de los prebioticos se debe a su indigestién por enzimas pancreéticas e
intestinales debido a su naturaleza quimica, llegando al colon practicamente intactos. La
microflora del colon tiene la capacidad de realizar hidrolisis digestivas complejas,
descomponiendo los carbohidratos complejos y otras proteinas que no se hidrolizan ni
absorben el en tracto digestivo superior [22]. Por tanto, cualquier alimento no digerido
que llegue al colon (carbohidratos no digeridos, péptidos y proteinas, algunos lipidos,

etc.) se considera fuente de prebioticos.

Son varios los efectos beneficiosos observados de los prebidticos sobre la salud
humana. Entre ellos destacan: la prevencion de gastroenteritis, la disminucion de la
inflamacion en procesos de enfermedad inflamatoria intestinal (EIl), induccién de

apoptosis de células malignas disminuyendo el riesgo de cancer de colon, etc. [8].
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2.2.1. Acido lactobiénico.

Actualmente, se utilizan diferentes carbohidratos no digeribles como prebidticos,
muchos de ellos derivados de la lactosa. Este grupo incluye LB, el cual es un producto
de la oxidacion de la lactosa potencialmente prebidtico. Ademas de sus propiedades
sobre la salud del consumidor, hay un gran interés comercial y en el &ambito alimentario
por sus propiedades. La introduccion de LB en los procesos de fabricacion de productos
lacteos fermentados conduciria a menores tiempos de procesado y ahorro de costes [4].
Ademas de sus aplicaciones tecnoldgicas, el LB se puede considerar un producto
prebidtico como ingrediente de alimentos funcionales ya que resiste la accion de las
enzimas digestivas, pasando al colon practicamente intacto pudiéndose asi fermentar

por las bacterias intestinales y tener efectos prebioticos potenciales [23].

El LB (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucénico) pertenece a la familia aldobionica de
los &cidos, y es un polihidroxi acido compuesto por una molécula de galactosa y una
molécula de &cido glucdnico las cuales se unen por un enlace similar al éter (Figura 3) y
se caracteriza por contener numerosos grupos hidroxilo. Desde el punto de vista
nutricional, puede considerarse un edulcorante bajo en calorias ya que proporciona solo
2 kcal/g. Es una sustancia versatil la cual tiene aplicaciones en el campo de la
cosmeética, farmacia y alimentacion ademéas de un gran potencial terapéutico por su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, su caracter no toxico y sus propiedades

guelantes, anfifilicas y antioxidantes. [24] [23]
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Figura 3. Acido lactobiénico [25].
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Se obtiene oxidando el grupo aldehido de la molécula de glucosa que compone la
lactosa mediante procesos como oxidaciones cataliticas, biocataliticas 0
electroquimicas. Su costo de produccidn es elevado, razén por la cual se investiga cada
vez mas la sintesis biologica de este acido que puede ser posible con una eficiencia muy
alta y sin necesidad de purificacion de enzimas ni tratamiento de residuos altamente
contaminantes producidos por los catalizadores quimicos [26][24]. La produccion
bioldgica de LB es una alternativa sostenible, desarrollandose un proceso eficiente con
Pseudomona taetrolens como microorganismo productor el cual actla sobre el suero de
queso residual, aprovechando un residuo para obtener un acido con un alto valor
afiadido [4].

Son diversas las aplicaciones del LB en el ambito alimentario. Se han observado sus
efectos como antioxidante, estabilizante, agente gelificante y acidificante, potenciador
del sabor 0 como agente capaz de retener agua [23]. Su sal, el lactobionato de calcio, se
ha usado en bebidas no lacteas, bebidas a base de leche y quesos ya que se ha observado
que la presencia de este acido en dichos alimentos puede estimular el calcio intestinal
promoviendo asi la salud del consumidor. Podria por tanto considerarse como un
agente importante en la prevencién y/o tratamiento de deficiencias de calcio [27]. Su
uso en la industria lactea permite mejorar los rendimientos de produccién, al disminuir
los tiempos de procesado y ahorrar asi costes de fabricacion ya que se puede inducir la
coagulacién en la fabricacion de queso sin necesidad de emplear cultivos iniciadores y/o

cuajo, lo que reduce costos al no tener que usar dichos ingredientes [28].

2.3. Simbioticos.

Actualmente surgen nuevas tendencias en el desarrollo de alimentos funcionales al
incorporar mas de un ingrediente bioactivo en un alimento para promover mas efectos
beneficiosos para la salud. Estos productos los cuales contienen dos 0 mas componentes

bioactivos se conocen como alimentos simbioticos.

En el contexto de los prebidticos y probidticos, un simbidtico tiene efectos
beneficiosos sobre el huésped al mejorar la supervivencia e implantacion de
microorganismos en el TGI mediante la estimulacién selectiva del crecimiento y/o

activacion del metabolismo de uno o varios microorganismos beneficiosos. El término
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simbiotico alude al sinergismo, es decir, productos en los que los compuestos
prebidticos favorecen selectivamente los organismos probidticos. El fundamento para
el uso de simbiéticos se basa en la mejora de la supervivencia que se ha observado en

bacterias probioticas a través del TGI superior [2].

Son varios los productos simbioticos que se estan desarrollando. Por ejemplo, una de
las Gltimas tendencias es afiadir simultdneamente prebidticos y probidticos al queso
fresco, llamandolo “queso simbidtico”. En queso Fiordilatte (de origen italiano) se
incorpor6 como probidtico Lactobacillus rhamnosus y fructooligosacaridos e inulina
como agentes prebidticos [7]. También se han generado otros derivados lacteos
simbidticos como helados en los cuales se observa que la adicion de inulina mejora la

viabilidad de Lactobacillus acidophilus [29].

3. Films o recubrimientos alimentarios.

Para que los probidticos y prebidticos desempefien el papel previsto en la salud
humana, es esencial que tanto la viabilidad como la actividad metabdlica se mantengan
durante todo el procesamiento de los alimentos y la cadena de suministro, asi como en
el TGI. Debido a la sensibilidad que presentan tanto los probidticos como ciertos
prebidticos a condiciones comunes de procesamiento como calor, ambiente acido,
elevada presion osmotica, etc.; resulta necesario generar una barrera fisicoquimica que
permita a los microorganismos y compuestos prebidticos mantenerse estables. Una
posible solucién es la incorporacion de los probidticos y prebidticos en films o
recubrimientos comestibles, los cuales son una delgada capa de material comestible que
se adhiere a la superficie de un alimento, lo que proporciona una barrera contra la
humedad, oxigeno, diéxido de carbono, aromas, lipidos y otros solutos. Esta tecnologia
puede favorecer su estabilidad y viabilidad para permanecer fisiolégicamente activos en
el momento de consumo, condicién necesaria para considerar a un alimento probidtico y

aportar efectos beneficiosos al consumidor [30] [16] [31].

Los films y recubrimientos comestibles no reemplazan al embalaje externo del
alimento, pero ayudan a proteger los alimentos, ya que reducen las tasas de
transferencia de humedad y gas entre los alimentos y el ambiente, contribuyendo a

mejorar la estabilidad de los alimentos. Es un enfoque novedoso dentro del concepto de
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alimentos funcionales, que propone que cualquier alimento pueda proporcionar un
beneficio para la salud més alla de los nutrientes tradicionales que contiene y que pueda

considerarse funcional.

De acuerdo con las propiedades del compuesto que se va a introducir en el film el
material de los recubrimientos puede basarse en proteinas (soja, colageno o gelatina),
polisacaridos (derivados de celulosa, almidones, alginato, quitosano) y lipidos (ésteres
de glicerol o ceras) que pueden usarse solos 0 combinandose. Para la formacion de los
films también se incluyen plastificantes como glicerol o polietilenglicol, que actdan

como agentes hidrofilicos que mejoran las propiedades de los recubrimientos [32].

Una de las funciones principales los films y/o recubrimientos es contener probi6ticos o
prebidticos permitiendo que estos productos sean viables en el TGI. El uso de estos
films no solo favorece la viabilidad de los probidticos en el ser humano, sino que
también permiten reducir o evitar el uso de agentes conservantes en alimentos en el caso
de incorporar BAL ya que estas son capaces de inhibir el crecimiento de diversos
microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos, a través de la produccion
de diferentes sustancias [33]. Todas las ventajas que aportan estos recubrimientos son
especialmente relevantes en el desarrollo de nuevas aplicaciones industriales.
Actualmente esta tecnologia se ha utilizado para la elaboracion de algunos alimentos
funcionales como probidticos y prebidticos, asi como el desarrollo de alimentos

simbidticos.

Dentro del campo de los probidticos se han desarrollado films comestibles de alginato
con caracter probidtico en manzana y papaya recién cortadas, mostrandose valores de
Bifidobacterium lactis Bb-12 superiores a 10° UFC/g, demostrando un mantenimiento

de la viabilidad del microorganismo gracias al uso del recubrimiento [34].

Los films pueden emplearse también para desarrollar alimentos simbidticos. El
empleo de films de metilcelulosa con Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus
CIDCA 333 y Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 como probioticos y
fructooligosacaridos (FOS) como prebioticos, permiten una mayor estabilidad de los
microorganismos durante periodos mas largos a humedades mayores [35]. Otros autores
llevaron a cabo la formacion de films con gelatina que contenian Lactobacillus

rhamnosus GG y cuatro compuestos con caracter prebiotico: inulina, polidextrosa,
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glucooligosacaridos (GOS) y dextrina, generandose una estructura en el film mas
uniforme gracias al efecto de los probioticos, el cual estaba protegido gracias a la
presencia fundamentalmente de inulina [36]. El uso de recubrimientos de alginato de
sodio los cuales contienen Lactobacillus rhamnosus GG en pan también han permitido
observar un aumento de la viabilidad del microorganismo tras 4-7 dias de
almacenamiento y una menor pérdida de la viabilidad de la cepa probidtica tras un
ensayo de digestibilidad in vitro [37]. El alginato de sodio es uno de los materiales mas
empleados para la formacion de films usdndose también en queso Fiordilatte simbidtico
el cual contiene Lactobacillus rhamnosus y FOS, manteniendo la viabilidad del
microorganismo en 107 UFC/g y produciéndose gracias a la adicion de probidticos y
prebidticos un efecto antimicrobiano contra Pseudomonas spp. Yy enterobacterias, lo cual

mejoro el sabor final del producto y prolongé su vida atil [38].

4. Tecnicas de analisis y control de los productos elaborados.

En el trabajo desarrollado se prepararon quesos con recubrimientos con LB y L.
plantarum CECT 9567 con el objetivo de desarrollar un nuevo alimento simbiotico
funcional. Para la caracterizacion de estos nuevos alimentos y la viabilidad de los

microorganismos, se emplearon diferentes métodos de analisis.

4.1. Texturometria.

Las caracteristicas mas importantes de los alimentos vienen determinadas por las
propiedades que son captadas por los sentidos, es decir, por sus propiedades
organolépticas. Dentro de estas propiedades se encuentran el color, sabor, olor, aroma,
gusto y la textura. El andlisis de la textura es un pardmetro muy importante en los
alimentos, ya que desde el punto de vista del consumidor es esencial en la percepcion de
los productos alimentarios. La manera mas comun de analizar la textura es mediante
paneles de cata pero también existe el analisis instrumental mediante el uso de

texturometros.
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La textura se puede definir como la manifestacion sensorial y funcional de las
propiedades estructurales, mecénicas y superficiales de los alimentos detectados a través
de los sentidos de la vision, la audicion, el tacto y la cinestésica. Ademas la textura es
una propiedad con naturaleza multiparamétrica porque son varios los sentidos y
receptores que permiten percibir de manera adecuada la textura, razon por la cual es

necesario definir las propiedades texturales [39].

El equipo empleado para la caracterizacion de la textura del queso es el texturometro
como por ejemplo el TA.TX plus (Stable Micro Systems) utilizado en este trabajo el
cual somete la muestra a un esfuerzo entre dos placas, una movil y otra fija, de manera
que es capaz de medir el tiempo, la fuerza y la distancia. A partir de esos parametros se
puede evaluar tanto cuantitativa como cualitativamente las propiedades texturales
(firmeza, cohesividad, adhesividad, untabilidad, etc.). El analizador estd formado por
una base y un brazo mdvil que es el encargado de transmitir la fuerza a la muestra.
Cuenta con diferentes sondas y accesorios las cuales se eligen en funcién de los
productos a analizar y del pardmetro que se quiera conocer.

Tras realizar los diferentes ensayos es importante interpretar las curvas de esfuerzo y
su relacion con las propiedades y parametros mecanicos. Uno de los ensayos que se
puede realizar con este equipo, son ensayos de penetracion (Figura 4) en los cuales la
sonda entra en el interior del alimento con el objetivo de analizar la firmeza y la

pegajosidad.
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Figura 4. Ensayo de penetracion.
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4.2. Pruebas de digestion in vitro.

Las bacterias probidticas necesitan sobrevivir durante el proceso de fabricacion y en el
TGI superior para ejercer efectos beneficiosos en la salud de los consumidores. Su
capacidad de supervivencia puede atribuirse a su tolerancia a acidos y bilis [40]. Para
evaluar su supervivencia es fundamental la realizacion de pruebas de digestion in vitro
las cuales simulan los procesos de digestion y las condiciones fisioldgicas in vivo
teniendo en cuenta la presencia de enzimas digestivas, pH, tiempo de digestion, o sal
entre otros factores. Se han usado modelos estaticos de la digestion humana para
abordar la digestibilidad y bioaccesibilidad (cantidad de un compuesto que se libera de

la matriz y queda disponible para su absorcidon intestinal) de farmacos y alimentos [41].

La mayoria de estos ensayos se realizan mediante modelos de digestion in vitro
estaticos, en los que se simula la digestion en el estbmago e intestino delgado en pasos
consecutivos. En cada paso el sustrato es incubado durante un tiempo especifico con los
jugos gastricos estomacal e intestinal. El uso de estas técnicas permite pruebas de alto
rendimiento, pero con poco rango de aplicabilidad y ademas estos métodos no tienen
en cuenta las complejas interacciones entre los alimentos y el cuerpo, considerandose

uno de los principales inconvenientes [41].

Estos ensayos suelen incluir fase oral, gastrica e intestinal. Resulta fundamental picar
los alimentos que serdan sometidos a una prueba de digestion, asi como mezclados con
saliva artificial que permita una leve digestion del alimento antes del paso gastrico.
Durante la fase gastrica el alimento se mezcla con el jugo gastrico el cual contiene
enzimas, como pepsina, lipasa gastrica o amilasa, y acido clorhidrico. Los métodos de
digestion in vitro estaticos utilizan una mezcla gastrica diluida y bien homogeneizada y
con un correcto ajuste de pH para que las enzimas actlen de manera correcta a sus pH
optimos. En general el pH gastrico se mantiene en torno a 2-3. Finalmente, en la fase
intestinal el quimo pasa gradualmente al duodeno donde se neutraliza con bicarbonato y

se mezcla con bilis y jugo pancreético [42].

Diversos estudios han evaluado el comportamiento de microorganismos probidticos a
través del tracto gastrointestinal, mostrando que aproximadamente un 10 — 30%

sobreviven. Su viabilidad depende del tipo de probidtico, de su estado de crecimiento
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(siendo maés susceptibles en fase logaritmica que en estacionaria) y de la proteccion que

tengan gracias a la aplicacion de técnicas como films o microencapsulacion [40].

4.3. Microscopia de fluorescencia.

La fluorescencia es un fendmeno fisico por el cual ciertas moléculas (fluorocromos)
emiten luminiscencia tras ser excitadas previamente por un haz de luz de una
determinada longitud de onda. En base a esto, la microscopia de fluorescencia es una
herramienta de gran utilidad cientifica para la visualizacion y estudio de la localizacion
celular de estructuras biologicas que han sido previamente etiquetadas con
fluorocromos. Las moléculas marcadas con fluordforos brillan y son fécilmente
distinguibles de las sefiales de fondo. Esta propiedad éptica hace que sea sencillo

obtener imagenes de las moléculas marcadas con alto contraste [42] [43].

Existe gran variedad de fluorocromos diferentes y todos ellos vienen definidos por un
espectro de excitacion y otro de emision caracteristicos. El espectro de excitacién
muestra la intensidad de la emision fluorescente a diferentes longitudes de excitacion,
mientras que el espectro de emisién muestra la intensidad de la fluorescencia de emision

a diferentes longitudes de onda cuando se excita con la longitud maxima [44].

El microscopio usado en fluorescencia incorpora una lampara especial que actla
emitiendo una luz excitadora de los fluoréforos con los que se tifien las muestras a
observar y posee ademas un filtro especial que permite el paso de la luz emitida por el
fluor6foro. Existen dos tipos fundamentales de microscopios en fluorescencia:
microscopio de fluorescencia convencional y el microscopio confocal espectral. Ambos
tipos de microscopios presentan elementos basicos que permiten la deteccion de las
sefiales de fluorescencia: fuente de excitacion, filtro de excitacion, espejo dicroico, filtro

de emisidn, objetivos, prisma y sistemas detectores (Figura 5) [44].
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Figura 5. Componentes del microscopio de fluorescencia [44].

Son diversas las aplicaciones de este tipo de microscopia. Permite la visualizacion de
partes celulares (membrana plasmatica, ndcleo, vacuolas, etc.), el estudio de procesos
celulares (division celular, muerte celular, cambios en el potencial de membrana,
endocitosis y exocitosis), la localizacion de moléculas especificas (proteinas, lipidos,
etc.), la diferenciacion de particulas pequefias o el estudio de la interaccion entre

moléculas in vivo [44].
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MATERIALES Y METODOS
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1. Microorganismo probiotico y condiciones de cultivo.

Como microorganismo probiotico se empled la cepa Lactobacillus Plantarum CECT
9567. Para la recuperacion de la cepa se resuspendio el liofilo en medio MRS (de Man,
Rogosa y Sharpe, Sigma-Aldrich, Alemania) hasta conseguir una rehidratacion
completa. Tras incubarlo durante 24 horas a 37°C se realiz6 una siembra por estria para
conseguir colonias aisladas. Una vez se recupero la cepa se realizé un stock de la misma

para usos posteriores (glicerol 40% v/v mantenida a -20°C).

Para conocer la relacion entre la densidad 6ptica (DO®® ") y las UFC/mL en el
cultivo se realiz6 una curva de crecimiento. Los matraces de MRS liquido (Sigma-
Aldrich) tenian una proporcion 1:5 v/v de oxigeno debido al caracter aerobio del
microorganismo. Los matraces se incubaron a 37°C y 200 rpm. Se tomaron muestras en
diferentes tiempos y se sembraron diluciones seriadas (1:10). Las placas se incubaron a
30°C durante 24 horas.

2. Elaboracién de queso.

Para la elaboracion de los quesos se empled leche cruda de cabra de la variedad
Murciano-Granadina procedente de una granja local en San Martin del Rey Aurelio
(Asturias, Espafia). La leche se pasteurizé mediante el proceso LTLT (low temperature
long time) a 65°C durante 30 minutos. Este suave proceso de pasteurizacion permite que
sobrevivan algunas BAL por lo que no fue necesario usar un cultivo iniciador.
Posteriormente la leche fue almacenada en refrigeracion (4°C) hasta su uso. Para la
elaboracion de los quesos la leche fue calentada a 34°C, temperatura a la cual se afiadio
el cuajo (Chy-Max® CHR-Hansen, Dinamarca), previamente disuelto en agua, en
concentracion de 0,0225 g/L. Tras 40 minutos se obtiene la cuajada, que fue cortada
varias veces para favorecer la sineresis hasta obtener el tamafio adecuado de grano.
Cada queso se elabor6 con 30 g de cuajada que fue prensada manualmente hasta obtener

la textura apropiada (Figura 6).
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Figura 6. Quesos elaborados.

3. Preparacion de las soluciones formadoras de film y sistema

de muestreo.

Los quesos elaborados se dejaron reposar una hora a 4°C y a continuacion se
recubrieron con la solucion formadora de film. Se elaboran un total de 42 quesos,

distribuidos de la siguiente manera:

Tabla 2. Caracteristicas de las soluciones formadoras de film.

Queso Alginato y glicerol LB L. plantarum
Control negativo No - -
Control negativo Si - -

Queso prebidtico 1 Si 2% -
Queso prebidtico 2 Si 4% -
Queso probidtico Si - 10° UFC/ml
Queso simbidtico 1 Si 2% 10° UFC/ml
Queso simbidtico 2 Si 4% 10° UFC/ml

Para la solucion formadora de film se disolvieron 20g/L de alginato de sodio (Sigma-
Aldrich) en agua destilada. La disolucién se calentd a 70°C y se mantuvo en agitacién a
700 rpm hasta obtener un color claro y homogéneo. A continuacion, se afiadio glicerol
en una concentracion de 15 g/L y la disolucion se dejé enfriar a temperatura ambiente.
El LB (Sigma-Aldrich) se afiadio a la solucion final en una concentracion de 20 g/L y
40 g/L, respectivamente, y se homogeneizo en la disolucién con una agitacion de 500

rpm a temperatura ambiente. El probiotico se afiadi6 en la solucion formadora de film en

31




una concentracion de 10° UFC/mL, habiéndose obtenido previamente la curva de

crecimiento de L. plantarum CECT 9567 para conocer la relaciéon entre DO y UFC/mL.

Una vez obtenidas las soluciones formadoras de film se sumergieron los quesos
durante 2 minutos. Se dejaron reposar 1 minuto a temperatura ambiente, eliminando el
exceso de solucién formadora de film. Para endurecer el film los quesos fueron
sumergidos 2 minutos en disolucion de CaCl. (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania) 5%
p/v. Finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 minutos (Figura 7)

y a continuacion fueron almacenados a 4°C.

La evolucion del queso simbi6tico se siguié durante 15 dias, tomandose muestra en el
tiempo 0O, y los dias 1, 3, 6, 10 y 15. EI muestreo se realiz6 de la siguiente manera. Se
tomo el film de cada uno de los diferentes quesos y se lavo con agua destilada estéril
con el objetivo de eliminar otras BAL presentes de manera natural en el queso. Los
films se introdujeron en una bolsa de Stomacher™ (Seward, Reino Unido) con 1 mL de
agua destilada y se calentaron durante 30 minutos a 40°C para deshacer el film lo
maximo posible. Para estudiar la evolucion del crecimiento microbiano se sembraron
diluciones seriadas (1:10) en medio MRS (Sigma-Aldrich) y las placas se incubaron

durante 48 horas en la estufa a 30°C.

Figura 7. Queso recubierto con film.
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4. Caracterizacion de los quesos simbidticos.

4.1. Propiedades mecanicas: textura.

La textura de los quesos elaborados se analiz6 empleando el texturometro TA.XTplus
Texture Analyzer (Stable Systems, Godalming, Surrey, Reino Unido) (Figura 8). Los
quesos fueron analizados mediante un ensayo de penetracién con una velocidad de 2
mm/s y una penetracion de 15 mm, habiéndose calibrado previamente a 30 mm la altura
de la sonda. Este ensayo permite conocer los pardmetros de firmeza (resistencia a la
deformacion) y pegajosidad (resistencia a la modificacion de la estructura) de las
muestras. Se empled una sonda esférica P/0,5S (Figura 9) y una célula de carga de 5 Kkg.
Se empled el programa Cheese Triangle y el software Exponent para analizar los

resultados obtenidos.

Figura 8. Texturémetro TA.TX plus (Stable Micro Systems)

Figura 9. Sonda P/0,5 S.
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4.2. Pruebas de digestibilidad.

La prueba de digestibilidad se realizd sobre los quesos probidticos y los quesos
simbidticos 1 y 2 (Tabla 2). Ademéas, como control positivo, se emplearon dos
concentraciones diferentes de probidtico (10* y 10° UFC/ml) que no estaban protegidas
por ningun tipo de recubrimiento o film. El jugo gastrico estomacal (JGE) se prepard
con KCI 0,517 g/L, KH2PO4 0,123 g/L, NaHCO3 2,106 g/L y NaCl 2,75 g/L; mientras
que el jugo gastrico intestinal (JGI) se preparé con KCI 0,509 g/L, KH2PO4 0,110 g/L,
NaHCOs 11,68 g/L y NaCl 2,24 g/L.

La digestibilidad se llevo a cabo con el film que recubria cada uno de los quesos,
tomandose una cantidad de film equivalente a una superficie de 20 cm?. En el caso de
los microorganismos sin film se tomd un volumen de medio de cultivo equivalente a 10*
y 10° UFC/mL. El ensayo se desarrolla en tres etapas (Figura 10). En la primera etapa,
todas las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos y el pellet se
resuspendio en 20 mL de agua destilada. La segunda etapa se corresponde con la
simulacion estomacal en la que se afiadieron 18,4 mL de JGE, 1,6 mL de pepsina
porcina 25.000 U mL? (elaborada con el stock de JGE), 5 uL de CaCl, 0,3 M, se ajusto
el pH a 3,0 con HCI 1 My se dejo 90 minutos a 37°C con una agitacion (50-100 rpm).
La tercera etapa se corresponde con la fase intestinal. Sobre las muestras con la fase
estomacal se afiadieron 12,5 mL de JGI, 5 mL de pancreatina 800 U mL™* (elaborada
con el stock de JGI), 2,5 mL de bilis fresca, 40 uL de CaCl2, se ajustd el pH a 7,0 con
NaOH 1M y se mantiene 120 minutos a 37°C y 50 rpm. En cada una de las etapas se
tomd muestra para comprobar la viabilidad del probiético sembrando en placas de MRS
diluciones seriadas 1:10, que se mantuvieron en la estufa a 30°C durante 48 horas.
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Figura 10. Simulacién del TGI para la evaluacién de microorganismos viables.

4.3. Analisis morfoldgico.

Las bacterias fueron observadas en el interior del film empleando la técnica de
microscopia de fluorescencia. Para ello, se tom6 un fragmento del film que recubria el
queso probidtico, los quesos simbidticos 1 y 2, asi como un queso control, recubierto
exclusivamente con la solucion formadora de film. Estos fragmentos fueron lavados con
agua destilada dos veces y a continuacién se incubaron en una disolucién que contenia
naranja de acridina (Sigma-Aldrich) al 0,1% disuelta en un tampon fosfato 67 mM pH
6,0 durante 1 minuto. Por ultimo, se incubaron durante 30 segundos en una solucion de
CaCl2 100 mM. Los films fueron secados, se montaron en un portaobjetos y fueron
sellados. ElI microscopio empleado fue el microscopio laser confocal espectral Leica
TCS-SP-AOBS, empleando una longitud de onda de excitacion de 480 nm, emitiendo
en el rango de 508 a 603 nm. Se tomaron fotografias en el tiempo 0 (dia de elaboracion

de los quesos) y 7 dias después para observar posibles diferencias.
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RESULTADQOS

36



1. Crecimiento y viabilidad de Lactobacillus plantarum CECT
9567 en los films.

Para conocer la relacion entre la DO®"™ y las UFC/mL se realizd la curva de
crecimiento del microorganismo en MRS (Figura 11). Esta informacion es necesaria
para conocer la carga microbiana que se afiadird posteriormente en los recubrimientos

alimentarios.

Para ello, se tomaron muestras de MRS liquido inoculado con L. plantarum, midiendo
su DO y sembrando diluciones seriadas 1:10 (incubadas a 30°C durante 48 horas).
En la Figura 13 se puede observar la curva de crecimiento. En ella, se puede ver que la
fase de latencia dura unas 7 horas, tiempo a partir del cual el microorganismo comienza
a crecer de manera exponencial hasta llegar a la fase estacionaria a las 20 horas. Tras
este tiempo, y debido a la falta de nutrientes del medio, comienza la fase de muerte o
declive. Tras obtener la curva de crecimiento, la relacion que se obtuvo fue la siguiente:
para una DO%"™ de 1, se tienen 6,83-108 UFC/mL.

w [=)] ~

DO {600 nm)
W A

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (horas)

Figura 11. Curva de crecimiento de L. plantarum CECT 9567 en fase liquida.

Conocer la relacion entre la DO% y las UFC/mL permitié afiadir una concentracion
de 10° UFC/ml en la solucién formadora de film, valor por encima del limite establecido

para que un alimento se le otorgue caracter probiotico. Tras recubrir los quesos se
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analizo la viabilidad de L. plantarum a lo largo del tiempo, tomandose muestra el

mismo dia de la elaboracién del queso y los dias 1, 3, 6, 10 y 15.

En las Figuras 14 y 15 se muestra la evolucion de L. plantarum durante el periodo de
almacenamiento, a 4°C, en los tres tipos de film (Tabla 3). La Figura 12 muestra las

UFC totales mientras que la Figura 13 las UFC/qg.

Tabla 3. Quesos con L. plantarum .

Queso Alginato y glicerol LB L. plantarum
Queso probidtico Si - 10° UFC/ml
Queso simbidtico 1 Si 2% 10° UFC/ml
Queso simbidtico 2 Si 4% 10° UFC/ml
8,000
7,000
6,000 —&— Queso probiotico

—O— Queso simbiotico 1

Log (UFC)

—@— Queso simbiotico 2
5,000

4,000
o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (dias)

Figura 12. UFC totales en los films con L. plantarum.
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Figura 13. UFC/g en los film con L. plantarum

Se observd una disminucién de la viabilidad de L. plantarum al inicio del
experimento. Esto puede deberse a la necesidad de adaptacion del microorganismo al
nuevo ambiente que supone el film, al igual que ocurrié en otro estudio donde la
concentracion de L. acidophilus disminuy6 al inicio, por la adaptacion al film de
alginato [45]. La viabilidad de L. plantarum durante el almacenamiento se vio
influenciada por la composicion de los diferentes tipos de films. En los films probioticos
su viabilidad aumenté a lo largo del tiempo, obteniéndose al final del periodo de
almacenamiento valores de 10° UFC/g en los quesos con L.plantarum. Sin embargo,
teniendo en cuenta las UFC totales por 30 g de queso, se presentan 10 UFC. Cabe
destacar que el recuento de microorganismo no muestra la cantidad real, ya que los films
de alginato mostraron dificultades para deshacerse, quedando microorganismos sin
contear. En otros estudios previos se demostrd que la viabilidad de los microorganismos
en films resulta favorable. En ellos, el uso de films de alginato y gellan (polisacarido
obtenido de la fermentacion bacteriana del almidon) permitié mantener la viabilidad de
Bifidobacterium lactis Bb-12 en papaya y manzana frescas durante 10 dias de
almacenamiento a 2°C, con valores comprendidos entre 108 y 107 UFC/g [34]; al igual
que ocurre con el desarrollo de films de metilcelulosa con L. plantarum en manzanas,
donde se observa que tras 90 dias de almacenamiento el recuento total del
microorganismo se mantiene por encima del minimo necesario (10’ UFC/g) para

considerarse alimento probidtico [46]. En otros productos como el jamon, los films de
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alginato permitieron mantener valores de L. plantarum B282, L. plantarum L125 y L.
pentosus L33 superiores a 10° UFC/g durante los 70 dias de almacenamiento de las
muestras [31]. Por tanto, los films parecen ser un medio adecuado para la supervivencia

de los microorganismos probioticos.

Por otro lado, en el presente trabajo se observd una mayor viabilidad de L. plantarum
en los quesos simbiodticos 1 y 2 los cuales contenian LB. Con un 2% de LB se
obtuvieron 10° UFC/g y 10° UFC totales, valores similares a los obtenidos en el film
probidtico. Sin embargo, una mayor concentracion de LB (4%) resulta positiva,
obteniéndose un aumento de la carga microbiana. Al final del periodo de
almacenamiento, se obtuvieron 10° UFC/g y 10’ UFC totales. El uso de LB como
agente prebidtico resulta efectivo para la funcionalizacion de los quesos al tener un
efecto positivo aumentando la viabilidad y cantidad del probidtico. En otros estudios se
obtuvieron resultados similares, por ejemplo, en queso Fiordilatte en el cual la
concentracion de BAL durante el almacenamiento se mantuvo por encima de 10’
UFC/g, gracias a la presencia de fructooligosacaridos (FOS) como prebiotico, que
permitieron mejorar la supervivencia del probidtico, ya que los FOS sirven como
sustrato para estos microorganismos [38]. EI mismo efecto sinérgico de los prebidticos
se observd en ardndanos recubiertos con films de alginato los cuales incorporan L.
rhamnosus como cepa probidtica y FOS como prebidticos, con recuentos de 1,58-10°
UFClg [47].

La concentracidon establecida legalmente para que un producto alimentario sea
considerado como probidtico esta comprendida entre 10°-10® UFC/g en el momento de
su consumo. De acuerdo con estos valores, al inicio del periodo de almacenamiento los
quesos no pueden considerarse probiodticos. Sin embargo al final del periodo de
almacenamiento los quesos si pueden considerarse probidticos, teniendo en cuenta las
UFC totales por cada queso. Los quesos simbidticos demuestran un efecto favorable en
el desarrollo de L. plantarum gracias a la adicion de LB. Cuanto mayor es la
concentracion de LB en los films mayor es el desarrollo del microorganismo. Los
quesos simbidticos con un 4% de LB presentan potencial probiotico al contener 108

UFC/g pasados 15 dias de almacenamiento.

Teniendo en cuenta la ingesta recomendada de queso fresco, 80-125g/dia [48], tanto el

queso probidtico como los quesos simbioticos presentan caracter probidtico. Con una
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ingesta de 100g de estos quesos al final del periodo de almacenamiento se consiguen
concentraciones de 10° y 108 UFC para el queso probidtico y simbidtico 1 y simbidtico
2 respectivamente. Incluso con una ingesta de 30g, es decir, ingiriendo uno de los
quesos elaborados también se consideran probidticos (10 UFC para queso probidtico y
simbidtico 1 y 10" UFC para queso simbidtico 2). Una recomendacion similar se
observa en zanahorias con films de alginato los cuales contienen L. acidophilus,

recomendando una ingesta diaria de 779 del producto [45].

2. Caracterizacion de los quesos simbidticos.

El recubrimiento con films de alginato, que contienen una cepa probidtica y un
compuesto prebidtico, permite obtener un nuevo tipo de alimento funcional. A la hora
de elaborar un nuevo tipo de alimento es muy importante caracterizar sus diferentes
propiedades, entre ellas la textura, el cual es un parametro esencial para la aceptacion
por parte de los consumidores. En el caso de los recubrimientos, es necesario conocer la
capacidad y viabilidad de la cepa probiética para llegar al TGI, donde ejercera su efecto
beneficioso sobre el huésped.

2.1. Caracterizacion textural de los quesos simbioticos.

A la hora de elaborar nuevos alimentos es fundamental estudiar y analizar su
estructura para conocer y mejorar la textura y poder crear alimentos que sean atractivos
para los consumidores. La texturometria permite medir diferentes parametros, entre
ellos, la firmeza y pegajosidad de las muestras. Los quesos simbioticos elaborados estan
recubiertos por un film que contiene conjuntamente la cepa probidtica y LB como
compuesto prebiodtico. Inicialmente, la incorporacion de probidticos y prebidticos no
deberia afectar a las propiedades texturales de los quesos. Para conocer las diferencias
entre los quesos elaborados con diferentes tipos de film, se analiz6 su textura, asi como
la de controles negativos (quesos sin recubrimiento) con el texturometro TA.XT.plus.
Se llevo a cabo un ensayo de penetracion que permitio obtener datos sobre la firmeza y

pegajosidad de los estos quesos.
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Los valores obtenidos de firmeza se muestran en la Figura 14. Los quesos recubiertos,
independientemente del tipo de recubrimiento que tienen, presentan una firmeza mayor
que los controles negativos. En cuanto a la dureza del queso, ésta generalmente aumenta
con el tiempo como resultado de la pérdida de agua y la protedlisis [49]. En el trabajo
actual, se observé que los quesos recubiertos con film de alginato sin L. plantarum y sin
LB tienen una firmeza mayor que los films prebidticos los cuales contienen LB en dos
concentraciones diferentes (2 y 4%). Una posible explicacion puede ser la capacidad
que tiene el acido lactobionico de retener agua [23], generando films més hidratados
que disminuyen la firmeza en la superficie de los quesos. La firmeza entre los quesos
prebidticos (LB) y los simbidticos (LB y L. plantarum) no muestra grandes diferencias.
Lo que se puede observar, al igual que en los quesos recubiertos con films prebidticos,
es que con un 4% de acido lactobidnico la firmeza del film es menor. La reciente
formacion del film hace que en el tiempo 0 los quesos presenten una firmeza menor; sin
embargo, con el paso del tiempo la firmeza aumenta ligeramente por la pérdida de
humedad de los films. Los valores de pegajosidad de los quesos se muestran en la
Figura 15. Se obtuvieron valores mas variables, teniendo en cuenta las diferencias

existentes en la sujecion del queso a la hora del despegue de la sonda de la superficie de

estos.
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Figura 14. Firmeza de los quesos (g)
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Figura 15. Pegajosidad de los quesos (g)

El recubrimiento de los quesos con films de alginato no afecta en gran medida a la
textura de los quesos. Las leves diferencias observadas pueden deberse a la elaboracion
artesanal de los quesos, los cuales fueron prensados manualmente teniendo algunos una
mayor consistencia de otros. También variaciones en el tiempo de inmersién de los
quesos en la solucion de CaCl, puede generar cambios en su textura, ya que el uso de
calcio induce cambios conformacionales en la estructura del alginato, dando lugar a

films mas rigidos y densos [5].

En otros estudios, los quesos recubiertos con films a base de proteinas de suero lacteo
presentaron una menor firmeza que los quesos sin recubrir, al contrario que en el
presente trabajo, pero no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
tipos de recubrimiento (film con &cido lactico, film con quitooligosacaridos y film con
acido lactico y quitooligosacaridos). También se observo una menor firmeza en el
tiempo 0, la cual fue aumentando durante el tiempo de almacenamiento por una pérdida
de humedad [50]. En queso Ricotta recubierto con un film de proteinas de suero y
quitosano tras el andlisis sensorial se dedujo que no habia diferencias significativas en
cambios en la textura, manteniendo mejor textura el queso recubierto [51]. En quesos
bajos en grasa también se observé un ligero aumento de la dureza con el tiempo como
resultado de la pérdida de agua [52]. También se observan valores de firmeza menores
en quesos Fiordilatte sin recubrir frente a los recubiertos con un film a base de proteina
de suero [53].
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2.2. Digestibilidad de los films simbioticos.

Es necesario simular las condiciones de digestibilidad mediante un ensayo de
digestibilidad para conocer la viabilidad de L. plantarum y la degradacion de LB a
través de su paso por el TGI. Para este ensayo se seleccionaron los films con L.
plantarum, es decir, el film probiotico y los quesos simbidticos 1 y 2 (Tabla 3). Se usé
también como control positivo L. plantarum incubado en medio MRS liquido, con dos
concentraciones diferentes, 10°y 10* UFC/mL.

La digestibilidad de los films y del microorganismo probidtico sin proteccion se
muestra en la Figura 16. La primera etapa (fase 1) fue un lavado con agua destilada, que
sirvié para determinar la cantidad de microorganismo existente antes de llevar a cabo el
ensayo de digestibilidad. En esta fase se obtuvieron valores de 10® UFC/mL en los
films, y valores de 10" y 108 UFC/mL para L. plantarum libre (valores para 10* y 10°
UFC/mL respectivamente). Este recuento inicial es apto para considerar el potencial
probiotico de los films. Tras someter los films y la cepa libre a la accion del JGE se
puede observar que los films tienen la capacidad de proteger al microorganismo del
ambiente &cido caracteristico del estdbmago. L. plantarum libre, al no presentar
proteccién, es degradado por este ambiente agresivo, mientras que se mantuvieron
concentraciones de 10® y 10° UFC/mL en los films probidtico y simbidticos
respectivamente. La accién del JGI sin embargo no resulta tan favorable, debido al
cambio drastico de condiciones, debido a la presencia de otras enzimas digestivas que
afectan mas al microorganismo. Los films probiodticos al final del ensayo de
digestibilidad muestran valores de 10> UFC/mL, mientras que los films simbiéticos 1y
2 presentan valores de 10% y 10* UFC/mL respectivamente. Los resultados finales dejan
ver una mayor supervivencia de L. plantarum en los films simbi6ticos, sobre todo en el
simbio6tico 2 (con un 4% LB), resultados que concuerdan con la viabilidad del
microorganismo (Figuras 14 y 15). Los films son una buena estrategia para la proteccion
de L. plantarum, manteniendo su viabilidad al ser expuestos al pH &cido que presenta el
JGE, pero mostrandose una pérdida de viabilidad ante la accién del JGI, bilis y
pancreatina. Por ello, resulta favorable el uso de films ya que el microorganismo no es

degradado por completo como ocurre en el caso de la cepa sin proteccion.
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Teniendo en cuenta la ingesta recomendada de queso fresco al dia, 80 — 125g [51],
con una ingesta de 100g de queso recubierto con el film simbidtico 2 se conseguirian
10° UFC tras el paso por el TG, siendo esta cantidad de queso la 6ptima para conseguir

un efecto probidtico y que tenga efectos beneficiosos en el consumidor.

12,000
10,000
__ 8,000
E m L. plantarum
o
w 6,000 m L. plantarum LB 2%
=
o L. plantarum LB4%
4,000 m L. plantarum 1079UFC/ml
M L. plantarum 1044 UFC/ml
2,000
0,000
1 2 3

Fases

Figura 16. Viabilidad de L. plantarum tras la prueba de digestibilidad.

Estudios previos demuestran el efecto beneficioso que tienen los films en la proteccion
de las cepas usadas como agentes probioticos. La simulacién de condiciones
gastrointestinales sobre L. plantarum CIDCA 83114 contenido en films de metilcelulosa
demuestran que tras la digestién in vitro la carga de lactobacilos fue suficientemente
alta (10° UFC/g) para asegurar que la ingesta de 25g de snack de manzana permite
alcanzar una concentracion requerida de microorganismos en el intestino para ejercer un
efecto beneficioso [46]. En otras matrices alimentarias, como el pan, en el cual se
emplearon films de alginato de sodio que sirven de vehiculo para L. rhamnosus GG los
resultados también dejaron ver el caréacter protector de estos recubrimientos. La
digestion de L. rhamnosus GG sin proteccion mostraron su debilidad ante las
condiciones gastrointestinales simuladas, pero la inclusion de la cepa en los films de
alginato proporciond una proteccion significativa de L. rhamnosus GG, con valores por
encima del minimo requerido para rebanadas de 30 — 40 g [37]. También ha sido

estudiada la capacidad de films de proteina de suero y de kefiran (polisacarido presente
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en granos de Kéfir) como materiales para proteger a cepas probidticas a través del TGI.
L. paracasei CIDCA 8339 no es viable tras la simulacion in vitro en los films de
kefiran, pero la incorporacion de este microorganismo en films de proteinas de suero
resulta favorable, protegiéndolo de las condiciones gastrointestinales asi como de otras

situaciones de estrés [54].

2.3. Analisis morfoldgico de los films simbioticos.

Para observar las colonias de L. plantarum en el interior de los films se empleo la
técnica de microscopia de fluorescencia. Los resultados del tiempo 0 se muestran en la

Figura 17 y los resultados del tiempo 1 (7 dias después) en la Figura 18.

Figura 17. Iméagenes del tiempo 0 obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los films.

A) Control negativo. B) Film prebiético 1. C) Film prebidtico 2. D) Film probiético. E) Film simbidtico
1. F) Film simbiético 2.
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Figura 18. Imagenes del tiempo 1 obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los films a escala

10pm y longitud de onda 460 nm. A) Film probidtico. B) Film simbidtico 1. C) Film simbi6tico 2.

Como cabe esperar, en el control negativo no se observaron Lactobacillus. En los
controles negativos y quesos prebidticos sin L. plantarum se observaron artefactos de
diferentes tamafios (Figura 18- imagenes A, B y C). Esto se debe a que la naranja de
acridina es capaz de tefiir otras estructuras como las proteinas, en este caso, las caseinas
del queso, que se quedarian adheridas al film y que serian las estructuras mas
voluminosas que se observan en las imagenes. Estas estructuras también se observaron

en las fotografias de los films probidticos y simbidticos.

En los films probidtico y simbidticos, tanto en el tiempo 0 como en el 1, si se
diferenciaron estructuras fluorescentes con forma de bacilo, indicando la presencia de L.
plantarum. En el tiempo 0 se observé una mayor cantidad de L. plantarum en los films
simbidticos (Figura 18-imégenes E y F) en comparacion con el film probiotico (Figura
18-imagen C). Comparando ambos films simbiéticos, el film simbidtico 2 muestra una
mayor cantidad de microorganismo, resultado que concuerda con su viabilidad. La
mayor concentracion de LB en los films favorece un mayor crecimiento de L.

plantarum, tal y como se describi6 en las Figuras 12 y 13.

Tras 7 dias de almacenamiento, se observo una mayor cantidad de microorganismo en
los films. Estos resultados guardan relacion con la viabilidad del microorganismo
(Figuras 12 y 13). Al igual que en el tiempo 0, los films simbidticos presentaron mayor
cantidad de microorganismo que el film probidtico, viéndose mas favorecido su
crecimiento con 4% de LB; observandose una vez mas el efecto sinérgico existente

entre L. plantarum y LB.
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3. Investigaciones futuras y posibles mejoras.

A partir de los datos obtenidos en este trabajo se podria realizar un estudio mas
conciso sobre quesos de cabra recubiertos con films de alginato realizando un anélisis
con HPLC para poder observar la evolucion del LB durante el almacenamiento y
observar la relacion con el desarrollo del microorganismo, ya que en este trabajo,

debido a problemas técnicos, no se pudo llevar a cabo.

Se podrian realizar mas pruebas sobre los quesos enriqueciendo los films con mayor
cantidad de prebidtico para poder llegar de manera mas satisfactoria a los limites legales
establecidos de probidtico ademas de probar algin método que consiga deshacer mas el

film de alginato y tener un recuento mas concreto de L. plantarum.

A pesar de las mejoras que se pueden llevar a cabo, no queda duda que los films
alimentarios son una gran estrategia para la proteccion de compuestos bioactivos, los

cuales favorecen la salud de los consumidores.
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CONCLUSIONES
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este proyecto, se extrajeron las siguientes

conclusiones:

o

Los films alimentarios resultan una matriz adecuada para el mantenimiento y el
crecimiento de L. plantarum durante un periodo de almacenamiento de 15 dias.
Los quesos elaborados presentan un potencial probidtico en relacion con el
recuento de UFC totales por cada 30 g de queso. Se observa un efecto sinérgico
entre L. plantarum y el LB, beneficiando mayores concentraciones de LB al
crecimiento del microorganismo. Al final del periodo de almacenamiento los
quesos simbidticos 2 con un 4% de LB presentaron potencial probidtico con
valores de 10° UFC/g.

El recubrimiento de los quesos con films permite aumentar la firmeza de los
quesos en comparacion con los quesos sin recubrir. Mayores cantidades de LB
disminuyen la firmeza debido a su capacidad de retener agua, siendo mas firmes
los quesos probidticos que ambos simbidticos. Estos films resultan ser un medio
adecuado para la proteccion del probiotico ya que tras el proceso de digestion in
vitro se mantiene la viabilidad de L. plantarum. Se obtuvieron 10° UFC por
cada 100 g de queso en los quesos simbioticos 2, por lo que estos pueden

considerarse con potencial probiético.

El uso de films de alginato como vehiculo de compuestos probidticos y
prebidticos para generar quesos simbidticos permite obtener un alimento lacteo

funcional novedoso dentro de un mercado que se encuentra en amplia expansion.
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SIMBOLOS
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Acido lactobionico (LB)

Bacterias del acido lactico (BAL)

Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA)
Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (CECT)

Denominacién de Origen Protegida (DOP)

Densidad Optica (DO)

Fructooligosacéridos (FOS)

Galactooligosacaridos (GOS)

Generally Recognized as Safe (GRAS)

Jugo gastrico estomacal (JGE)

Jugo gastrico intestinal (JGI)

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO)
Tracto gastrointestinal (TGI)

Unidades formadoras de colonias (UFC)
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