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RESUMEN

La investigacion procura dar continuidad a los hallazgos de Lara (2015) sobre el efecto del tiempo
de ultrasonido (US) en el procesamiento de lacteos evaluando inocuidad, caracteristicas
sensoriales y de calidad del yogurt griego con el objetivo de valorar su potencial para obtener una
materia prima de mayor calidad nutricional y atractivo valor agregado. Se evaluaron cinco tiempos
de US (0, 15, 30, 45 y 60 min) a un flujo de 2,25 mL/s, =20 kHz, E=50 W y A=40%.

Se estudid el efecto del US antes de la adiciéon del cultivo iniciador para evaluar si conducia a una
reduccion de la carga de Escherichia coli. Conforme aumenta el tiempo de sonicacién, la reduccion
logaritmica de E. coli aumentd (p = 0,0015). La mayor reduccién promedio fue de 0,4 log,; UFC/g,
por lo que se presume que si el US no logré una reduccion relevante para un microorganismo
indicador, tampoco lo conseguira para uno de referencia a condiciones factibles para la industria.

Se han reportado efectos del US sobre las proteinas y la formacion del gel debido a cambios
estructurales con la cavitacion. Se determind que el tiempo de US no tuvo efecto significativo
sobre el rendimiento de elaboracion de yogurt griego (1-=0,87) ni los tiempos de fermentacién
(1-B=0,1143). Se cree que la cavitacion no fue suficiente para formar la capa de caseinas y
proteinas séricas sobre la grasa, lo que pudo provocar que se observara un aumento del suero
exudado con una disminucién de la turbidez. Se observé diferencia significativa (p=0,0357) en el
cambio de color del suero. No se encontrd efecto significativo sobre el porcentaje de la capacidad
de retencidn de agua (%CRA) del yogurt (1-=0,1778) ni el porcentaje de sinéresis (1-$=0,2175).

Los atributos sensoriales tienen gran influencia en la aceptacidn del consumidor, quien prefiere los
yogures de textura firme y densa. Se realizd un panel de agrado general con 100 consumidores en
el que se logré determinar con 95% de confianza que si hubo efecto significativo del tiempo de US
sobre el agrado general del yogurt griego (p<0,0001) en donde conforme aumenta el tiempo de
US, disminuye el agrado, a pesar de no encontrar diferencia significativa en la textura para firmeza
(1-B=0,8203), cohesividad (1-B=0,7807), consistencia (1-B=0,4536) y viscosidad (1-$=0,3088). El
tiempo méaximo de US para obtener un producto aceptado por el consumidor fue de 15 minutos.
Se recalca la importancia de la pasteurizacién térmica para lograr caracteristicas importantes de
calidad en la formacién del gel y no solamente por inocuidad.

Utilizando un equipo de difraccion laser fue posible explorar la distribucidon del tamafio de los
glébulos de grasa. Conforme aumenta el tiempo de US se observd una mayor fragmentacién y
frecuencia, pasando de 3 um a 0,2 um de diametro, observandose un desplazamiento de las
curvas hacia la izquierda. Se tomaron micrografias de las muestras como respaldo grafico de dicho
efecto.

Se concluye que el US por si solo no genera a la industria un yogurt con los requisitos de calidad
caracteristicos del producto y que satisfaga las necesidades del consumidor. Se debe desarrollar
mas pruebas usando US como ayudante de proceso, como en la termosonicacion, para evaluar si
se consiguen los efectos de interés industrial para inocuidad, calidad y control de proceso.
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1. JUSTIFICACION

La leche es una peculiar emulsién de grasa, proteinas, carbohidratos y sales minerales en agua,
gue produce una sensacion suave en la boca, con un especial sabor entre dulce y salado. Es uno de
los alimentos mas antiguos utilizados por el hombre, cuando en el periodo mesolitico hace cinco
mil afos, descubrid el ordefo al dedicarse al cultivo agricola y la cria de ganado, constituyendo
entonces una parte importante en su dieta habitual. Asi, a lo largo de la historia, la recoleccion y
transformacion de la leche ha ido adaptindose a la demanda de alimentos cada vez mas

saludables (Aranceta & Serra, 2004).

No es facil encontrar materias primas de las que se obtengan tantos y tan diferentes productos
como lo permite la leche. En Costa Rica, la produccién lechera ha crecido en un 242,3% desde
1989 hasta 2013, con un crecimiento anual promedio del 7% (Madriz, 2013), lo que implica un
aumento en el consumo de productos lacteos, el cual hacia el 2016 alcanzaba los 217 kg per capita
anuales (Camara Nacional de Productores de Leche, 2017). Los productos lacteos en el pais
representan 5,7% del aporte caldrico de la canasta basica (Mufioz & Zamora, 2013), teniéndose
que 62% de la leche producida se comercializa como leche fluida, mientras que 18% se destina
para elaboracion de quesos, 8% para leches en polvo, 4% para helados, 3% en cremas acidas y otro

3% para productos como mantequilla y yogurt (Gonzalez, 2012).

Debido a su calidad nutricional, la leche es un medio idoneo para el crecimiento de
microorganismos de deterioro y patdgenos. Las bacterias que la contaminan pueden multiplicarse
rapidamente y hacerla no apta para la elaboracion de productos ni para el consumo humano, por
lo que la industria ha prestado especial atencion a su calidad microbiolégica, tanto por inocuidad
como por calidad de sus derivados (Walstra et al., 2006). Debido a que el consumo de leche cruda
ha sido asociado con brotes causados por microorganismos patdégenos como Escherichia coli,
Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Mycobacterium tuberculosis,
entre otros (Walstra et al., 2006), se han desarrollado métodos para garantizar la inocuidad de la
leche y sus derivados, tales como la pasteurizacidn, ultrapasteurizacion, microfiltracion y ultra alta
presion (Boor & Murphy, 2002; Pereda et al., 2007). Los tratamientos térmicos son los mas

utilizados a nivel mundial (Walstra et al., 2006).

La pasteurizacion es un tratamiento térmico cuyo objetivo principal es la destruccién de

microorganismos patégenos presentes en la leche, principalmente Mycobacterium tuberculosis y
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Coxiella burnettii. Este ultimo es el patdégeno esporulado mas resistente al calor, por lo que el
Codex Alimentarius sugiere disefiar sistemas de pasteurizacion que logren una reduccién de al

menos 5 logaritmos en leche entera (Anon, 2004).

El Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA, 2009) clasifica a la leche fluida y todos sus
derivados como alimentos de riesgo tipo A, ya que por su naturaleza, composicién, proceso,
manipulacidn y poblacién a la que va dirigida, podria tener una alta probabilidad de causar dafo a
la salud. Debido a que E. coli ha sido asociada con brotes por consumo de leche (Walstra et al.,
2006), este reglamento dicta un limite maximo permitido de <3 NMP/mL para este patdgeno en

leche y de <3 NMP/g en derivados lacteos, como el yogurt.

La bacteria E. coli es un bacilo Gram negativo que forma parte de la familia Enterobacteriacae, en
su mayoria cepas mesofilas con la capacidad de fermentar lactosa a 44 °C, diferenciandose asi de
otros microorganismos como Shigella sp y Salmonella sp (Papademas & Aspri, 2015). Ha sido
ampliamente utilizada como microorganismo indicador, evidenciando la posibilidad de presencia
de otros patdégenos similares y de practicas higiénicas deficientes, inclusive contaminacién fecal

(Busta et al., 2013).

A pesar de la efectividad de los tratamientos térmicos en cuanto a inocuidad, se ha demostrado
que éstos tienen efectos no deseados en la calidad sensorial y nutricional de la leche, lo que
repercute directamente en la calidad de los productos (Walstra et al., 2006; Shanmugam et al.,
2012). La esterilizacién convencional y la esterilizacion UHT de la leche cruda producen pérdidas
de vitamina B1, B6, B12 y vitamina C (Shelly & Larriga, 2004), ademas de la desnaturalizacién de
enzimas y modificacion de proteinas, desbalance de minerales y cambios indeseables en el sabor y

color producto de la reaccion de Maillard (Walstra et al., 2006).

Estas desventajas han provocado la busqueda de nuevas tecnologias que permitan reemplazar a
los tratamientos térmicos, como por ejemplo la aplicacion de ultrasonido, campos eléctricos
pulsados, microondas, luz ultravioleta y altas presiones (Shanmugam et al., 2012; Chemat et al.,
2011; Bermudez et al., 2009). La utilizacién de ultrasonido en los procesos alimentarios ha sido
objeto de estudios recientes ya que es amigable con el ambiente y no es tdxico, colocandolo en
ventaja frente a otros tratamientos como el calentamiento 6hmico, rayos gamma y pulsaciones
eléctricas, los cuales han ganado cierto rechazo por los consumidores (Shanmugam et al., 2012)

por temor a sus efectos sobre la salud.
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El ultrasonido es una de las tecnologias emergentes desarrolladas para minimizar el
procesamiento, maximizar la calidad y asegurar la inocuidad de los alimentos (Awad et al., 2012).
El ultrasonido se refiere a las ondas sonoras mas alla del rango de frecuencias audibles, por lo
general superiores a los 20 kHz. Al pasar a través de un medio liquido, la interaccién entre las
ondas ultrasénicas, el liquido y el gas disuelto, conduce a un fendmeno de excitacién conocido
como cavitacidn acustica, el cual consiste en la oscilacidn de los nucleos de gases disueltos bajo la
influencia del campo acustico debido a los cambios de presién alrededor de ellos. Cuando alcanzan
el tamafio maximo dentro del ciclo acustico, colapsan violentamente generando una elevacion de
la temperatura entre 2.000 y 10.000 K. La cavitacion acustica ademas genera fuerzas fisicas

violentas, incluyendo fuerzas de cizalla, ondas de choque y turbulencia (Chandrapala et al., 2012).

Es sabido que las mediciones acusticas ofrecen caracteristicas Unicas para la caracterizacion de
alimentos liquidos en su estado intacto, sin destruccion de la muestra. En sistemas alimentarios, la
generacion de variaciones controladas de la viscosidad por ultrasonido es uno de los procesos mas
promisorios que se ha desarrollado, ya que no requiere quimicos ni aditivos, el proceso es simple y
rapido, lo que significa que es rentable y no provoca grandes cambios en la estructura quimica.
Los efectos fisicos inducidos del ultrasonido tienen varias aplicaciones tales como la mejora de la
ultrafiltracion del suero, homogenizacién de globulos de grasa, cristalizacion de lactosa,
manufactura de yogurts con propiedades reoldgicas superiores, reduccion del tiempo de

fermentacidn total del yogurt y corte de bloques de queso (Chandrapala et al., 2012).

Algunas industrias procesadoras de lacteos han utilizado la homogenizacién por ultrasonido como
paso clave para el procesamiento de leche, yogurt y helados ya que mejora la estabilidad frente a
la formacidn de crema durante el almacenamiento. Se ha demostrado que la homogenizacion de
leche por ultrasonido a 400 W y 24 kHz a 63 °C por 30 minutos causa la desintegracion de la
membrana de los glébulos de grasa, reduciendo el didmetro del glébulo a menos de 1 um (las
dimensiones de un glébulo nativo son de 4,3 um). Ademas, los incrementos en la amplitud y
tiempo de sonicacion producen influencia significativa en el grado de homogenizacién de la leche

(Chandrapala et al., 2012).

En la industria quesera, reportes indican que la aplicacién de ultrasonido redujo los desechos, el
consumo de energia y produjo quesos de textura mas suave, ademas de mejorar la accion del

lactobacilli cerca del 50% provocando un efecto dulce en yogurt sin aumentar el contenido
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caldrico (Wu et al., 2001). Otros reportes indican que tratamientos de ultrasonido con alta
amplitud (hasta de 450 W a 20 kHz) no sélo homogenizan efectivamente la leche, sino que
también mejoran significativamente la viscosidad y la capacidad de retencion de agua, reduciendo
la sinéresis en yogurt. Estos efectos estan directamente relacionados con la estructura del yogurt,
la cual se basa en cadenas o grupos de micelas de caseina que interaccionan fisicamente entre si y
con otras proteinas del suero desnaturalizadas. Ademas, el ultrasonido puede causar cambios
cualitativos en la membrana de los gldbulos de grasa, modificando su capacidad para interaccionar
entre ellos mismos y/o con las micelas de caseina, mejorando las propiedades de gelificacién

(Chandrapala et al., 2012).

El ultrasonido no sélo resulta atractivo interés para la industria de alimentos por sus efectos
positivos para el procesamiento, sino también mas recientemente por sus efectos promisorios
para la preservacion. Elevar la temperatura debilita la membrana bacteriana, potenciando el
efecto de la cavitacidn, conocido como pasteurizacién ultrasénica a 50 °C, la cual tiene ademas el
potencial de preservar la calidad en términos de propiedades fisicoquimicos, color y sabor
comparado a técnicas tradicionales de pasteurizacidon a temperaturas mucho mas elevadas (Patist

& Bates, 2008).

En los ultimos afios, se ha observado un creciente interés en los productos lacteos fermentados
debido a su valor nutricional y agradable sabor. De éstos, el yogurt es el mas conocido alrededor
del mundo, pues no sélo ofrece altos niveles de calcio, fdsforo, magnesio, vitamina A y riboflavina,
sino que también posee un alto contenido de cultivos lacticos vivos, los cuales traen multiples

beneficios a la salud (Wu et al., 2001).

El yogurt griego es uno de los fermentados mds antiguos originario del Medio Oriente y Asia. Se
elabora con la técnica centenaria de colar la mezcla hasta crear un yogurt grueso y cremoso sin la
necesidad de agregar gomas para dar cuerpo. Este método de colado hace el yogurt griego no sélo
mas denso, sino que también le provee dos veces mas proteina, menor contenido de lactosa y
menos carbohidratos que un yogurt convencional (Desai et al., 2013). Asi, es posible consumirlo
tanto como snack saludable o como ingrediente de multiples preparaciones, ya sea en salsas
saladas, productos horneados y de reposteria o como sustituto de cremas de alto contenido graso,
como natilla, queso crema y mantequilla. Ademas, presenta un alto valor nutricional al ser fuente

importante de calcio, vitamina D y tener un importante contenido natural de proteina de
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excelente calidad. Por todas estas razones, el yogurt griego es una tendencia evidente en el

mercado mundial (La Republica, 2013; American Culinary Federation, sf).

En Estados Unidos, el yogurt griego ocupa 50% del mercado del yogurt (Fox News, 2015) al mismo
tiempo que las ventas minoristas crecieron considerablemente en los ultimos dos afios, con un
porcentaje de crecimiento del 9,2% a diciembre del 2015 (Food Navigator, 2015). En América
Latina, aunque no se cuenta con los datos concretos, la tendencia de consumo de yogurt griego va
en notable crecimiento (La Republica, 2013). Sin embargo, los consumidores exigen al mercado
nuevas maneras de disfrutar el nutritivo producto, por lo que la industria lactea debe responder

con procesos tecnoldgicos innovadores para ofrecer productos de calidad.

Existen multiples definiciones para el concepto de calidad, la mayoria estan relacionadas con la
percepcion y expectativas del consumidor. Los conceptos mds modernos se orientan a las
necesidades del cliente (Monge, 2010). De acuerdo con la norma I1SO 9001:2015, calidad es “el
grado en que un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con los requisitos”. Algunas
caracteristicas que se esperan de un yogurt son su textura firme, brillante y cremosa, un deseable
sabor fresco, limpio y ligeramente acido con las notas caracteristicas de acetaldehido, sin que haya
una post-acidificacion causada por la actividad continua de los cultivos iniciadores (MacBean,

2009).

Algunos factores pueden afectar las propiedades fisicas del yogurt, tales como el tipo y nimero de
interacciones de las proteinas, el tamafo y forma de la red de proteinas y la distribucién de las
proteinas de suero y caseinas en la red del gel. Todos ellos influenciados por aplicaciones técnicas
como los tratamientos térmicos, temperatura de incubacidn, pH, tipo de cultivo iniciador,

métodos de fabricacién y tipo de leche (Ozer & Kirmaci, 2009).

La textura es uno de los atributos de gran importancia que determinan la calidad de un yogurt y
por lo general se mide en términos de viscosidad (Rojas, 2005). En los alimentos, las caracteristicas
de textura estan asociadas con el comportamiento reolédgico de los mismos (Arce, 2011). Uno de
los principales problemas que afecta la apariencia y textura del yogurt durante el almacenamiento
es la sinéresis o desuerado. Uno de los pardmetros tecnoldgicos mas importantes que determina
la estabilidad fisica de la red del gel en el yogurt es el contenido de sélidos totales, ya que si éste

es insuficiente la textura sera débil provocando la salida del suero (Ozer, 2009). La post-
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acidificacion también puede generar problemas de sinéresis, por lo que es importante verificar el

pH del producto (MacBean, 2009).

Las pruebas analiticas de medicion de viscosidad y sinéresis proveen datos cientificos acerca de la
calidad de un yogurt. Sin embargo, los métodos instrumentales no reproducen de forma
satisfactoria la sensacion que experimenta el consumidor en la boca. Por esto es importante
complementar las pruebas instrumentales con el analisis sensorial. Las pruebas de aceptacion se
utilizan cuando se pretende conocer el nivel de agrado de un producto, empleando escalas
conocidas como heddnicas, que van desde “me disgusta muchisimo” hasta “me gusta muchisimo”

(Sancho et al., 1999).

Dada la importancia de los alimentos funcionales, o simplemente ricos en determinados
nutrientes, no es descartable que en el futuro la leche cruda, naturalmente rica en nutrientes y
micronutrientes, sea especialmente apreciada para la elaboracion de determinados productos
lacteos con caracteristicas sensoriales por encima de las que en la actualidad se consideran como

tipicas (Shelly & Larriga, 2004).

Bajo ciertas condiciones, constituiria una ventaja el aplicar a la leche tratamientos que eliminen
microorganismos patdgenos y de deterioro. Por ello, se sugiere realizar investigaciones en esa
direccion, con miras a determinar si es posible aplicar algin método que permita conservar la
leche sin aplicar calor para su posterior utilizacion como materia prima. El ultrasonido se ha
convertido recientemente en una herramienta eficiente para las aplicaciones comerciales. Sin
embargo, como todas las metodologias innovadoras de procesamiento de alimentos, necesita ser

desarrollada mas ampliamente para ser escalada a cada aplicacion.

El ultrasonido no sélo ha atraido considerable interés en la industria de alimentos debido a sus
efectos positivos en el procesamiento, sino también a sus efectos promisorios en la preservacion
de alimentos que recientemente se le ha atribuido, ya que generalmente la mayoria de los
microorganismos muestra gran sensibilidad a la sonicacion a temperaturas cercanas a los 50 °C por
debilitamiento de la membrana bacteriana, lo cual mejora el efecto de la cavitacidon producida

durante el tratamiento de ultrasonido (Patist & Bates, 2008).

Pese a los estudios realizados, es necesario generar mas evidencia sobre los efectos de la

sonicacidn en productos lacteos. Por lo anterior, para el presente trabajo final de graduacion se
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propone determinar el efecto del tiempo de aplicacion de ultrasonido a leche cruda sobre
diferentes parametros reoldgicos y sobre la calidad e inocuidad en la elaboracidn de yogurt griego,
puesto que para mantener la tendencia al crecimiento del mercado del yogurt, es necesario buscar

la innovacién en la aplicacion de técnicas de proceso, empaque y sabor.

Se ha encontrado que tratamientos con ultrasonido con alta amplitud han resultado con un buen
efecto homogeneizador, comparado contra la homogenizacion convencional, mejorando el efecto
conforme se aumenta el tiempo de exposicion. Ademas, tratamientos de sonicacién en yogurt
después de la adicién del cultivo iniciador, reducen el tiempo de fermentacién en 0,5 horas con un
aumento en la capacidad de retencidn de agua y viscosidad (Wu et al., 2001). Otros autores (Patist
& Bates, 2008) reportan aplicaciones del ultrasonido tanto para aumentar como para disminuir la
viscosidad de ciertos productos y, dependiendo de la intensidad, dichos efectos pueden ser

temporales o definitivos.

En esta investigacidn se evalué el efecto de la sonicacidn de la leche antes de la adicidn del cultivo
iniciador en la elaboracion de yogurt griego para determinar si conduce a una potencial sustitucion
viable del tratamiento térmico, en conjunto con la evaluacion de la calidad del yogurt griego

resultante segln los beneficios antes descritos.

Se ha seleccionado Escherichia coli como microorganismo indicador, pertinente en esta
investigacion para dar continuidad a los hallazgos de Lara (2015), ya que la cepa de E. coli ATCC
25922 ha sido utilizada anteriormente por otros autores como indicador de higiene en
evaluaciones de resistencia microbiana, pues funciona mejor entre los Gram negativos (San Martin
et al., 2005), ademas de servir de referencia para modelar cinéticas de inactivacién en diferentes

tipos de sonicacion (Lee et al., 2009).

De lograrse una reduccion importante del indicador E. coli y un producto final de caracteristicas
sensoriales y de calidad satisfactorias, se tendria una tecnologia innovadora para el tratamiento
previo de la leche con potencial para obtener una materia prima de mayor calidad nutricional libre

de alteraciones que ofrezca al consumidor un yogurt griego con un interesante valor agregado.
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2.1.

2.2,

2. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto del tiempo de sonicaciéon de leche cruda sobre parametros de

inocuidad, calidad y de control de proceso en la elaboracién de yogurt griego.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la reduccién de

Escherichia coli en la elaboracidn de yogurt griego.

Determinar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre las caracteristicas de

textura, color, sinéresis y capacidad de retencién de agua de yogurt griego.

Determinar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el rendimiento de
elaboracion de yogurt griego y sobre el tiempo de fermentacion mediante la elaboracion

de curvas de acidificacidn.
Determinar el efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el agrado general del
yogurt griego elaborado respecto a una muestra de yogurt griego sin tratamiento de

ultrasonido.

Observar el efecto del tiempo de sonicacidn sobre la distribucidon del tamafo de particula

de los glébulos de grasa de la leche cruda y sonicada asi como del yogurt griego obtenido.
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3. MARCO TEORICO
3.1. La leche
3.1.1. Definicion

La leche es el producto obtenido al ordefiar las glandulas mamarias de los mamiferos, cuya funcién
primordial es nutrir a las crias recién nacidas (Belitz et al., 2009; Chacdn, 2004). Se define ademas
como una emulsién que consiste en una fase dispersa de grasa y una fase acuosa continua. Puede
ser considerada también como una suspensidn coloidal de proteinas, en la que se encuentran

disueltas la lactosa, vitaminas y minerales (Medeiros et al., 2009).
3.1.2. Composicion

La leche completa de consumo habitual estd constituida por un elevado porcentaje de agua
(87,1%) en la cual se encuentran disueltos lipidos (3,5%), proteinas y otras sustancias nitrogenadas
(3,2%), carbohidratos (5,1%) y sales (0,9%) (Aranceta & Serra, 2004; Lu & Wang, 2017). La
composicion quimica de la leche determina en gran medida su alto valor nutricional y varia segun

la especie de la que provenga, cominmente vaca, cabra, oveja (Lu & Wang, 2017).

La caseina es la principal y mas abundante proteina de le leche. Esta es de elevado valor bioldgico
por su gran riqueza en aminoacidos, entre ellos los ocho esenciales y destaca la riqueza en acido
glutdmico e hidroxiglutdamico. La leche y sus derivados son la principal fuente de calcio que se
puede incorporar a la dieta, ademas de su riqueza de sales minerales como potasio, magnesio,
azufre, cobre, zinc y yodo. Igualmente, figura entre los alimentos que contienen la variedad mas

completa de vitaminas, como la A, D y aquellas del complejo B (Rosselld, 2011).
3.1.3. Las proteinas de la leche

Las proteinas de la leche pueden clasificarse en dos grupos: 1) caseinas, que representan el 82%
del total de proteinas de la leche y 2) proteinas del suero. Las caseinas se subdividen en cinco
grupos: dsi, Osy, B, v y k. Estas subunidades se unen por puentes de fosfato de calcio con otras
subunidades formando agregados llamados micelas. Las proteinas del suero forman el 18%
restante e incluyen B-lactoglobulina, a-lactoalbimina, albumina de suero, inmunoglobulinas y

otras menores. Las proteinas de la leche son de alto valor nutricional para la salud humana, ya que
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proveen los ocho aminoacidos esenciales, participando en la formacion de tejido muscular y

mejorando los niveles de insulina y acelerando el metabolismo de lipidos (Lu &Wang, 2017).

3.14. Aprovechamiento y consumo de la leche y los lacteos

La industria de la leche ha sufrido muchos cambios desde el siglo pasado. La adulteracién y
contaminacion de la leche era desenfrenada antes de la aprobaciéon y el cumplimiento de la Ley de
Alimentos y Medicamentos Puros en 1906 en Estados Unidos. La introduccidn y certificacion de la
pasteurizaciéon de leche, ha proveido a los consumidores de un producto consistentemente
seguro. La homogenizacién y avances en empaque y transporte fueron mejorando gradualmente
el abastecimiento del valioso liquido. Otros avances incluyen la concentracidon de la leche, el
aprovechamiento del suero, reduccion de lactosa, la popularizacién del yogurt y sus beneficios,
helados bajos en grasa y la diversificacién del queso, tecnologias que han contribuido a aumentar

la demanda de productos lacteos (Tunick, 2009).

Este producto es aprovechado para consumo humano, ya sea en su forma mas simple o en una
amplia gama de productos. Para el 2012 en Costa Rica se estimd un consumo per cdpita anual de
lacteos de 195 kg (equivalentes de leche fluida) por habitante, subiendo a 217 kg para el 2017.
Dicho consumo estaria compuesto por 35% queso, 27,5% leche fluida, 19,1% natilla y yogurt y

12,7% leche en polvo (Solano, 2003; Vargas et al., 2007; CNPL & SIECA, 2009; CNPL, 2017).

3.2 Aseguramiento de la inocuidad de la leche y los productos lacteos

3.2.1. Vulnerabilidad de la leche y los lacteos

La leche y los productos lacteos proveen condiciones Unicas para el crecimiento de
microorganismos debido a su composicidon bioquimica compleja y alto valor de actividad de agua
(aw). La calidad de la leche esta determinada por aspectos de composicidn e higiene. Las bacterias
predominantes varian ampliamente dependiendo del tipo de producto, método de
procesamiento, temperatura de almacenamiento, pH, concentracion de oxigeno, y la fuente de
contaminacion (Lu & Wang, 2017). Controlar efectivamente este crecimiento es todo un reto para
la industria, ya que los microorganismos son adquiridos normalmente en los lugares de ordefio y
recoleccion de la leche, produciendo tanto efectos indeseables en el producto como
enfermedades transmitidas por alimentos. Las manos sucias del trabajador, mala calidad de Ia

leche, condiciones antihigiénicas de la unidad de fabricacién, calidad inferior de las materias
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primas utilizadas y el agua suministrada para el lavado de los utensilios, son fuente potencial de la

aceleracién de la contaminacion de productos lacteos (Soomro et al., 2002).

3.2.2. Patégenos asociados con la leche y los lacteos

Se ha reportado la presencia de ciertos patégenos en leche cruda, entre ellos Staphylococcus
aureus, Salmonella, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes y L. innocua

(Reaetal., 1992).

El concepto original de pasteurizacion se basd en la relacidén tiempo-temperatura para inactivar el
microorganismo patégeno de la leche mas termorresistente, Mycobacterium tuberculosis. Sin
embargo, mas de 30 anos después, esta relacion cambid por el descubrimiento de una nueva
bacteria transmitida a humanos por ingestiéon de leche generando fiebre Q, Coxiella burnetii
(Pelczar & Reid, 1972). Debido a que C. burnetii es el patdégeno no esporulado mas
termorresistente mayormente presente en leche, la pasteurizacion comercial de la misma ha sido
disefiada para alcanzar al menos una reduccién de 5 logaritmos de Coxiella burnetii en leche

entera (4% de grasa) (CODEX, 2004).

El ganado lechero es el reservorio primario de Coxiella burnetii, microorganismo causante de la
fiebre Q. Desde los primeros reportes por investigadores australianos y americanos en 1935, la
fiebre Q ha sido encontrada en todo el mundo, a excepcion de Nueva Zelanda. El utero y las
glandulas mamarias son los sitios principales de infeccién en la fase crénica, por lo que el
esparcimiento de C. burnetii en leche por animales infectados ha sido ampliamente reportado

(Maurin & Raoult, 1999; Guk Kim et al., 2005).

3.2.3. Leche cruda como fuente potencial de brotes y enfermedades

Existe una tendencia actual inclinada hacia el consumo de alimentos crudos y artesanales. La
manufactura de estos alimentos se base en métodos tradicionales, muchas veces sin tener en
cuenta la calidad de la materia prima utilizada, y bajo tales condiciones muchos microorganismos
pueden tener acceso a productos lacteos. Escherichia coli es un microorganismo frecuentemente
contaminante y es un indicador confiable de contaminacién fecal, generalmente por condiciones

insalubres de agua, alimentos, leche y otros productos lacteos (Soomro et al., 2002).
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La leche cruda y los productos elaborados con ella pueden ser fuente importante de bacterias
potencialmente dafiinas para el ser humano, y a pesar de haberse reportado incluso muertes, su
comercializacion y consumo existen ampliamente en varios paises (Ombarak et al., 2016), incluido

Costa Rica, en donde la leche cruda se consume especialmente en zonas rurales.

Martin et al. (1986) reportaron dos casos de Sindrome Urémico Hemolitico que proporciona
evidencia de que la leche cruda puede ser un vehiculo de transmisién de E. coli 0157:H7; ambas
personas afectadas consumieron leche cruda. Los aislados de E. coli en alimentos es indicativo de
la posible presencia de microorganismos enteropatégenos y toxigénicos que representan riesgo
para la salud publica. En 1971 se presentd un brote de intoxicacidn alimentaria en Estados Unidos
en el que 387 personas se vieron infectadas por E. coli enteropatdgena por consumo de queso

francés importado (Marrier, 1973).

En la brucelosis humana, la transmision ocurre por dos mecanismos: por contagio directo
mediante contacto, inoculacidn, o inhalacidon, o por via indirecta a través de la ingesta de
productos lacteos contaminados, principalmente aquellos no pasteurizados. El agente mas
frecuente es Brucella abortus. A nivel mundial esta sigue siendo la infeccion mas frecuente a pesar
de la vacunacién masiva. Las zonas de mayor prevalencia animal corresponden a la region del
mediterraneo, Asia occidental y algunas partes de Africa y América Latina, principalmente México,
Brasil y Colombia. La presencia de brucelosis podria asociarse con la procedencia de la leche cruda

(Vergara et al., 2006).
3.2.4. Escherichia coli como parametro de inocuidad

Es posible que la leche y los productos lacteos puedan contaminarse con una variedad de
microorganismos de diferentes fuentes. El Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA, 2009) en
su titulo de Criterios Microbioldgicos para la Inocuidad de los Alimentos 67.04.50:08 establece

como limite maximo permitido < 3 NMP/g de Escherichia coli en yogurt.

Escherichia coli es un habitante normal del intestino grueso en animales y humanos. La fuente
principal de E. coli en leche cruda y productos lacteos es la contaminacion fecal durante el proceso
de ordefio junto con practicas higiénicas deficientes, por lo que E. coli generalmente se utiliza
como indicador confiable de contaminaciéon fecal directa o indirecta, y la posible presencia de

patdgenos entéricos (Ombarak et al., 2016; McConnel et al., 2016).
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El Servicio de Inspeccién y Seguridad Alimentaria de los Estados Unidos (USDA, 2011) estipula que
para el procesamiento y produccion de alimentos fermentados, se debe obtener una reduccion
bacteriana minima de 5 log en la matriz alimentaria. Estas regulaciones han conducido a la
necesidad de estudiar la inactivacion de E. coli en productos fermentados (Holck et al.; 2011). Si
algun producto lacteo fermentado presenta E. coli patdégena con genes virulentos, se convierte en

un producto potencialmente peligroso para los consumidores.

Algunas cepas de E. coli tienen la capacidad de producir la toxina Shiga o verotoxina, causante de
graves enfermedades como colitis enterohemorragica con diarrea sanguinolenta y deficiencia
renal (Sindrome Urémico Hemolitico). La cepa de E. coli enterohemorragica mas comunmente
causante de estas enfermedades es el serotipo E. coli 0157:H7, con la capacidad de causar incluso
la muerte. Este serotipo ha sido responsable de varios brotes alimentarios involucrando carne,
pollo, productos lacteos, jugos y cidras de manzana, vegetales, mayonesa y agua. Otros serotipos
de E. coli, como 026, 0111, 0113, 0121 y 0145 también han sido reportados como responsables

de enfermedades en humanos (Holck et al., 2011; McConnel et al., 2016).

3.2.5. Tratamientos térmicos para el aseguramiento de la inocuidad de la leche
y los lacteos
Los tratamientos térmicos convencionales para la inocuidad de la leche incluyen la pasteurizacién
baja, donde se aplica 63 °C durante 30 minutos, y la pasteurizacién alta a 72 °C por 20 segundos
(Aranceta & Serra, 2004). Sin embargo, para la elaboracién comercial de yogurt las combinaciones
de tiempo y temperatura van desde los 85 °C por 30 minutos hasta 95 °C por 5 minutos
(Weerathilake et al., 2014). Las combinaciones de tiempo y temperatura alternativas se resumen

en el Cuadro 1.

A pesar del tipo de pasteurizacion empleada, es imprescindible cumplir con el requisito minimo de
destruir el patégeno de la leche actualmente reconocido como mas resistente al calor, Coxiella
burnetii, causante de la fiebre Q en humanos (Weerathilake et al., 2014). Para ello, el Codex
Alimentarius (2004) establece, de acuerdo con validaciones realizadas en leche entera, que las
condiciones minimas de pasteurizacién son aquellas que tienen efectos bactericidas equivalentes

al calentamiento de cada particula de leche a 72 °C por 15 segundos o 63 °C por 30 minutos.
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Cuadro 1. Combinacién de tiempo y temperatura para la pasteurizacion de la leche.

Tipo de pasteurizacion Proceso Temperatura (°C) | Tiempo de retencion
Baja Temperatura Largo Tiempo
Batch 62,8 30 minutos
(LTLT)
Alta Temperatura Corto Tiempo
Continuo 71,7 15 segundos
(HTST)
Temperatura mas alta Tiempo
Continuo 88,3 1 segundo
mas corto (HHST)
Ultra Pasteurizacién
Continuo 137,8 2 segundos
Ultra Alta Temperatura
Aséptico 135-150 4-15 segundos

(UHT)

Fuente: Food and Drug Administration, 2011.

A pesar de la efectividad de los tratamientos térmicos en cuanto a inocuidad, se ha demostrado
gue éstos provocan efectos negativos en la calidad sensorial y nutricional de la leche, lo que
repercute directamente en la calidad de los productos (Walstra et al., 2006; Shanmugam et al.,
2012). La esterilizacion UHT de la leche nativa produce pérdidas de vitamina B1 del orden del 10%
y del 40% durante la esterilizacién convencional, la cual a su vez produce una reduccion del 50%
de vitamina B6. La esterilizacion UHT y la convencional determinan pérdidas del 10 y 90%
respectivamente de vitamina B12. Respecto a la vitamina C, la pasteurizacion y UHT provocan
pérdidas del orden de 10-25%, mientras que la convencional puede reducir hasta el 50% (Shelly &
Larriga, 2004), ademas de la desnaturalizacién de enzimas y modificacién de proteinas, desbalance
de minerales y cambios indeseables en el sabor y color producto de la reaccion de Maillard

(Walstra et al., 2006).
3.3. Productos lacteos fermentados: el yogurt
3.3.1. Historia del yogurt

La fermentacién de la leche es uno de los métodos mds antiguos practicados por el ser humado
para conservarla y extender su vida util. El origen del yogurt data desde cuando los pobladores
neoliticos en Asia Central pasaron de ser cazadores y recolectores a productores de alimentos,
iniciando las practicas de ordefo. Se dice que los productos fermentados, incluyendo el yogurt,
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fueron descubiertos por accidente cuando solian almacenar la leche en sacos de piel de oveja

(Weerathilake et al., 2014; Fisberg & Machado, 2015.).

El yogurt fue toda una curiosidad en Estados Unidos cuando en 1900, llya Metchnikoff aisld
cultivos para su manufactura. En 1920, Isaac Carosso perfecciond e industrializd el proceso
fundando la primera compafiia, Danone. El producto gano popularidad cuando se le afiadio fruta a
inicios de los afos 50 (Tunick, 2009). Las ventas anuales aumentan el 20%, ya que es uno de los
lacteos fermentados mas populares con amplia aceptacién a nivel mundial gracias a sus beneficios
nutricionales debido a las bacterias vivas que contiene (Salvador et al., 2005; Weerathilake et al.,

2014; Fisberg & Machado, 2015).
3.3.2. Definicién de yogurt

De acuerdo con el Cddigo de Regulaciones Federales de FDA (Food and Drug Administration, por
sus siglas en inglés), el yogurt se define como “el alimento producido mediante la inoculacién de
uno o mas de los ingredientes lacteos opcionales (crema, leche, leche parcialmente descremaday
leche descremada) con un cultivo bacteriano caracteristico que contiene bacterias productoras de
acido lactico, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.” La misma
entidad establece ademds que “el yogurt, antes de la adicién de sabores voluminosos, contiene no
menos de 3,25% de grasa de la leche y no menos de 8,25% de sdlidos no grasos de leche, con una
acidez titulable no inferior a 0,9% expresada como 4cido lactico. Puede ser tratado térmicamente
después de la fermentacién para destruir microorganismos viables y aumentar la vida util del

producto.” (FDA, 1996).

Se han propuesto ademds ciertos requisitos estandar para el yogurt: (i) un nivel minimo de 10’
unidades formadoras de colonias activas por gramo, (ii) pH de 4,6 o inferior, (iii) un nivel minimo
de 51% de ingredientes lacteos totales, (iv) homogenizado y pasteurizado antes de la inoculacidn,
(v) permite el uso de leche reconstituida y concentrados de proteina de suero como “ingredientes
lacteos estandar” (vi) permite el uso de cualquier ingrediente derivado de leche como ingrediente
lacteo opcional, (vii) permite el uso de endulzantes, emulsificantes y preservantes seguros y
adecuados, y (viii) permite el uso opcional de cualquier ingrediente seguro y adecuado afiadido

con proposito nutricional o funcional (Lucey, 2002).
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3.3.3. Clasificacion y tipos de yogurt

Weerathilake et al. (2014) clasifican el yogurt en diferentes categorias segun el tipo de cultivo, la

composicion quimica y naturaleza fisica, ademas del sabor y caracteristicas segun su origen.

3.3.3.1. Tipo de cultivo

a)

b)

Cultivo estandar: Aquellos elaborados con L. bulgaricus y S. termophillus. Se dice que
estas bacterias no habitan en el intestino, sin embargo, son capaces de estimular la
microflora ya presente en él, ayudando a mantener una buena salud gastrointestinal
(Dowden, 2013; Weerathilake et al., 2014).

Cultivos probidticos: Son elaborados por inoculaciéon de cultivos tipicamente de las
cepas probioticas de Bifidobacteria y L. acidophilus. Estas bacterias declaran mas
beneficios especificos para la salud y representan la microbiota presente en el intestino.
Sin embargo, las cepas probidticas deben permanecer vivas en nimeros adecuados (10’
UFC/g para refrigerados y 10° para congelados) para afirmar el efecto beneficioso (Dairy

UK, 2009; National Yogurt Association, 2013; Weerathilake et al., 2014).

3.3.3.2. Composicion quimica

a)

b)

c)

Regular: Producido con leche entera con al menos 3,5% de grasa (USDA, 2001; FDA,
2013).

Bajo en grasa: Producido con leche baja en grasa o leche parcialmente descremada (0,5
— 2% grasa).

Descremado: Producido con leche descremada (<0,5% grasa) (Weerathilake et al.,2014).

3.3.3.3. Naturaleza fisica

a)

b)

Sélido: También llamado aflanado por su textura firme y gelatinosa. Es incubado y
enfriado en el envase individual final.

Semisodlido: También llamado yogurt batido. Se produce incubando la mezcla en un
tanque seguido por el rompimiento con agitacion antes de enfriar y envasar. De textura
cremosa.

Fluido: Conocido como yogurt liquido o bebible. La agitacion para romper el coagulo es

mas vigorosa (Weerathilake et al.,2014).

30



3.3.3.4. Sabor

a) Natural: El producto de la fermentacidon de la leche sin azlcar afiadida, ni sabores o
colores, con la textura y sabor caracteristicos del yogurt puro.

b) Con frutas: Se agregan frutas en compotas para dar valor agregado al yogurt. Puede ser
mezclado en el producto o como complemento de un yogurt natural.

c) Saborizado: Se puede agregar una amplia variedad de sabores al yogurt durante su
produccidn no sélo para ampliar la oferta, sino también para aumentar la dulzura, ya

sean frutales, cereales o de golosinas (Weerathilake et al.,2014).

3.3.3.5. Tipos de yogurt

a) Yogurt griego: También conocido como estilo Mediterraneo. Elaborado por filtracién del
suero del yogurt natural para hacerlo mas espeso y cremoso.

b) Yogurt estilo balcanico: De textura espesa caracteristica. Se prepara en lotes pequefios e
individuales en los que se vierte la mezcla cultivada tibia a incubacién sin agitacion por 12
horas o mas.

c) Yogurt estilo europeo: También conocido como yogurt batido, con textura cremosa vy
suave elaborado por incubacion en tinas con posterior enfriamiento y agitacién. Con
frecuencia se anaden frutas y sabores.

d) Yogurt estilo francés: También conocido como yogurt aflanado, elaborado por incubacién
directa en recipientes individuales con obtencion de un producto con textura tipo flan o

pudding (Weerathilake et al.,2014).
3.4. Etapas principales en el proceso de elaboracion de yogurt

La elaboracién de yogurt es una técnica ancestral que data de miles de afos atras, sin embargo,
durante las décadas anteriores su fabricacién se volvié mas racional gracias a las mejoras en los
ambitos de microbiologia, bioquimica e ingenieria de alimentos, las cuales han combinado arte y

ciencia.

El proceso general de elaboracion de yogurt se resume en la modificacion de la composicion
original de la leche, pasteurizacién de la mixtura, fermentacién a temperaturas termofilicas (40-45
°C), enfriamiento y adicion de sabores. El diagrama de proceso de la elaboracion de diferentes

tipos de yogurt se muestra en la Figura 1.
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3.4.1.1. Materias primas

El yogurt se elabora con una variedad de materias primas que van desde la leche, estabilizantes,
frutas, sabores y cultivos bacterianos. El tipo de leche dependerd de la variedad de yogurt que se
desea elaborar, ya sea entera, descremada o parcialmente descremada. Se puede adicionar crema
de leche para ajustar los contenidos de grasa, concentrado de proteina de suero para elevar el
contenido de sdlidos totales, estabilizantes son agregados cominmente para ayudar al cuerpo y la
textura del yogurt, orientados a aumentar la firmeza, prevenir la separacion del suero o sinéresis
ademas de su contribucién a la homogeneidad de los ingredientes. Por ultimo, se utilizan también

azucares o endulzantes para aumentar el sabor y agrado del consumidor.
3.4.1.2. Estandarizacién

De acuerdo con la Comision del Codex Alimentarius (2010), el yogurt debe tener como minimo
2,7% de proteina y maximo 15% de grasa. En respuesta, los estandares de FAO especifican que la
leche debe estandarizarse a un minimo de sélidos no grasos y grasa lactea de 8,2% y 3%
respectivamente. La leche bovina, en promedio, se compone de 4,5% de lactosa, 3,3% de proteina,

3,5% de grasa y 0,7% materia mineral (Weerathilake et al., 2014).

3.4.1.3. Homogenizacion

Tipicamente la homogenizacién se realiza mediante el uso de un homogenizador donde la leche es
forzada a través de pequefias aberturas a una alta presion (de 10 a 20 MPa en la primera etapay 5
Mpa en la segunda, por alrededor de 10 minutos) en la que los gldbulos de grasa se rompen
debido a la fuerza de cizalla, con lo que se reduce el diametro a menos de 1um asegurando su
distribucién uniforme. En consecuencia, se logra eliminar la formacion de una capa superficial

cremosa, mejorando la consistencia del yogurt (Weerathilake et al., 2014).
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Estandarizacion de la leche

;

Homogenizacion
55-65 °C y 15-20/5 MPa

|

Pasteurizacion
80-85 °C / 30min o 90-95 °C / 5min

Enfriamiento a temperatura de
incubacién (43-45 °C)

)

Inoculacion del cultivo iniciador (2% )

Envasado en empaques Incubacion/Fermentacion (42-45 °C)
individuales (Hasta que se alcance pH deseado)

'

Incubacion/Fermentacion

Enfriamiento

(42-45°C) (Hasta pH = 4,6) ¢
L Batido
Enfriamiento y 'L

Almacenacimiento (< 4°C
¢ ) Enfriamiento, Trasegado y

Envasado

|

Almacenamiento (<4 °C)

| l

Yogurt aflanado Yogurt batido (Estilo Suizo)

Figura 1. Diagrama de flujo para el proceso de manufactura de yogurt batido y yogurt aflanado
(Adaptado de Lee & Lucey, 2010).

3.4.1.4. Tratamiento térmico

Se considera que el tratamiento térmico de la leche es un paso esencial en el proceso de
manufactura del yogurt que influye en gran medida en la microestructura y las propiedades fisicas
del yogurt. Con el tratamiento térmico no sélo se destruyen los microorganismos que pueden
interferir con la fermentacion controlada, sino que contribuye al cuerpo y la textura final

(Weerathilake et al., 2014).
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La mixtura de yogurt normalmente es calentada a temperaturas mayores y por mas tiempo que
una pasteurizacion normal. Los tratamientos empleados en la elaboracidn de yogurt comercial van
de 85 °C por 30 minutos hasta 90-95 °C por 5 a 10 minutos, para ayudar a mejorar la consistencia
del producto a través de la desnaturalizacion de la proteina del suero de leche (Tamine &
Robinson, 1999). El tratamiento térmico ademds ayuda a algunos ingredientes a lograr el estado
requerido para la formacién del gel y enrejado proteico, necesario para la textura y viscosidad final

(Weerathilake et al., 2014).
3.4.1.5. Inoculacion y fermentacion

Después del tratamiento térmico, la mixtura se enfria hasta 43 °C para la adicién del cultivo
iniciador. Esta inoculacién usualmente tiene lugar en recipientes de acero inoxidable higiénicos y
sellados para el yogurt batido, mientras que para yogurt firme o aflanado la fermentacion se da en
recipientes individuales, tal como lo presenta el diagrama de flujo de la Figura A. La temperatura
de incubacidn es monitoreada al nivel 6ptimo durante todo el proceso de fermentacion, hasta que
el pH alcance el valor deseado. Durante la fermentacién, debido a la actividad metabdlica de la
bacterias acido-lacticas, la lactosa se convierte en acido lactico que coagula las proteinas de la
leche junto con la produccién de ciertos compuestos volatiles que le confieren al yogurt su aroma

y sabor caracteristicos (Weerathilake et al., 2014).

Las especies de bacterias lacticas mas utilizadas como cultivo iniciador en la industria del yogurt
son Streptococcus thermophilus (homofermentativa, termdfila) y Lactobacillus delbrueckii ssp.

bulgaricus (homofermentativa, termdfila) (Romero del Castillo & Lagarriga, 2004).

Los cultivos iniciadores pueden presentarse en forma liquida, congelada o liofilizada. Los liquidos
son los menos utilizados debido a su delicada conservacién, ya que pueden contaminarse
facilmente, contienen 10° UFC/mL. Los cultivos congelados son los mas utilizados por la industria
grande y mediana, contienen 10" UFC/mL y se obtienen por bactocentrifugacién de un cultivo
suficientemente grande para aumentar su concentracion, con la adicion de crioprotectores para
ser ultracongelados en nitrégeno liquido a -196 °C. Finalmente, los cultivos liofilizados son los mas
caros, pero también los de menor requerimiento para su conservacion y menor riesgo de
contaminacidn; éstos se comercializan en sobres con la dosis para una determinada cantidad de

leche, conteniendo del orden de 10" UFC/mL y preparados de la misma forma que los congelados
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con una liofilizacion final. Pueden conservarse tanto congelados como en refrigeracion de 2 a 5 °C

(Romero del Castillo & Lagarriga, 2004).

Los microorganismos seleccionados para un cultivo iniciador, ademas de las propiedades deseadas
en el producto a fabricar y de las inherentes a su crecimiento, deben ser capaces de resistir el

proceso de elaboracién para su distribucion comercial (Romero del Castillo & Lagarriga, 2004).
3.4.1.6. Enfriamiento

Una vez que el yogurt ha alcanzado el pH requerido (4,6), se enfria a temperaturas de
refrigeracion (<10 °C) para detener el proceso de fermentacion. En la manufactura del yogurt
aflanado, los recipientes individuales se transfieren directamente a la cdmara de enfriamiento o se
enfrian en tuneles de refrigeracion, mientras que en el yogurt batido el enfriamiento re realiza
primero agitando el coagulo en el tanque de fermentacidn con el objetivo de obtener un producto

suave y cremoso antes de ser envasado en los recipientes (Weerathilake et al., 2014).

De acuerdo con las especificaciones del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA, 2001), después de los pasos finales de manufactura y empaque, el yogurt debe ser

enfriado y almacenado a temperaturas menores a 7,2 °C.
3.4.2. Efecto del tratamiento térmico sobre las proteinas del yogurt

Las proteinas del suero que participan en la agregacién de la caseina en el yogurt son a-
lactoabumina y B-lactoglobulina. Aunque las caseinas son termo estables, las proteinas del suero
sufren desnaturalizacién a partir de 65 °C. Durante el tratamiento térmico hay dos posibles
eventos dependiendo de la intensidad del calor. Los tratamientos térmicos severos, por encima de
80 °C, inducen tanto a la a-lactoalbimina como a la B-lactoglobulina a participar de la agregacion
proteica junto a k-caseina de la micela, lo que conduce a la formacidn de un codagulo firme y un
yogurt menos vulnerable a sinéresis, como consecuencia del aumento de las propiedades
hidrofilicas debido al aumento de tamafio de las micelas de caseina formando una matriz reticular,
la cual determina una distribucién continua de la proteina en toda la masa del yogurt, con la
fraccion acuosa retenida en la red formada (Romero del Castillo & Lagarriga, 2004). Un
tratamiento térmico mds bajo en cambio causa la participacion de la B-lactoglobulina en lugar de
la a-lactoalbumina, ya que un 80 a 90% de a-lactoalbumina desnaturalizada es reversible después

del calentamiento (Lucey, 2002).
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El tratamiento térmico ademas destruye las aglutininas, proteinas responsables de la agregacion
de los glébulos de grasa y su consecuente separacion del resto de la leche, con lo que disminuye el

espesor de la capa de grasa que se forma en la superficie (Romero del Castillo & Lagarriga, 2004).

3.4.3. Formacion del gel

En la elaboracion de yogurt, las bacterias acido-lacticas convierten la lactosa en acido lactico,
dando como resultado el descenso del pH. Este, mas que la cantidad de &acido determina los
cambios en la conformacién de las proteinas (Weerathilake et al., 2014). Las micelas de caseina
son los bloques formadores en los geles de leches fermentadas, por lo que la naturaleza y el tipo
de las interacciones de caseina son muy importantes para las propiedades de estos tipos de gel. La
integridad de las micelas de caseina es controlada por un balance localizado entre interacciones

hidrofdbicas y repulsiéon electrostatica (Lucey, 2002).

La produccién de acido lactico durante la fermentacion conduce a la desestabilizacion del sistema
micelar, lo que resulta en la gelatinizacidn de las proteinas. Al alcanzar el punto isoeléctrico de las
proteinas de suero (pH 5,2) y caseinas desnaturalizadas (pH 4,6), se forman progresivamente
enlaces de baja energia entre las proteinas, principalmente hidrofébicos. La adicién de coloides
hidrofilicos ayuda a enlazar el agua y en consecuencia se aumenta la viscosidad del yogurt,
ayudando también a prevenir la separacion de suero, problema conocido como sinéresis

(Weerathilake et al., 2014).

Durante la fermentacion se forma el gel. La produccion de acido lactico solubiliza el fosfato de
calcio y el citrato asociados a la micela, desestabilizando la caseina y formando complejos con las
proteinas del lactosuero desnaturalizadas. Al pH de 4,6 (punto isoeléctrico de las caseinas) el
tamano de las micelas decrece gradualmente. Las cargas negativas de las micelas se van
neutralizando, con lo que se aproximan y coalescen. A este punto, las caseinas junto con las
proteinas del lactosuero desnaturalizadas forman el gel, constituido por una red de estructura
regular que encierra en el interior a los componentes de la leche junto con el agua (Romero del

Castillo & Lagarriga, 2004).
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3.4.4. Tendencias de consumo: el yogurt griego (Greek Yogurt)
3.4.4.1. Generalidades del yogurt griego

El yogurt griego, también conocido como Labneh, es un producto lacteo fermentado originario del
Medio Oriente, pero ampliamente conocido alrededor del mundo por sus multiples beneficios
nutricionales. Se elabora por concentracién del yogurt tradicional mediante la reduccion de su
contenido de humedad. El yogurt ya fermentado y coagulado, se filtra o cuela por una manta para
eliminar el suero liquido y parte de la lactosa. El resultado es un producto cremoso, espeso y con
mas proteina por porcién que el yogurt tradicional, ya que debe contener al menos un 5,6% frente

al 2,7% minimo del yogurt sin colar (Atamian et al., 2014; El-Abbadi et al., 2014).

Existen muchas variedades de yogurt griego dependiendo del pais y area. En el Mediterraneo, es
especialmente grueso y casi salado, no utilizado en contexto dulce, mientras que en paises
americanos el yogurt griego es mayormente encontrado como un snack dulce con la adicién de
frutas y sabores. Puede utilizarse ademds para elaborar una amplia variedad de salsas, como
sustituto de la natilla o crema 4cida, queso crema y mantequilla, aportando cremosidad a dips,
productos horneados y rellenos de pasteleria, ya que mantiene su cuerpo gracias a su resistencia

al calor (American Culinary Federation, s.f.).
3.4.4.2. Valor nutricional

El yogurt es considerado alimento saludable debido a su alta digestibilidad y biodisponibilidad de
mas de diez nutrientes esenciales, incluyendo el calcio, colaborador en la salud ésea y el potasio,
gue ayuda a controlar la presién arterial. Es muy recomendado para las personas con desdérdenes
gastrointestinales, (sindrome de intestino irritado/inflamado), intolerancia a la lactosa y es bien
conocido su aporte a la funcién inmune y al control del peso (Nagendra, 2007; Weerathilake et al.,

2014).

La composicién nutricional del yogurt puede variar de acuerdo con el tipo de cultivo iniciador, tipo
y especie de origen de la leche, asi como de los ingredientes utilizados en su elaboracién, como los
sélidos lacteos, sélidos no grasos, endulzantes y/o frutas agregadas Weerathilake et al., 2014). La

composicion nutricional promedio de diferentes variedades de yogurt se muestra en el Cuadro 2.
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Los yogures con cultivos vivos son mas favorables para la salud. Numerosos beneficios han sido
declarados para las bacterias probidticas como Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp. y L.
casei, los cuales incluyen efectos antimutagénicos, propiedades anticancerigenas, reduccion del
colesterol y estimulaciéon del sistema inmunolégico, por lo que su incorporacion en los productos

lacteos, particularmente yogurt, ha incrementad en los ultimos afios (Nagendra, 2007).

Cuadro 2. Composicién nutricional promedio de diferentes variedades de yogurt (por 100 g).

Yogurt con Yogurt bajo Yogurt Yogurt Yogurt
Componente
leche entera en grasa descremado griego liquido
Energia (kcal) 79 56 54 133 62
Proteina (g) 5.7 4.8 5.4 5.7 3.1
Carbohidratos (g) 7.8 7.4 8.2 4.8 13.1
Grasa (g) 3.0 1.0 0.2 10.2 Trazas
Tiamina (mg) 0.06 0.12 0.04 0.12 0.03
Riboflavina (mg) 0.27 0.22 0.29 0.13 0.16
Niacina (mg) 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
Vitamina B6 (mg) 0.10 0.01 0.07 0.01 0.05
Vitamina B12 (mg) 0.2 0.3 0.2 0.02 0.2
Folato (um) 18 18 8 6 12
Caroteno (um) 21 Trazas Trazas Trazas Trazas
Vitamina D 0 0.1 Trazas 0.1 Trazas
Potasio (mg) 280 228 247 184 130
Calcio (mg) 200 162 160 126 100
Fosforo (mg) 170 143 151 138 81

Fuente: The Dairy Council, 2013.

Los productos lacteos son la fuente mas importante de acido linoleico conjugado (CLA) el cual
posee un efecto protector contra el cancer de seno. El yogurt griego contiene 0,128-1,501 gramos
de CLA por cada 100 gramos de grasa (Serafeimidou et al. 2012). Las proteinas del yogurt son de
alta calidad debido a su alto valor bioldgico al proveer la mayoria de los aminoacidos esenciales,
por su alto contenido de prolina y glicina. El yogurt griego, al ser rico en proteina, contribuye a la

formacidn y reparacién de los musculos (Weerathilake et al., 2014).
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Gracias a todas estas bondades nutricionales asociadas con la ingesta de yogurt griego, existe una
tendencia creciente de consumo, haciendo que sea la categoria de lacteos de mayor crecimiento

en el mercado (Weerathilake et al., 2014).

3.5. Nuevas tecnologias para el tratamiento de lacteos

3.5.1. Demandas del consumidor

Productos que promuevan la salud y el bienestar son las tendencias de los afios venideros, con
caracteristicas sensoriales Unicas, calidad incuestionable e inocuidad para su consumo, sin dejar de
lado la obtencién con procesos limpios, con menos consumo de energia y minimo impacto

ambiental, son las demandas del mercado mundial actual (Monteiro et al., 2018).

En el dltimo siglo los consumidores han disfrutado los beneficios de los avances en productos
lacteos: nuevas y mas convenientes formas de empaque, productos deslactosados, bajos en grasa,
y con propiedades funcionales. Estas tendencias y situaciones actuales, incluida la creciente
popularidad de los productos organicos, artesanales junto al consumo de leche cruda y de vacas

de pastoreo, conducen y dan forma al futuro de la leche y los productos lacteos (Tunick, 2009).

Dadas las exigencias del consumidor actual sobre calidad de los alimentos y productos que
conserven sus caracteristicas de valor nutricional, las tendencias actuales de consumo se inclinan
hacia la demanda de mayor variedad de productos convenientes y funcionales con larga vida util

(Akdemir, 2015).

A pesar de la indiscutible efectividad de los tratamientos térmicos para la inactivacion de
microorganismos patégenos y de deterioro de los productos lacteos, existe una creciente aversion
hacia la aplicacién de calor para la conservacién de los alimentos por las consecuentes
modificaciones de color, sabor y aporte nutricional. En respuesta a dichas peticiones y para
satisfacer las necesidades del consumidor, se han desarrollado tecnologias alternativas que

permitan la obtencidn de productos inocuos y de alta calidad (Akdemir, 2015).

3.5.2. Necesidad de innovacion

La gran demanda del mercado global por nuevos productos que reudnan las expectativas y
necesidades de los consumidores modernos ha llevado a varios sectores industriales a invertir en

innovacion en sus productos y procesos (Monteiro et al. 2018). La aplicacién de altas presiones,
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irradiacion con luz ultravioleta, campos eléctricos pulsantes, ultrasonicacién e irradiacion gamma
son algunas tecnologias innovadoras estudiadas para el procesamiento no térmico de productos
lacteos, sin embargo, no han logrado equiparar la eficiencia y efectividad de la aplicacién de calor
debido a la necesidad de altas intensidades del tratamiento, con repercusiones negativas en la

calidad sensorial, 0 a la inexistente aprobacion legal.

Esto conduce a la necesidad de investigaciones que potencien la aplicacién y combinacién de
dichas tecnologias para lograr un “efecto barrera” u obtencion de efectos antimicrobianos
sinérgicos con minimo impacto sensorial y nutricional para complacer las necesidades y demandas

del consumidor (Alvarez & Ji, 2003; Pereira & Vicente, 2010, Akdemir, 2015).

En este sentido, el uso de tecnologias emergentes no térmicas, como el ultrasonido, ha sido
evaluado en los diferentes segmentos productivos en miras del establecimiento de nuevos
procesos y productos que rednan por completo los deseos del consumidor moderno (Monteiro et

al., 2018).
3.6. Ultrasonido en la industria de alimentos
3.6.1. Definicion de ultrasonido

El ultrasonido se refiere a ondas sonoras de presién mecanica a una frecuencia mayor al umbral
del oido humano por lo general superiores a los 20 kHz. Se divide en tres rangos de frecuencia:
ultrasonido de poder (16 a 100 kHz), ultrasonido de alta frecuencia (100 kHz a 1 MHz) vy
ultrasonido de diagnéstico (1 a 10 MHz) (Patist & Bates, 2008).

Las ondas ultrasénicas se generan por el principio de transformacion electroestrictiva, en el cual se
da la polarizacion de las moléculas transmitiendo una corriente alterna al material a través de dos
electrodos. Una vez que la energia es convertida en oscilacion mecanica, las ondas se transmiten
al medio a través de un amplificador y una sonda, resultando en un movimiento continuo en
forma de ondas longitudinales que crean compresién (zonas de alta presidn) y rarefaccién o
expansion (zonas de baja presion) de las moléculas del medio (Knorr et al., 2004). La presién
acustica es una onda senoidal que depende del tiempo, la frecuencia y la maxima amplitud de
presion de la onda, directamente proporcional a la energia generada por el transductor (Patist &

Bates, 2008).
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3.6.2. Principio de accién

Cuando el ultrasonido pasa a través de un medio liquido, la interaccién entre las ondas
ultrasonicas, el liquido y el gas disuelto, conduce a un fendmeno de excitacion conocido como
cavitacidn acustica. Este fendmeno consiste en la oscilacion de los nucleos de gases disueltos bajo
la influencia del campo acustico debido a los cambios de presién alrededor de ellos. Durante estas
oscilaciones, el gas disuelto y el vapor se difunden adentro y afuera de las burbujas, en donde la
cantidad de gas/vapor que se difunde durante la fase de expansidn es mayor que la cantidad que
se difunde fuera de la burbuja en la fase de comprensién durante la oscilacion, lo que conduce al
crecimiento de las burbujas hacia un intervalo de resonancia (Patist & Bates, 2008; Chandrapala et

al., 2012).

Este proceso de compresion y rarefaccién (o expansidon) de las particulas del medio y el
consecuente colapso de las burbujas comprende el conocido fendmeno de cavitacidn, el efecto
mas importante del ultrasonido de alta potencia (Conddn et al., 2005; Patist & Bates, 2008). La
cavitacion puede clasificarse en acustica, hidrodinamica, dptica y de particula, basado en el modo
de generacién (Gogate et al., 2006). Sdlo la acustica y la hidrodindmica pueden generar las
intensidades requeridas para inducir cambios quimicos vy fisicos en los sistemas de carbohidratos,

proteinas, lipidos, etc. (Awad et al., 2012).

Cuando la presidn negativa del ciclo de rarefaccién excede las fuerzas de atraccion entre las
moléculas del liquido, se forma un vacio. Este vacio o agujero absorbe una pequefia cantidad de
vapor de la solucién que, al comprimirlo, no colapsa totalmente, sino que continda creciendo en
tamafio en ciclos sucesivos para formar una burbuja de cavitacion acustica. Este fendmeno se

ilustra en la Figura 2.

Se forman muchos miles de estas burbujas en el liquido, algunas son relativamente estables, pero
otras pueden expandirse aln mas a tamafos inestables y someterse a colapsos violentos que
generan temperaturas por encima a los 5000 K (4700 °C) y presiones del orden de los 50 MPa

(Condodn et al., 2005; Tiwari & Mason, 2012).

El uso de ultrasonido en procesos industriales tiene dos requerimientos principales: un medio
liquido, incluso si forma sdélo el 5% de todo el medio, y una fuente de vibraciones de alta energia

(el ultrasonido). La fuente de energia vibracional es llamada transductor, el cual transfiere la
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vibracién (después de la amplificacidn) al llamado sonotrodo o sonda, la cual estd en contacto

directo con el medio de procesamiento (Patist & Bates, 2008).

Equilibrio ©-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- 00000000000 0000000000000

Aclstica

Direccion del

progreso de la

onda ultrasénica >
mecanica

Rarefaccion
—»

ACI:IStica . - . .

Compresién )
< P » 1 ciclo

Presién —»
maxima

Tiempo

durante el ciclo de
la onda

i 0 00O 0 6O T

Figura 2. llustracién del fendmeno de cavitacién ultrasénica (tomado de Tiwari & Mason, 2012).

3.6.3. Aplicacidon del ultrasonido

El uso de ultrasonido en la industria de alimentos ha sido sujeto de estudio e investigacion por
varios afios y puede dividirse en dos aplicaciones principales: Andlisis de Alimentos vy
Procesamiento de Alimentos. El ultrasonido de bajo poder o baja intensidad utilizan alta
frecuencia en rangos de 5 a 10 MHz. Es utilizado para monitorear la composicion y propiedades
fisicoquimicas de los compuestos alimentarios y productos durante el procesamiento y
almacenamiento, lo que es crucial para controlar las propiedades de los alimentos y mejorar su
calidad. Son técnicas no destructivas que utilizan tiempo de vuelo y absorcién del sonido para
obtener informacién de la textura, composicidn, viscosidad y/o concentracidn sin causar alteracion
fisica o quimica de las propiedades del material (Awad et al., 2012; Tiwari & Mason, 2012).
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Ultrasonido de baja intensidad ha sido utilizado en programas no invasivos de apoyo al
mejoramiento genético de ganado y en la evaluacidon de la composicién de productos céarnicos
crudos y fermentados, asi como en carne de pollo y pescado. También ha sido utilizado para el
control de calidad de vegetales y frutas tanto antes como después de la cosecha, durante el
procesamiento de queso, aceites comerciales de cocina, pan, cereales, productos con grasa
emulsificada, geles, alimentos en aerosol y congelados. Otras aplicaciones incluyen la deteccion de

adulteracion de miel, estado de agregacion, tamafio y tipo de proteinas (Awad et al., 2012).

Por otra parte, el ultrasonido de alto poder o alta intensidad utiliza frecuencias bajas en rangos de
20 a 100 kHz. Produce cambios mecanicos, fisicos, quimicos y bioquimicos a través de la
cavitacion, la cual apoya varias operaciones de procesamiento de alimentos como extraccion,
congelacion, secado, emulsificacién, reduccion de tiempos de reaccion, aumento en el
rendimiento e inactivacidon bacteriana (Awad et al., 2012), ademas para limpieza y corte. Si es
aplicado en liquidos, el término que se utiliza es “sonicacidon”, y puede aportar cambios
importantes en el material debido a los efectos de la cavitacidn acustica. Entre los efectos mas
prometedores se encuentra el procesamiento no térmico para la conservacién y preservacién de

los alimentos. (Awad et al., 2012; Tiwari & Mason, 2012).

3.6.4. Combinacion de ultrasonido con otras técnicas

Para la esterilizacién de alimentos liquidos se emplean energias acusticas mucho mas altas y los
enfoques son principalmente sonicacidon por si sola, manosonicacidon (presién y ultrasonido),
termosonicacion (calor y ultrasonido) y manotermosonicacion (presion, calor y sonicacion). Estas
técnicas han sido efectivas contra microorganismos patdgenos y de deterioro (Piyasena et al.,

20013; Tiwari & Mason, 2012).

Se considera que la termosonicacion aumenta la letalidad de los procesos convencionales de
pasteurizacién y disminuyen las temperaturas mdaximas de los procesos en un 25 a 50%,
mejorando la retencion de la calidad nutricional y sensorial del producto (Chandrapala et al.,
2012). Sin embargo, la principal desventaja de esta tecnologia es que disminuye su eficacia al
aumentar la temperatura, ya que se reduciria el efecto de la cavitacién como resultado del
aumento de la presién de vapor y disminucidn en la tensién superficial del liquido (Villamiel & De
Jong, 2000 citados por Bermudez, 2012). Este efecto se puede contrarrestar aplicando presion, ya

sea por manosonicacion o manotermosonicacion. La aplicacion de hasta 600 kPa permite a la
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cavitacion mantenerse a temperaturas incluso sobre el punto de ebullicién, aumentando
considerablemente la eficiencia de la inactivacién microbiana (Raso et al., 1998; Chandrapala et

al., 2012).

3.6.5. Mecanismo de la inactivacion microbiana

El tamafio de la burbuja cambia cuando la onda de ultrasonido entra en contacto con el liquido.
Después de alternar entre ciclos de compresion y expansion, la energia sdnica no logra mantener
la fase gaseosa dentro de la burbuja e implota. EIl mecanismo para la inactivacion microbiana
después del tratamiento con ultrasonido ocurre cuando estas burbujas implosionan y las
moléculas circundantes chocan entre si unas con otras, creando areas de temperaturas
extremadamente altas, hasta 5500 °C (Conddn et al., 2005). Adicionalmente, la implosion libera
ondas de choque que dafian las membranas celulares y producen radicales libres, contribuyendo
potencialmente a la inactivacion microbiana. Se sugiere que la aplicacion del calor en conjunto a la
ultrasonicacion conduce a un incremento de la capacidad de inactivacion bacteriana del

ultrasonido, proceso conocido como termosonicaciéon (Piyasena et al., 2003).

El trabajo publicado por Lorimer & Mason (1987) muestra que en el ultrasonido, la frecuencia es
inversamente proporcional al tamafio de la burbuja. Asi, la sonicacion de baja frecuencia, la cual es
de alta potencia (16-100 kHz) genera burbujas de cavitacién grandes, resultando en mayores
temperaturas y presiones en la zona de cavitacién. Esto causa el colapso de la célula bacteriana y

su consecuente inactivacion.

En matrices alimentarias, el ultrasonido permite la posibilidad de actuar como tratamiento
antimicrobiano en materiales sensibles al calor, mayormente aplicado a jugos de frutas, aguas y
leches. La cavitacidn acustica es la fuerza motriz que produce los efectos de procesamiento de la
sonicacion. Cuando la energia de la cavitacion es dominada y controlada, provee una notable
fuente de energia la cual, junto con los cambios de presion que ocurren en las implosiones, son el
principal mecanismo para la ruptura de las células microbianas. El nivel de energia transmitida a
una matriz alimenticia se expresa como intensidad ultrasénica (W/cm2) o densidad de energia

acustica (W/mL) (Tiwari & Mason, 2012).

La utilizacién de manotermosonicacion en productos lacteos es recomendable cuando se deben

eliminar enzimas termorresistentes, ya que los dafios causados a las células son irreversibles
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debido a la intensa vibracién y cavitacidn, causando movimientos violentos en la membrana

(Chandrapala et al., 2012).

3.6.6. Necesidad de investigacion de ultrasonido en lacteos

Historicamente, los estudios del ultrasonido en lacteos se han enfocado principalmente en la
inactivacion microbiana y enzimatica; los mas recientes en cambio se dirigen a la investigacion del
efecto del ultrasonido en las proteinas y los glébulos de grasa, asi como sus implicaciones en los
procesos lacteos y sus productos debido a la cavitacion (Ashokkumar et al.,, 2010; Terefe et al.,

2016).

El ultrasonido tiene pocos afios de haberse convertido en una herramienta eficiente para
aplicaciones comerciales a gran escala, como la emulsificacion, homogenizacidn, extraccion de
compuestos, cristalizacidn, eliminacion de agua, pasteurizacidn a baja temperatura, eliminacién de
gas, eliminacién de espuma, activacidon e inactivacion de enzimas, reduccién de tamafo de
particula y alteracién de la viscosidad. Como la mayoria de las tecnologias innovadoras para el
procesamiento de alimentos, la ultrasonicacion no es una tecnologia estandar, por lo que necesita

ser desarrollada y escalada para cada aplicaciéon (Patist & Bates, 2008).

El uso de caracterizacion acustica en la industria alimentaria estd en expansién mundial,
especificamente en el sector lacteo por sus aplicaciones en la determinacion del contenido de
grasa. Si la burbuja de cavitacion colapsa cerca de la superficie de la capa limitrofe entre las fases
de dos liquidos inmiscibles, la onda de choque puede proveer un mezclado eficiente entre las dos
capas, dando como resultado la formacidon de una emulsién fina y muy estable (Patist & Bates,

2008).

Para la industria lactea resulta de especial interés esta alternativa para la homogenizacion, pues
los glébulos de grasa disminuyen su tamaiio en un 81,5% tras el tratamiento de ultrasonido. Como
consecuencia, se da un aumento en la luminosidad de la leche al volverse mas blanca, ya que los
glébulos pequefios y homogéneos modifican la reflexién de la luz, resultando en un color mas

blanco (Bermudez & Barbosa, 2011; Tiwari & Mason, 2012).

En productos lacteos derivados como el yogurt, estudios han encontrado que la homogenizacion
con ultrasonido mejora la estabilidad ante el cremado, la viscosidad y aumenta la capacidad de

retencién de agua, disminuyendo la sinéresis. La sonicacion influye sobre las cadenas de caseina y
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éstas actlan con las proteinas del suero, reteniendo agua y globulos de grasa, mejorando el gel
(Chandrapala et al. 2012). Ademas, se logra una reduccion del tiempo de fermentacién del yogurt
debido a la estimulacidn de la producciéon de acido gracias a la cavitacidn que favorece la hidrdlisis

de la lactosa (Bermudez & Barbosa, 2011).

Los efectos positivos del ultrasonido han sido ampliamente estudiados en las industrias
petroquimicas, de polimeros y farmacéutica, pero es necesario realizar mas estudios en alimentos.
Las ventajas son versatiles y han resultado rentables en varias industrias de alimentos, sin
embargo se necesitan mas esfuerzos e investigacion para disefar y desarrollar sistemas eficientes
gue apoyen operaciones a gran escala que puedan ser adaptados a otros procesos (Gallego et al.,

2010; Awad et al., 2012). El Cuadro 3 enlista algunas aplicaciones con necesidad de investigacion.

Cuadro 3. Aplicaciones y beneficios del ultrasonido de alta intensidad en la industria lactea.

Aplicacion Mecanismo Beneficio

Aumento de rentabilidad en Ia
Emulsificacién /
Micro-transmisién de alta cizalla. | formacion de emulsiones lacteas vy
Homogenizacién
homogenizacion de la leche fluida.

Mayor  produccion, reduccién o

eliminacion de productos quimicos
Ondas de presion en el aire que
Antiespumante antiespumantes. Reduccion de
causan colapso de las burbujas.
desperdicios en lineas de embotellado

de bebidas lacteas.

Modificacion no quimica para el
Modificacidn reversible e
mejoramiento de las caracteristicas de
Alteracién de la | irreversible mediante vibracion y
procesamiento, reduccion de aditivos y
viscosidad micro-transmison de alta cizalla.
obtencidn de funcionalidad
Modificacidn sono-quimica
diferenciada.

Mayor transferencia de calor y | Como complemento para la inactivacién
Inactivacion alto cizallamiento. Dafio | de enzimas a temperaturas mas bajas
microbianay cavitacional directo a las | para el mejoramiento de atributos de
enzimatica membranas celulares de | calidad. Pasteurizacion a temperaturas

microorganismos. bajas.
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Cuadro 3. Aplicaciones y beneficios del ultrasonido de alta intensidad en la industria lactea
(continuacion).

Aplicacion Mecanismo Beneficio

Aumento de la produccién de
Transferencia de sustrato
metabolitos, con la subsecuente
mejorada y estimulacién del
Fermentacién aceleracion de los procesos de
tejido vivo. Mejoramiento de
fermentacién en la industria de yogurt,
procesos enzimaticos.
quesos y cremas acidas.

Aceleracion del calentamiento,
Transferencia de calor mejorada
Transferencia enfriamiento y secado de productos a
a través de transmision acustica y
de calor temperaturas mas bajas. Pasteurizacion
cavitacion.
alternativa.

*Fuente: Adaptado de Patist & Bates, 2008.

3.7. Parametros de control para la elaboracién de yogurt
3.7.1. Mediciones fisicoquimicas

3.7.1.1. Textura

La textura es una de las principales caracteristicas que define la calidad de un yogurt. Para los
productos alimentarios, la textura representa todos los atributos reoldgicos y estructurales
perceptibles por medidas mecanicas, tactiles y cuando es apropiado, receptores visuales y
auditivos. La reologia y la estructura de un producto evaluado por métodos instrumentales
también brinda informacion relevante de sus propiedades estructurales (Foegeding et al., 2011;

Fisher & Windhad, 2011).

La textura del yogurt o de cualquier tipo de leche fermentada es importante en miras de la calidad
del producto, ya que se relaciona con la percepcién sensorial. Las caracteristicas de textura del
yogurt son generalmente estudiadas en el recipiente, utilizando cuchara o en la boca por métodos
sensoriales (Ozcan, 2013). Los defectos tipicamente relacionados a la textura, los cuales pueden
influir en el rechazo del consumidor, son cambios aparentes en la viscosidad y la aparicién de

sinéresis (Goncalvez et al., 2005, Lee & Lucey, 2010).
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La caracterizacidn reoldgica del yogurt es requerida para la produccidn y proceso de desarrollo
para asegurar la aceptacidn del consumidor. Esta caracterizacion puede realizarse utilizando tanto
métodos sensoriales como instrumentales. Diferentes descriptores sensoriales de textura han sido
utilizados para caracterizar al yogurt, tales como firmeza, cremosidad, viscosidad, sensacion en la

boca y sinéresis (Goncalvez et al., 2005; Ozcan, 2013).

La determinacién de la textura del yogurt usualmente incluye andlisis sensoriales, de estructura y
de reologia. Algunos parametros estructurales son determinados utilizando un Analisis de Perfil de
Textura (TPA, por sus siglas en inglés) con compresion mecanica del alimento. Estos andlisis
implican presionar una sonda sobre la muestra a una velocidad lenta y constante registrando la
fuerza requerida. En la practica, fuerza y deformacion son los dos parametros fundamentales para
la caracterizacidon de la textura. Varios parametros empiricos pueden ser extraidos de las curvas de
fuerza vs tiempo/distancia, tales como cohesividad, adhesividad, masticabilidad, gomosidad,

firmeza y elasticidad (Loveday et al., 2013; Ozcan, 2013).

3.7.1.2. Color

El color del yogurt depende del tipo de leche utilizada. La leche posee un color entre blanco y
blanco-amarillento, el cual esta determinado por la dispersidon y absorcion de la luz por los

glébulos de grasa y las micelas de caseina (Chacdn, 2004; Belitz et al., 2009; Lu & Wang, 2017).

El tipo de leche asi como su contenido de grasa tienen un efecto significativo sobre atributos
sensoriales como el color y el brillo del yogurt. Para yogurt griego o Labneh, el color tipico varia
entre blanco tiza a Ivory tenue (Atamian et al., 2014). Con esto, la homogenizacion de la leche

aumenta la blancura en el yogurt (Lee & Lucey, 2010).

3.7.1.3. Sinéresis y capacidad de retencion de agua

La sinéresis se define como la separacién del suero de la estructura del gel, observandose como
liguido en la superficie del yogurt (Lee & Lucey, 2010). La sinéresis espontanea se relaciona con
una red proteica inestable. Los niveles de acidez han sido asociados con el grado de sinéresis en
geles lacteos acidos. La sinéresis ha sido atribuida a reordenamientos estructurales en la red de gel

de caseina y al volumen de espacio vacio de la matriz proteica (Atamian et al., 2014).
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Dado que la proteina es un elemento basico de la red del gel, las diferencias en sinéresis se
atribuyen a las diferencias en el contenido de proteina; cuanto mayor sea el contenido de
proteina, mas compleja sera la red del gel y por lo tanto mayor es la capacidad de los espacios
vacios de contener el suero. La sinéresis se ve afectada por el tipo de leche que se utilice, donde la

del tipo bovino presenta mayor grado de sinéresis que la caprina y la ovina (Atamian et al., 2014).
3.7.1.4. Curvas de fermentacion y gelacién

La temperatura 6ptima para las bacterias acido lacticas (Streptococcus subsp. thermophilus y
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus), es alrededor de 40 a 45 °C, para convertir la lactosa a
acido lactico reduciendo el pH de la leche de 6,7 a 4,7. La gelatinizacion ocurre a un pH entre 5,2y

5,4 para leche que ha recibido un alto tratamiento térmico (Lee & Lucey, 2010).

En la elaboracion de productos lacteos acidificados es importante mantener un control del
proceso de acidificacion para asegurar un adecuado descenso del pH que propicie los cambios
sensoriales y estructurales que se buscan. Los mecanismos fisicoquimicos para la formacidn del gel

se describen en tres regiones de pH (Lee & Lucey, 2010):

e pHde 6,7 a 6,0: La carga negativa neta de las micelas de caseina disminuye, resultando en
una disminucién de la repulsién electrostatica. Como solo una pequefia parte del fosfato
de calcio coloidal es soluble a pH mayor a 6,0 el tamafio de las micelas de caseina se
mantiene practicamente sin cambios.

e pH de 6,0 a 50: La carga negativa neta en las micelas de caseina disminuye
considerablemente y los “hilos” de k-caseina se contraen o encogen, resultando en una
disminucion de la repulsidn electrostatica y la estabilizacidn estérica. El fosfato de calcio
coloidal se solubiliza y debilita la estructura interna de las caseinas.

e pH menor a 5,0: Conforme el pH se acerca al punto isoeléctrico de la caseina (4,6) hay una
disminucion en la carga negativa neta, lo que conduce a una disminucion en la repulsion
electrostatica. Las atracciones caseina-caseina aumentan debido a las interacciones de
carga hidrofébica y positivas-negativas. El proceso de acidificacion termina con la

formacion de una red tridimensional de cadenas y agrupaciones de caseinas.
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3.7.1.5. Rendimiento de elaboracion

En la industria lactea el rendimiento se refiere a la cantidad de producto obtenido a partir de una
determina cantidad de leche, tratdndose de la suma de materia grasa, proteinas, agua y otros
componentes y/o agregados de la leche que se transfieren al producto durante el proceso de

elaboracion (Menz, 2002).

No existe consenso acerca de una manera Unica y correcta para declarar el rendimiento a partir de
la composicion de la leche y de la composicion deseada en el producto a elaborar, bajo
condiciones determinadas de procesamiento. La forma mas util se basa en el balance de materia
(Hernandez et al., 2004). Es posible reportar el rendimiento como kilogramos de producto

obtenidos por cada 100 kilogramos de leche (Menz, 2002).

El rendimiento depende de diversos factores como el contenido de grasa y de proteina en la leche,
ya que tanto los glébulos grasos como las micelas de caseina y otros solutos son los componentes
que formaran el producto a elaborar. Las etapas del procesamiento y la manera en la que se
realicen también influyen en el rendimiento (Menz, 2002). Pueden ocurrir pérdidas durante el
procesamiento por la separacion del suero y el drenado, las cuales son variables importantes en la

determinacién de la composiciéon y el rendimiento (Menz, 2002; Walstra et al., 2006).

3.7.2. Pruebas sensoriales como parametro de calidad

3.7.2.1. Agrado sensorial del yogurt

El yogurt griego es actualmente el sector con mayor crecimiento en la industria lactea, y sus
atributos sensoriales tienen gran efecto en la aceptacién del consumidor, asi como el sabor. La
falta de estandares de identidad junto con la amplia variedad de métodos con los que puede
elaborarse conduce a variaciones sensoriales y en sus propiedades, por lo que conocer las
expectativas del consumidor, asi como conductores de agrado, proporciona informacién util para

su elaboracidn (Desai et al., 2013).

Los consumidores prefieren yogurt griego con textura densa y firme, aroma dulce y agrio
moderado, asi como notas acidas lacteas. El consumidor actual es consciente del aumento en el
contenido proteico de un yogurt griego, pero desconoce la diferencia entre uno batido y uno
concentrado o fortificado, pero ambos reciben el porcentaje mas alto de agrado general (Desai et

al., 2013).
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3.7.2.2. Generalidades de las pruebas sensoriales

Las pruebas sensoriales son utiles cuando se requiere informacidon descriptiva por medio de
respuestas individuales. La busqueda de alternativas y nuevas tecnologias para la elaboracion de
productos es una estrategia apropiada para construir ventajas competitivas en los mercados
globales de alimentos. Los programas de innovacidon son necesarios para dar prioridad a las
necesidades de los consumidores, asi como comprender las razones que motivan a una
determinada compra, con el objetivo de desarrollar productos exitosos. Por esta razdn, involucrar
a los consumidores desde las primeras etapas del proceso es critico al desarrollar productos o

tecnologias con significado para los consumidores (Fuller, 2001; Costa & Jongen, 2006).

Las pruebas de agrado general son evaluaciones afectivas que se utilizan al valorar un producto
nuevo no disponible en el mercado, en donde se invitan consumidores no entrenados a evaluar el
producto en un laboratorio bajo condiciones controladas, con el objetivo de localizar el nivel de
agrado o desagrado de una muestra especifica evaluada mediante una escala heddnica de nueve
puntos (Fuller, 2001; Costa & Jongen, 2006). Esta escala es de las mas usadas globalmente en este
tipo de pruebas y consiste en una escala bipolar balanceada neutra en el centro con cuatro

categorias negativas a la izquierda y cuatro positivas a la derecha, como se ilustra en la Figura 3.

Me Ni me
Me Me Me Me gusta
disgusta Me disgusta gusta ni Me gusta Me gusta
disgusta disgusta gusta un en
en moderado me moderado mucho
mucho un poco poco extremo
extremo disgusta

Figura 3. Ejemplo de una escala hedénica de nueve puntos (tomado de Azofeifa, 2016).

3.7.2.3. Escalas hedodnicas de agrado general

Las escalas heddnicas pueden ser estructuradas, en las cuales se indica en cada punto el agrado
anclando en los extremos las leyendas “Me disgusta muchisimo” hasta “Me agrada muchisimo”.
Las escalas heddnicas no estructuradas miden 9 cm y no poseen descriptores, Unicamente los
anclados a los extremos (Villanueva et al., 2005; Brenes, 2008). También se tiene la escala hibrida,
con los términos heddnicos a los extremos mas el término central “Ni me gusta ni me disgusta”.
Este tipo resulta mas facil de utilizar para el panelista ya que tiene la ventaja de dar mas libertad

para expresar su nivel de agrado y asignar un puntaje sensorial mas flexible (Navarro et al., 2013).
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Dichos panelistas deben ser seleccionados al azar, consumidores del producto, desconocer el

objetivo del estudio y comprender el proceso de evaluacion (Pedredo & Pangborn, 1989).

3.7.2.4. Anailisis de conglomerados

También conocido como Andlisis de Clusters, sirve de herramienta util para interpretar los
resultados de las pruebas sensoriales, permitiendo agrupar a los consumidores en funcién de sus
intereses en comun (Farcomeni & Greco, 2015). Consiste en una gran cantidad de métodos vy
técnicas cuyo fin es lograr un agrupamiento de “n” individuos en “g” grupos (o clusters) segun su
comportamiento en una serie de variables, en este caso, el nivel de agrado por un producto (Diaz,

1998).

La técnica jerarquica para la clasificacion de los clusters generados, emplea un algoritmo en el que
se realizan agrupaciones utilizando alguna medida de similitud o distancia, resultando en un arbol
jerarquico llamado Dendograma o Joining Tree Clustering, compuesto por grupos en diferentes

niveles unidos a través de nodos, como se observa en la Figura 4.
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® © ©

Figura 4. Ejemplo de un arbol jerarquico con niveles o dendograma (tomado de Gan, 2011).

El método de Ward es un método jerarquico para la clasificacion de clusters en el que se van
agrupando los casos de forma jerarquica de modo que se minimiza la variabilidad intra grupal,
ademas del empleo del andlisis de varianza para evaluar las distancias entre los clusters,
generando grupos equilibrados en tamafo (Departamento de Estadistica e Investigacion

Operativa, 2011).
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Para determinar el nimero de grupos que se forman a partir del dendograma, el método “Jump-
statistic” determina el salto o distancia entre los centroides de los clusters (punto promedio en el
espacio multimensional) y define cuando éstos son los suficientemente similares para unirse. La

maxima distancia o salto generado corresponde al nimero de clusters (Mirkin, 2005).

Si se desea analizar, no tanto la estructura jerarquica, sino el nimero de grupos construidos y las
caracteristicas de cada uno, se utiliza la técnica no jerarquica con el algoritmo denominado k-
means, que minimiza la variabilidad dentro del grupo y la maximiza entre grupos. La combinacion
de métodos se utiliza para obtener mejores resultados, ya que primero se construyen los clusters,
y luego se reordenan los individuos en los grupos indicados (Diaz, 1998; Mirkin, 2005; Farcomeni &

Greco, 2015).

3.7.3. Distribucién de tamafio de particula de los glébulos de grasa

3.7.3.1. Los glébulos de grasa de la leche

La leche es una emulsién aceite en agua en la que los gldbulos de grasa, menos densos que el
agua, tienden a subir a la superficie si se deja la emulsién reposar. Con la homogenizacion, se
rompen los glébulos de grasa aumentando su nimero en la disolucién en un factor de 600. Con
esto, el area superficial de los glébulos homogenizados aumenta 9 veces previniendo que la
membrana del gldbulo de grasa cubra toda la superficie. La caseina de la leche se adhiere a los

glébulos, trayéndolos abajo y evitando la aglomeracion (Tunick, 2009).

Si se compara contra otras grasas comestibles, la grasa lactea es compleja y contiene diferentes
tipos de acidos grasos, la mayoria de cadena corta, pero también se encuentran Cy4, Ci6 ¥ Cis,
importantes en la elaboracidn de productos lacteos como la mantequilla. En la leche liquida estos
acidos grasos forman gldobulos de grasa con un didmetro generalmente entre 1y 10 um (Terefe et
al., 2016). Estos gldbulos poseen una membrana que contribuye a su estabilizacion, compuesta
por multiples fosfolipidos, proteinas y enzimas. Cuando la leche cruda se asienta, los gldbulos de
mayor tamafio se agrupan iniciando el proceso conocido como cremado, formando la conocida
capa superficial grasa y exponiendo a los lipidos al proceso de oxidacidon degradativa que acorta la

vida util. Este fendmeno puede ser prevenido con la homogenizacién (Lu &Wang, 2017).

Los tratamientos de homogenizacidn reducen el didmetro de los gldbulos de grasa a menos de

lum vy aseguran su distribucién uniforme a través de la matriz alimenticia, por lo que la
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homogenizacién es considerada un paso importante en el proceso de elaboracion de yogurt,
especialmente en aquel con alto contenido de grasa (Weerathilake et al., 2014), como el

elaborado a partir de leche entera.

3.7.3.2. Dispersion laser para estimar la distribucién del tamafio de particula

e Tamaiio de particula

El tamafo de particula tiene influencia sobre muchas propiedades de materiales particulados y es
un indicador valioso de calidad y desempeno, de especial importancia para emulsiones y
suspensiones, ya que menores tamano de globulo y mayores cargas de superficie tipicamente

mejoraran la estabilidad de la emulsion (Horiba, 2012).

Una particula esférica puede ser descrita usando un solo nimero: el didametro, ya que cada una de
sus dimensiones es idéntica. Este es esencialmente el valor fisico medido, usualmente por
difraccidn laser. Un equipo de dispersidon de luz promediara las dimensiones varias como un flujo
de particulas aleatorias a través de un rayo de luz, produciendo una distribuciéon de tamafios
desde los mas pequefios hasta los de mayores dimensiones. Al reportar la distribucién de tamafio
de particula, el formato mas comuinmente utilizado incluso para sistemas de andlisis de imagen es

el diametro esférico equivalente en el eje x y porcentaje o frecuencia en el eje y (Horiba, 2012).

e Equipos de dispersion de luz laser

Los instrumentos de medicidn de la distribucién del tamafo de particula ofrecen herramientas de
caracterizacién basados en varios principios, incluyendo difraccion laser, dispersion dindmica de
luz y analisis de imagenes. Estas técnicas pueden describir los resultados utilizando calculos
estadisticos estandar como la media y la desviacidn estandar. La dispersion dindmica de la luz es
Unica entre las técnicas ya que el resultado primario suele ser el valor medio del ancho de
distribucién de intensidad, convirtiéndose a una distribucion de volumen o frecuencia (Horiba,

2012).

Esta es una de las técnicas mas populares en las determinaciones de tamano de particula por
velocidad, facilidad de aplicacion y flexibilidad, ya que permite medir particulas sélidas en
suspensiones y emulsiones, e incluso polvos secos en aire. El indice de refraccion del complejo de

la muestra y el diluyente deben conocerse para una precision dptima (Horiba, 2012).
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El equipo analizador de distribucién de tamafio de particula por dispersion laser Horiba LA-300
puede medir rangos de particula que van desde 0,1 hasta 600 um de diametro. Las mediciones se
realizan mediante un diodo laser de 650 nm. Seis detectores de amplio angulo y un detector de
matriz de fotodiodos de silicio en forma de anillo de 36 canales, actian como receptores para la
luz que se refracta de las particulas suspendidas en la celda de flujo, permitiendo procesar sefales
de datos a la vez. Las sefiales eléctricas correspondientes a la intensidad de la luz dispersada se
utilizan para calcular la distribucién del tamafio de las particulas. Dicho esquema se ilustra en la

Figura 5.

Matriz de
fotodiodos
de silicio

Particulas

Detectores de amplio angulo

Figura 5. Diagrama de fenémeno de dispersion de luz utilizado por el equipo Horiba LA-300 para
realizar la medicion de la distribucién del tamafio de particula (adaptado de Horiba (2012)).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Localizacion del proyecto

Las pruebas experimentales de sonicacién y la elaboracidn del yogurt griego (no para consumo) se
realizaron en el laboratorio de microbiologia del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (CITA). Los andlisis fisicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Quimica de la Escuela
de Tecnologia de Alimentos (ETA) y en el Laboratorio de Quimica del CITA. La sonicacion vy
elaboracion del yogurt que se utilizé para la evaluacién del agrado general se efectuaron en la
Planta Piloto del CITA usando buenas practicas de manufactura (BPM), las cuales junto con una
pasteurizacion al recibo de la leche (detallada en la seccion 4.12.2), garantizaron la ausencia de
peligros microbioldgicos. El panel sensorial tuvo lugar en el Laboratorio de Andlisis Sensorial de la
Escuela de Tecnologia de Alimentos. Todos los anteriores ubicados en la Ciudad Universitaria

Rodrigo Facio, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.

Las determinaciones de distribucion de tamafio de particula se llevaron a cabo en el
Departamento de Concretos del Laboratorio Nacional de Materiales y Métodos (LANAMME),
mientras que las fotografias por microscopia dptica se tomaron en el Centro de Investigaciones en
Biologia Celular y Molecular (CIBCM), ambos centros ubicados en la Ciudad de la Investigacion de

la Universidad de Costa Rica, Sede Rodrigo Facio, San José, Costa Rica.
4.2, Materia prima
4.2.1. Leche

Se utilizé leche cruda de vaca, entera y sin homogenizar, adquirida en una finca lechera ubicada en
El Carmen de Guadalupe, Goicoechea, San José. Se almacené en refrigeracion desde el momento
del ordefio, procurando que no tuviera mas de 24 horas de ordefiada al momento de ser utilizada.
Cada lote de leche se evalud con el analizador Ekomilk, el cual estimé una composicion promedio

de 2,4% de grasa, 8,4% sélidos no grasos, 3,2% proteina, 0% agua y una densidad de 1,029 g/mL.
4.2.2. Ingredientes

Para la elaboracion del yogurt griego se utilizé el cultivo YoFlex®Mild 1.0 de la casa comercial Chr.
Hansen, estabilizante CC-729 de la casa Tate & Lyle y las proteinas lacteas MPC-85% de la casa

Vitalus Nutrition y Textrion™PROGEL 800 de la casa DMV International. Los materiales se
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adquirieron por medio de la empresa ASEAL S.A. Para la activacién del cultivo lactico se utilizd

azUcar comercial.

En el Cuadro 4 se indica la informacién de los aditivos que utilizados para la elaboracion del yogurt

griego.

Cuadro 4. Caracteristicas de los aditivos utilizados en la elaboracidn de yogurt griego.

Producto Funcién Informacién
Cultivo liofilizado compuesto por
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y
YoFlex®Mild 1.0 Cultivo
Streptococcus thermophilus (CHR Hansen,
2013).
Mezcla de almidéon modificado, gelatina
Kosher y gomas vegetales (pectina y goma
CC-729 Agente estabilizante

guar) seleccionados especificamente para

yogurt aflanado (Tate & Lyle, sf.).

Concentrado de proteina de leche 85% a
Fuente superior de
partir de 100% leche liquida descremada, con
MPC-85% proteina para férmulas
propiedad emulsificante (Vitalus Nutrition,
liquidas
2014).

Concentrado de proteina de suero de leche
Textrion™ PROGEL | Fuente de proteina para | con propiedades emulsificantes para dar
800 productos lacteos textura a  productos lacteos (DMV

International, 2009).

4.3. Manejo del inéculo de Escherichia coli

Para el manejo de Escherichia coli se tomd como base el procedimiento seguido por Lara (2015), el

cual se describe a continuacion.
4.3.1. Preparacion del inéculo

Se utilizé la cepa Escherichia coli ATCC 25922. Esta es aerobia y utilizada regularmente para
ensayos de sensibilidad a antibidticos. Es aislada originalmente de una muestra clinica humana en
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Seattle, Estados Unidos (Minogue et al., 2014; ATCC, 2015). La cepa se tomé de la bacterioteca del
laboratorio de microbiologia del CITA. Para su activacion se rayé en agar estandar y se incubd a 35
°C de 16 a 24 horas antes de la realizacion de los ensayos con el objetivo de obtener colonias

puras.

El inéculo se prepard utilizando como referencia el estandar de Mc Farland N° 2 para la obtencidn
de una carga aproximada de 8 logiy, UFC/mL. Se siguid el procedimiento descrito por Marsik
(2011), que consiste en colocar una asada del cultivo activado en 10 mL de solucion salina al 0,9%
y mezclarlo con ayuda de un vortex hasta que la asada se disperse por completo. Posteriormente,
se coloca el estandar al lado del indculo contra una tarjeta blanca con lineas negras para comparar
la turbidez mediante la observacién de dichas lineas a través de la suspensién. En caso de que la
turbidez no fuese igual en ambos tubos, se dispersan mas asadas del cultivo hasta alcanzar la
turbidez del estandar de Mc Farland. Finalmente, se realizd un recuento en agar Mac Conkey por
el método de plateo, para determinar la carga inicial con la que se inoculd la muestra de leche

cruda, para calcular posteriormente la reduccidn de E. coli después del tratamiento de sonicacion.

4.3.2. Inoculacion de la muestra de leche cruda

Para inocular la muestra de leche cruda se tomé como referencia el procedimiento descrito por
Marsik (2011), el cual consistia en tomar una alicuota de 10,00 mL (10,00 g) del inéculo preparado
y distribuirla homogéneamente mediante agitacién magnética en un volumen equivalente a
240,00 g de leche cruda, para obtener una carga aproximada entre 6 y 7 log,o UFC/g obtenida
mediante cdlculo matematico. La concentracion inicial de E. coli en la muestra de leche se realizé
de esta manera para minimizar costos ya que, al reducir el nimero de muestras a procesar, se
reducen también los recursos necesarios. Con esto ademas se redujeron las fuentes de error en la
determinacién, ya que los datos provienen de una operacién matematica y no de un conteo
microbioldgico. Dicha carga inicial se reporté bajo la unidad de medida de masa (UFC/g) debido a
que el producto final (yogurt) es un semisdlido y se queria mantener la uniformidad en las

unidades de medicidn.
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4.4, Sonicacion de la muestra

4.4.1. Proceso de sonicacion

Para los tratamientos de sonicacion se utilizo el sistema mostrado en la Figura 6, propuesto por
Wong (2008). Este sistema consiste en un bafio de hielo (A) que permitié mantener la temperatura
de la muestra de leche a 23 (+2) °C durante cada tratamiento. La leche se colocé en un beaker (B)
y se hizo recircular de manera continua con un flujo constante de 2,25 mL/s hasta la celda del
sonicador utilizando una bomba peristaltica Masterflex (D). La celda es de acero inoxidable y
contiene en el centro una sonda ultrasdnica, o sonotrodo (H) de 13 mm de didmetro. El tiempo y
la amplitud de sonicacion se programaron en el controlador ultrasénico CP-750 (G). Durante los

ensayos se mantuvo la muestra con agitacion magnética a 260 rpm.

Cada muestra se sonicé el tiempo correspondiente a cada tratamiento con una frecuencia
constante de 20 kHz, una amplitud de 40% y una entrada de energia de 50 W, correspondiente a
0,83 W/mL. Cada tratamiento se evalud por triplicado, utilizando mangueras previamente
autoclavadas; la celda y la sonda se desinfectaron con una solucion de cloro con una
concentracién de 150 ppm. Después de la desinfeccion se realizaron enjuagues con agua para

eliminar restos de cloro en el equipo.

4.4.2. Equipo

En la Figura 6 se muestra el diagrama del sistema de sonicacion, donde se incluyen las partes del

equipo vy la direccién del flujo de sonicacion.

En el Cuadro 5 se indican las caracteristicas de los equipos utilizados en el sistema de sonicacion.

Cuadro 5. Informacidn técnica de los equipos del sistema de sonicacién.

Equipo Informacion técnica
Masterflex.
Bomba peristaltica Cole-Parmer Instrument Company,

Vernon Hills, IL.

CP-750
Controlador ultrasénico Cole-Parmer Instrument Company,

Vernon Hills, IL.
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A. Bafio de hielo

B. Muestra

C. Termometro

F D. Bomba peristaltica

E. Celda del sonicador

F. Convertidor ultrasonico
G. Controlador ultrasénico
H. Sonda

Figura 6. Diagrama del sistema continuo de sonicacién (Wong, 2008).

4.5. Elaboracion de yogurt griego
4.5.1. Formulacion

Para la elaboracién del yogurt griego que se evalud en la investigacion, se utilizé la formulacion
gue se presenta en el Cuadro 6. La Figura 7 muestra el diagrama de flujo seguido para la

elaboracidon de yogurt griego.

Cuadro 6. Formulacién utilizada para la elaboracién de yogurt griego.

Ingrediente Porcentaje (%)
Leche 88,30
Azlcar 6,00
Estabilizante CC-729 1,20
Textrion™PROGEL 800 1,00
MPC-85% 3,50
Cultivo YoFlex®Mild 1.0 Segun dosis recomendada
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4.5.2. Diagrama de flujo de proceso

CC-729 + Azucar (50%) +

Textrion™PROGELS00 MPC-85 + Azucar (50%) Leche cruda
RECIBO
ME’;(;LA?O ME’\anLAIIJO Ekomilk, pH, sensorial,
anua anua temperatura
SONICACION

A: 40%, F: 20kHz,
E: 0,83 W/mL, T: 23 °C,

@: 2,25 mL/s, V: 260 rpm

CALENTAMIENTO 1
T:40 °C, agitacion manual
constante

v

MEZCLADO 1
Agitacion vigorosa rotor
eléctrico; V: 1300 rpm,
t: Sminutos

!

REPOSO /
HIDRATACION 1
t: 30 minutos

MEZCLADO 2
Agitacion vigorosa rotor
eléctrico; V: 1300 rpm,
t: Sminutos

!

REPOSO /
HIDRATACION 2
t: 30 minutos

'

CALENTAMIENTO 2
T:43 °C, agitacion manual
constante

v

INOCULACION
Cultivo YoFlex®Mild 1.0 —|  Recipientes de acero
inoxidable

v

INCUBACION
T:42 °C, t: 4-6 horas,
pH: 4,6

!

ENFRIAMIENTO
Bario de hielo, T: 20 °C

!

DRENADO
En mantas de tela, | —» SUe€r®
T:5°C, t: 12 horas

v

EMPAQUE
Cremeras plasticas o de
vidrio con tapa.

'

ALMACENADO
Al menos 24 horas antes
de las mediciones, T: 5 °C

Yogurt griego

Figura 7. Diagrama de flujo para la elaboracién de yogurt griego con leche sonicada.



4.5.3. Descripcion de las etapas

Recibo de la leche: se evalud sensorialmente el color y olor de la leche; ademas se midid
la temperatura de recibo con un termdémetro y el pH inicial utilizando un pH-metro. Se
realizé un anadlisis de composicion con el equipo Ekomilk, el cual proporciond los valores
de contenido de grasa (%), contenido de proteina (%), sélidos totales (%), solidos no
grasos (%), densidad (g/cm?), agua afiadida (%) y punto de congelacién (°C).

Sonicacidn: se operd el equipo a una amplitud de 40% con una energia de entrada de 0,83
W/mL (50 W) de potencia y una frecuencia de 20 kHz. Se llevé a cabo la sonicacion del
volumen de leche por el tiempo correspondiente a cada tratamiento, manteniendo la
temperatura de la leche a 23 (+2) °C mediante un bafio de hielo, con agitacion magnética a
260 rpm. El flujo volumétrico de recirculacién se mantuvo constante a 2,25 mL/s.
Calentamiento 1: |a leche sonicada se calenté a 40 °C para facilitar la posterior disolucién
de los sélidos afadidos.

Mezclado de sélidos: el concentrado de proteina MPC-85 se mezclé manualmente con el
50% del azucar de la formulacién para facilitar su disolucién en la leche.

Mezclado 1: la mezcla de MPC-85 con azucar se adiciond lentamente y en forma de lluvia
a la leche a 40 °C. Para la agitacidn se utilizé un rotor IKA con propela mediana de 3 alas a
1300 rpm por 5 minutos hasta su completa disolucion.

Reposo 1: una vez disueltos los sélidos adicionados, se dejé reposar la mezcla por 30
minutos para promover su hidratacion y favorecer las caracteristicas de textura deseadas
en el yogurt.

Mezclado 2: los sélidos restantes (CC-729, Textrion™ PROGEL 800 y azucar sobrante) se
adicionaron lentamente y en forma de lluvia, agitando vigorosamente con rotor eléctrico a
1300 rpm por 5 minutos, hasta su completa disolucidn. En la elaboracién industrial de
yogurt griego, la incorporacion de proteinas de suero de leche fortalece la matriz
resultando en un producto mas firme (Sfakianakis & Tzia, 2014).

Reposo 2: una vez disueltos los sélidos adicionados, se dejé reposar la mezcla por 30
minutos mas para promover la hidratacion y favorecer la textura deseada.

Calentamiento 2: la mezcla de leche y sélidos lacteos se calenté a 43 °C, temperatura
Optima para la adicién del cultivo iniciador la cual promueve su crecimiento (Wu et al.,

2001).
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Inoculacion: se adiciond el cultivo iniciador disolviendo los granulos liofilizados en una
pequefia porcion de la leche, para favorecer la homogenizacion de la mezcla. Este fue el
factor clave para iniciar el proceso de fermentacién (Sfakianakis & Tzia, 2014).

Incubacioén: la leche con los sélidos y el cultivo disueltos se trasvasd a un recipiente de
acero inoxidable para favorecer la transmision de calor al producto. Dicho recipiente se
colocé en una incubadora a 42 °C, temperatura éptima de trabajo del cultivo, por un
periodo de entre 4 y 6 horas, en las cuales se monitored cuidadosamente la acidificacion
del yogurt hasta un pH entre 4,6 y 4,7 (Wu et al., 2001). Durante este proceso se dio la
fermentacidn, la cual es la etapa mas importante en la elaboracién de yogurt pues se
forma el gel y se desarrollan las caracteristicas de textura y sabor (Sfakianakis & Tzia,
2014). La incubadora contenia exclusivamente los recipientes con yogurt para evitar la
contaminacion cruzada con otras bacterias del ambiente.

Enfriamiento: |a acidificacién se detuvo mediante el enfriamiento a 20 °C (Wu et al., 2001)
mediante un bafio de hielo.

Drenado: el producto de la incubacidn se colocd en mantas de tela por un periodo de 12
horas a 5 °C para promover el desuerado del yogurt y la concentracién de las proteinas. El
yogurt se enfrid para inhibir el crecimiento y reacciones metabdlicas del cultivo iniciador,
asi como para prevenir un incremento indeseado de la acidez (Sfakianakis & Tzia, 2014;
Lee & Lucey, 2010).

Empaque: el yogurt desuerado se colocé ya fuera en cremeras pldsticas o recipientes de
vidrio con tapa.

Almacenamiento: una vez envasado, el yogurt obtenido se almacend en refrigeracion a 5
°C por 24 horas, con el objetivo de dejar reposar el producto y que se estabilicen las

caracteristicas fisicas antes de realizar las mediciones correspondientes.

Determinacidn del efecto del tiempo de sonicacidn de leche cruda sobre la reduccién de

Escherichia coli en la elaboracion de yogurt griego

4.6.1. Disefio Experimental

Se aplicd un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacion (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)

como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta reduccién logaritmica de

E. coli. Se realizaron tres repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se

conformo por cada uno de los tres lotes de leche.
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4.6.2. Procedimiento

Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacidn a evaluar y se elaboro yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en
la seccidn 4.5. Para la realizacidn de los recuentos y determinacién de la reduccion de E. coli se
tomd como referencia el método de analisis P-SA-MM-001 para recuento de mesofilos aerobios
por plateo (CITA, 2014 b) adaptado a agar Mac Conkey como medio selectivo, cuyo procedimiento

se describe en la seccion 4.15.1.

4.6.3. Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizé un analisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacion
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacidon de leche cruda sobre la variable respuesta reduccion logaritmica de E. coli. Mediante un
analisis de varianza (ANDEVA) se evalud la significancia. Se trabajo con un nivel de significancia del

5%. Para el efecto significativo se reporté la probabilidad asociada (p).

4.7. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la textura del

yogurt griego

4.7.1. Diseiio experimental

Se aplicé un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacion (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)
como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta textura, correspondiente
a los pardmetros de firmeza, cohesividad, consistencia e indice de viscosidad. Se realizaron tres
repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se conformé por cada uno de los
tres lotes de leche. Para cada repeticidn se realizaron pruebas por triplicado debido al volumen de

yogurt disponible, tomando como referencia el procedimiento empleado por Akalin et al. (2012).

4.7.2. Procedimiento

Para la determinacion de la textura del yogurt griego elaborado con leche sonicada, se realizé la
comparacién de la consistencia del producto resultante con cada tratamiento, ya que ésta es la
propiedad de textura que poseen los lacteos que se refiere a la firmeza, cohesividad y viscosidad

de un liquido o fluido semisdlido (Exponent, 2012).
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Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccidén 4.4 para cada
tiempo de sonicacidn a evaluar y se elaboro yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en
la seccion 4.5. Para la medicidn de textura se utilizd el texturémetro TA.XT Plus del laboratorio de
guimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos. Se siguid el método planteado por el software
del instrumento, detallado en la seccién 4.15.2 y se utilizaron los pardmetros de ajuste que se

muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Parametros de ajuste utilizados en el texturémetro TA.XT Plus para la medicidn de

textura de yogurt griego.

Parametro de ajuste Medida utilizada
Accesorio Back Extrusion Cell (A/BE) con disco de 35,00 mm y barra
de extension usando una celda de carga de 5,0 kg.
Modalidad Medida de la fuerza en compresion
Opcidn de acciones Regreso a la posicidn inicial
Velocidad antes de la prueba 1,0 mm/s
Velocidad de la prueba 1,0 mm/s
Velocidad posterior a la prueba 10,0 mm/s
Distancia 30,0 mm
Tipo de disparo Automatico—10,0g
Tarado Automatico
Velocidad de adquisicion de datos 400 pps
4.7.3. Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizd un andlisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacion
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacion de leche cruda sobre cada variable respuesta: firmeza, cohesividad, consistencia e
indice de viscosidad. Mediante un analisis de varianza (ANDEVA) se evalud la significancia. Se
trabajé con un nivel de significancia del 5%. Para los efectos no significativos se reporté la potencia

de prueba (1-B).
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4.8. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el indice de

sinéresis del yogurt griego

4.8.1. Diseiio experimental

Se aplicé un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacion (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)
como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta indice de sinéresis. Se
realizaron tres repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se conformé por
cada uno de los tres lotes de leche. En cada repeticidon, las mediciones del indice de sinéresis se
realizaron por duplicado para cada tratamiento, tomando como referencia el procedimiento

empleado por Akalin et al. (2012).

4.8.2. Procedimiento

El indice de sinéresis se refiere a los gramos de suero drenado por kilogramo de yogurt. Para
realizar la prueba se sonicé la leche cruda segln se describe en la seccién 4.4 para cada tiempo de
sonicacidn y se elabord yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en la seccidn 4.5. El
indice de sinéresis se calculé tomando como referencia el método descrito por Akalin et al. (2012),

el cual se detalla en la seccion 4.15.3.

4.8.3. Andlisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizd un andlisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacidon
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacidn de leche cruda sobre la variable respuesta indice de sinéresis. Mediante un analisis de
varianza (ANDEVA) se evalué la significancia. Se trabajé con un nivel de significancia del 5%. Para

los efectos no significativos se reporté la potencia de prueba (1-B).

4.9, Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la capacidad de
retencidn de agua del yogurt griego
4.9.1. Diseiio experimental

Se aplico un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacion (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)
como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta capacidad de retencién de

agua. Se realizaron tres repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se
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conformd por cada uno de los tres lotes de leche. En cada repeticion, las mediciones de la
capacidad de retencién de agua se realizaron por duplicado para cada tratamiento, tomando como

referencia el procedimiento empleado por Akalin et al. (2012).

4.9.2. Procedimiento

Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacidon y se elabord yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en la
seccion 4.5. Seguidamente se procedié a determinar la capacidad de retencidon de agua siguiendo
el procedimiento descrito por Akalin et al. (2012), el cual es una adaptacion al de Remeuf et al.

(2003), segln se detalla en la seccién 4.15.4.

4.9.3. Andlisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizd un andlisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacidon
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacidn de leche cruda sobre la variable respuesta capacidad de retencion de agua. Mediante
un andlisis de varianza (ANDEVA) se evalud la significancia. Se trabajé con un nivel de significancia

del 5%. Para los efectos no significativos se reporto la potencia de prueba (1-B).

4.10. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacién de la leche cruda sobre el color del
yogurt griego y el suero exudado

4.10.1. Disefio experimental

Se aplicé un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacién (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)
como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta cambio de color (AE). Se
realizaron tres repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se conformé por
cada uno de los tres lotes de leche. En cada repeticidn, las mediciones del color se realizaron por

triplicado para cada tratamiento.

4.10.2. Procedimiento

Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacidon y se elabord yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en la
seccion 4.5. Seguidamente se procedié a medir los pardmetros de color L*, a* y b* tanto para
yogurt como para suero exudado en la elaboracién, empleando un colorimetro Hunter Lab Colour
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Flex con la escala CIELab, del Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos de
la UCR. El equipo utiliza una lampara Dgs con un angulo de observacién de 10° y uno de incidencia
de 45°. Se calculé la diferencia total de color (o cambio de color AE) empleando la Férmula 1y

utilizando como referencia el color del yogurt control (sin tratamiento de sonicacidn, t=0 min).
AE = (AL*? + Aa*? + Ab*?)Y/? (1)

4.10.3. Andlisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizd un andlisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacidon
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacidon de leche cruda sobre la variable respuesta cambio de color (AE) tanto para yogurt como
para suero exudado, debido a observaciones experimentales previas y la posibilidad de
aprovechamiento posterior del suero. Mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) se evalud la
significancia. Se trabajé con un nivel de significancia del 5%. Para los efectos no significativos se

reportd la potencia de prueba (1-B).

4.11. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el rendimiento

de elaboracién de yogurt griego

4.11.1. Diseiio experimental

Se aplicé un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacion (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)
como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta rendimiento de
elaboracidn. Se realizaron tres repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se
conformd por cada uno de los tres lotes de leche. En la determinacién del rendimiento de
elaboracidn, cada repeticion se contd como una Unica réplica de la determinacion debido a la

cantidad de leche sonicada disponible.

4.11.2. Procedimiento

Para la determinacién del porcentaje del rendimiento se midio la masa de la mixtura inicial para la
preparacion de yogurt (leche, azlcar, estabilizante, proteinas y cultivo) y la masa de producto final
obtenido segun los procedimientos descritos en las secciones 4.4 y 4.5. Las mediciones de dichas
masas se realizaron con la balanza granataria disponible en el laboratorio. Posteriormente, se

calculé el porcentaje de rendimiento como se indica en la Férmula 2.
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) o Masa de yogurt obtenido (g)
Porcentaje de rendimiento (%) = - — x 100 (2)
Masa de mixtura inicial (g)

4.11.3. Andlisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizd un andlisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacidon
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacion de leche cruda sobre la variable respuesta rendimiento de elaboracion. Mediante un
analisis de varianza (ANDEVA) se evalud la significancia. Se trabajo con un nivel de significancia del

5%. Para los efectos no significativos se reporté la potencia de prueba (1-B).

4.12. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacién sobre el tiempo de fermentacion del

yogurt griego

4.12.1. Determinacion preliminar del tiempo requerido para la acidificacion en la
elaboracién de yogurt griego a partir de leche cruda sonicada

Se realizd una prueba preliminar utilizando el valor extremo de tiempo de sonicacién propuesto

(60 minutos) con el fin de determinar el tiempo que tarda el producto en alcanzar un valor de pH

igual a 4,6. Con esa informacion, posteriormente se definieron los intervalos de tiempo en los que

se mediria dicho pardmetro para elaborar las curvas de acidificacion del tercer objetivo especifico.

Para la realizacion de la prueba preliminar se utilizaron las materias primas descritas en la seccion
4.2 de este documento y se siguieron los procedimientos de sonicacion y elaboracion de yogurt

griego que se describen en las secciones 4.4 y 4.5 respectivamente.

En el Cuadro 8 se muestra un resumen del objetivo, las variables de estudio y los resultados de la

prueba preliminar realizada.
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Cuadro 8. Descripcion del objetivo, variables de estudio y resultados de la prueba preliminar.

Objetivo Variables de estudio Resultado
Independiente:
p . L El producto tarda alrededor
- Tiempo de sonicacion:
. . . de 5 horas en alcanzar un pH
Determinar el tiempo que 60 minutos. .
igual a 4,62.
tarda el producto en alcanzar | Respuesta:
H igual a 4,6 para definir los - Tiempo de . .
P & o P L . p ., Se obtiene un yogurt griego
intervalos de medicion de pH acidificacion hasta pH L
. de apariencia agradable, olor
para las curvas de igual a 4,6. .. .
R, . . acido y textura viscosa,
acidificacion. - Evaluacion  sensorial

caracteristicas similares a

informal del yogurt .
yog productos de este tipo.

griego obtenido.

4.12.2. Diseiio experimental

Se aplicé un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacién (0, 15, 30, 45 y 60 minutos)
como factor continuo para evaluar su efecto sobre la variable respuesta tiempo de fermentacion.
Se realizaron tres repeticiones independientes con tres lotes de leche. Cada bloque se conformé
por cada uno de los tres lotes de leche. En la determinacién del tiempo de gelificacion, cada
repeticién se conté como una Unica réplica de la determinacién debido a la cantidad de leche

sonicada disponible.

4.12.3. Procedimiento

Para evaluar si el tiempo de sonicacién de leche cruda ejerce algin efecto sobre el tiempo de
fermentacidn y la consecuente formacion del gel en la elaboracién de yogurt griego, se graficaron
curvas de acidificaciéon con cada tratamiento. Para realizar la prueba, se sonicé la leche cruda
segln se describe en la seccion 4.4 para cada tiempo de sonicacion y se elabord yogurt griego
siguiendo el procedimiento detallado en la seccidn 4.5. Para esta prueba se tomd en cuenta las

siguientes consideraciones:

a) El yogurt se colocd en recipientes metalicos de acero inoxidable para favorecer la
transferencia de calor desde el ambiente de la incubadora hacia el producto, logrando la
temperatura dptima de trabajo del cultivo lactico utilizado de manera mas eficiente.

b) Basado en los resultados obtenidos en la prueba preliminar que se detalla en la seccién
4.12.1, las mediciones de pH de yogurt se realizaron de la siguiente manera:

a. Una medicién de pH inicial al momento de iniciar la incubacion en el tiempo cero.

b. Mediciones de pH cada 15 minutos durante la primera hora.
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c. Mediciones de pH cada media hora durante las tres horas siguientes.
d. Mediciones de pH cada 15 minutos durante la ultima hora de incubacién, o hasta
alcanzar pH =4,6.

c) Se elabordé una curva de acidificacion para cada uno de los cinco tiempos de sonicacion
por repeticidn, graficando el tiempo de fermentacion contra el valor de pH obtenido en
cada medicion. Posteriormente, se determind la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacion sobre el tiempo de gelificacion de yogurt griego.

d) Los valores de pH se determinaron siguiendo el método de andlisis P-SA-MQ-012, el cual

esta basado en el método AOAC 981.12 (AOAC, 2005; CITA, 2014 a).

4.12.4. Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico JMP 7.0. Para analizar los resultados se realizé un analisis de
regresion lineal simple por el método de minimos cuadrados tomando el tiempo de sonicacidon
como factor continuo, con el objetivo de determinar la tendencia del efecto del tiempo de
sonicacion de leche cruda sobre la variable respuesta tiempo de fermentacion (tiempo en el que
se alcanza el valor de pH igual a 4,6). Mediante un analisis de varianza (ANDEVA) se evalud la
significancia. Se trabajé con un nivel de significancia del 5%. Para los efectos no significativos se

reportd la potencia de prueba (1-B).

4.13. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacidn de leche sobre el agrado general del

consumidor hacia el yogurt griego

4.13.1. Diseiio experimental

Para el experimento se realizé una prueba de aceptacién general con consumidores de yogurt
griego con el tiempo de sonicacién (0, 15, 30, 45 y 60 minutos) como factor continuo para evaluar
su efecto sobre el agrado general del consumidor como variable respuesta. La misma se llevo a
cabo con dos lotes de leche de dos dias consecutivos. Debido a la capacidad del equipo de
ultrasonido (Unicamente 250 mL por batch), para facilitar la preparacion de las muestras de yogurt
griego a partir de leche cruda sonicada, la aplicacion de los tratamientos y la elaboracién del
yogurt se realizé en dos dias continuos, hasta obtener la cantidad de leche sonicada necesaria para
cubrir las necesidades del panel (aproximadamente 10 g de yogurt por tratamiento para cada
panelista). Cada tratamiento se dejé reposar por al menos 24 horas en refrigeracion antes de

iniciar la prueba sensorial.
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4.13.2. Procedimiento

Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacion a evaluar, en un nimero de tandas (batches) por tratamiento que permitiera
suplir las necesidades del panel, segln lo descrito en el punto anterior. El yogurt griego se elaboré
siguiendo el procedimiento detallado en la seccidn 4.5 con la importante variacion de, al momento
de recibir la leche, se le aplicd una pasteurizacién a 63 °C por 30 minutos, ya que era fundamental
garantizar la inocuidad al tratarse de un producto para consumo humano, pero sin permitir un

efecto considerable debido al calor.
Para la prueba sensorial se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones:

a) El estudio se realizd con un total de 100 jueces consumidores de yogurt griego,
seleccionados al azar, quienes evaluaron de forma individual el nivel de agrado de las
muestras ofrecidas.

b) Se evalud el agrado general hacia el producto elaborado con leche tratada a diferentes
tiempos de sonicacién (15, 30, 45 y 60 minutos) por comparacion contra el agrado general
hacia un producto sin tratamiento de ultrasonido, simulando un vyogurt griego
convencional como los disponibles en el mercado. Para ello se siguié el procedimiento que

se describe en la seccion 4.15.6.
4.13.3. Analisis estadistico

A los resultados obtenidos en las pruebas de agrado general se les aplicd un andlisis de
conglomerados (Clusters) utilizando distancias eucledianas y el método de Ward, el cual generd
dendogramas que mostraron la agrupacion de los consumidores por similitudes en cuanto a
agrado. A estos conglomerados, se les aplicéd un andlisis de varianza (ANDEVA) utilizando un nivel
de significancia (a) del 5% para determinar si los panelistas presentaban diferencias significativas
en el agrado hacia las muestras. Con los datos de cada conglomerado se realizé una comparacién
de medias de Fisher LSD, lo cual permitié determinar si entre los tratamientos existian diferencias
significativas (Morera, 2014). Se utilizé el paquete estadistico XL STAT 2017. Se trabajé con un

nivel de significancia del 5%.
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4.14. Observacion del efecto del tiempo de sonicacion sobre la distribucion del tamaiio de

particula de los glébulos de grasa de la leche y el yogurt griego

4.14.1. Diseiio experimental

Se tomo¢ el tiempo de sonicacién (0, 15, 30, 45 y 60 minutos) como factor continuo para observar
de manera exploratoria su efecto sobre las curvas de distribucién del tamafio de particula de los
glébulos de grasa y su microestructura, tanto para la leche cruda como para el yogurt griego. Para
la prueba se realizé una Unica repeticién con un lote de leche cruda para elaborar yogurt y otro

lote para las mediciones de leche.

4.14.2. Procedimiento

4.14.2.1. Distribucion de tamafio de particula

Es posible calcular la distribucion del tamafio de particula de los glébulos de grasa de la leche y el
yogurt al modelar la leche adecuadamente como una coleccién de gldbulos de grasa mas o menos
esféricos en una disolucién de agua, proteinas y azucares, conociendo las propiedades fisicas de

estos ingredientes constituyentes (Dukhin et al., 2005).

Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacidn a evaluar y se elaboro yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en
la seccidn 4.5. Al dia siguiente se sonico un segundo lote de leche cruda (segun seccién 4.4 para
cada tiempo de sonicacidn) para asi obtener muestras sonicadas tanto de leche como de yogurt
griego. Ese mismo dia se realizaron las mediciones de la distribucion de tamafio de particula
utilizando el equipo de dispersion de luz laser Horiba LA-300 del Departamento de Concretos del

LANAMME.

Se siguid el procedimiento planteado por el software del instrumento, tomando también como

referencia el seguido por Cortés-Munoz et al. (2009), el cual se detalla en la seccion 4.14.7.
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4.14.2.2. Microscopia Optica

Para realizar la prueba se sonicé la leche cruda segun se describe en la seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacidn a evaluar y se elaboro yogurt griego siguiendo el procedimiento detallado en
la seccion 4.5. Se sonicé ademds un segundo lote de leche cruda (segln seccién 4.4 para cada
tiempo de sonicacidn) para asi obtener muestras sonicadas tanto de leche como de yogurt griego.
Se depositd una gota de cada una de las muestras en vidrios de dispersidn para ser observadas en
un microscopio de fluorescencia marca Olympus modelo BX42, con un objetivo de 100x. Las
micrografias se tomaron con la cdmara digital Olympus DP72 incorporada al microscopio del
Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica.

El sistema de documentacion utilizado por el equipo fue el software DP2-BSW.
4.14.3. Anilisis de datos

La exploracidn del efecto del ultrasonido en la distribucidn del tamafio de particula de los gldbulos
de grasa de la leche cruda, sonicada y del yogurt griego obtenido, se realizd mediante la
caracterizacion con curvas de distribucion de frecuencia (%) vs diametro de particula de grasa, las
cuales se estudiaron y contrastaron entre si para hallar diferencias y similitudes, asi como para

proponer explicaciones hipotéticas a los efectos observados y relacionarlas con las micrografias.
4.15. Métodos de analisis
4.15.1. Recuento de Escherichia coli

Se utilizé el método para Recuento de Microorganismos Aerobios Mesofilos AOAC Official
Method 966.23.C (AOAC, 2005) siguiendo como referencia el método interno del
Laboratorio de Microbiologia del CITA (cddigo P-SA-MM-001) para recuento de meséfilos
aerobios por plateo (CITA, 2014 b), adaptado con agar Mac Conkey como medio selectivo

para Escherichia coli. El procedimiento realizado se detalla a continuacion:

a) Se preparé el indculo de E. coli siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 4.3.
Para conocer la carga inicial con la que se inoculd la muestra de leche, se realizaron
diluciones decimales del inéculo hasta 10°, tomando 1 mL de este y llevandolo a 9 mL
de agua peptonada estéril al 0,1%. Para las diluciones 10°®, 107, 10®y 10 se montaron

placas por vaciado en agar Mac Conkey y se incubaron a 35 °C por 48 horas. Se

74



b)

d)

contaron las colonias tipicas de E. coli, de coloracidn rosada o rojiza, y se expreso el
recuento como log;oUFC/mL.

Se mezclé el equivalente a 240 g de leche cruda con 10 mL del indculo preparado. La
carga inicial de E. coli en la leche se obtuvo mediante célculo matematico para reducir
el nimero de muestras a procesar y minimizar costos, ademas de disminuir las fuentes
de error en la determinacion al provenir de una operacion matematica y no de un
conteo microbioldgico.

Se sonicé la muestra por el tiempo correspondiente a cada tratamiento segun el
procedimiento descrito en la seccién 4.4 para la posterior elaboracion del yogurt
griego segln se detalla en la seccidn 4.5.

Se colocaron 25 g de yogurt en una bolsa de Stomacher y se les agregd 225 mL de
agua peptonada estéril al 0,1%. Después de la homogenizacién en el Stomacher, se
realizaron diluciones decimales de la muestra hasta 10® para el recuento final,
montado en placas por vaciado en agar Mac Conkey que se incubaron a 35 °C por 48
horas. Se contaron las colonias tipicas de E. coli, de coloracién rosada o rojiza,
expresando el recuento como log;,UFC/g.

La reduccidn logaritmica se calculé como se indica en la Férmula 3.

ReduCCionlog(UFC/g) = logrecuento inicial en leche — logrecuento final en yogurt (3)

4.15.2. Medicion de textura

Para la medicion de textura se utilizd el texturometro TA.XT Plus del laboratorio de

guimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos. Se siguié el procedimiento planteado

por el software del instrumento, el cual se detalla a continuacion, con los pardametros de

ajuste mostrados en el Cuadro 7.

a)

Para preparar el equipo se colocd en la base la placa basica de posicion sin atornillar.
Con el brazo del instrumento en la posicion mas alta, se colocé el adaptador de la
sonda de alta resistencia en el soporte de celdas de carga. El disco de compresion de
35,00 mm se atornill6 al adaptador. Se colocé un contenedor de muestra vacio en la
placa basica de posicion para después, muy despacio, bajar el brazo del instrumento

hasta que el disco entrara en el contenedor de la muestra vigilando que no se rocen
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b)

entre si para evitar dafios. Una vez que el disco entré en el contenedor, se aseguraron
los tornillos de la placa basica de posicion para optimizar la centralizacion del disco en
el contenedor. Finalmente se calibré el equipo antes de iniciar con las pruebas
experimentales.

Una vez listo el equipo, se procedid a realizar las pruebas de medicién de textura del
yogurt griego por triplicado. Para ello, las muestras se mantuvieron en refrigeracion a
5 °C y se extrajeron del refrigerador justo antes del experimento para asegurar
homogeneidad de condiciones y evitar desviacion de los resultados por el factor de
temperatura. Las muestras se vertieron en el recipiente contenedor hasta un 75% de
su capacidad. Una vez dispuesto el recipiente en la placa base, se corrid la prueba.

El programa del instrumento generd graficos, los cuales proporcionaron los resultados
de interés. El punto mas alto de la curva se tomdé como medida de la firmeza (fuerza
maxima); a valores mayores, mas firme la muestra. El drea bajo la curva se tomo6 como
medida de la consistencia del yogurt; del mismo modo, a mayores valores del area,
mas espeso el producto. La regidn negativa del gréfico, producida durante el retorno
de la sonda a su posicién original, es el resultado del peso de la muestra, la cual se
elevé principalmente en la superficie superior del disco en su retorno, proporcionando
una medida de la resistencia a fluir; asi la maxima fuerza negativa fue indicador de la
cohesividad de la muestra; a mayor fuerza negativa, mas cohesivo el yogurt. Por
ultimo, la regidn negativa de la curva hizo referencia al trabajo de cohesion, por lo que
entre mas alto fue el valor, mayor resistencia a fluir y por lo tanto se referia a una

muestra mas viscosa (Exponent, 2012).

4.15.3. indice de sinéresis

El indice de sinéresis se calculé tomando como referencia el método descrito por Akalin et

al. (2012), el cual se detalla a continuacién:

a)

Utilizando una cuchara para servir helado (de forma semiesférica) se tomd una
porcién de yogurt. El excedente se removid con el reverso plano de un cuchillo, de

manera que se obtuviera una muestra semiesférica.
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b) Con su lado plano hacia abajo, la muestra se colocd sobre un tamiz con abertura de
malla conocida. Como tamiz se utilizé una tela sintética para queso. La masa de la
muestra se midié con una balanza.

c) La muestra se dejoé en reposo por un periodo de 3 horas a 15 °C para acelerar el
fendmeno de sinéresis. Posteriormente, se medid la masa de suero exudado en una
balanza.

d) Elindice de sinéresis se reporté como porcentaje.
4.15.4. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencidon de agua se determind siguiendo el procedimiento descrito por
Akalin et al. (2012), el cual es una adaptacion al de Remeuf et al. (2003). La metodologia

seguida se describe a continuacion:

a) Se tomd una muestra de 20 g de yogurt griego, medido en balanza analitica, y se
colocé en un tubo para centrifuga. La muestra de yogurt griego se centrifugd por 10
minutos a 5,000 x g a 20 °C.

b) El suero expulsado por la muestra después de la centrifugacion se trasvasd a un
beaker para medir su masa en balanza analitica.

c) Lacapacidad de retencidn de agua se calculé como se indica en la Formula 4.

Yogurt entero —Suero exudado
g () @ %100

(4)

. ., o
Capacidad de retencion de agua (%) = Yogurt entero (g)
4.15.5. Medicidon de pH

Los valores de pH se determinaron en todo momento siguiendo el método de analisis
AOAC Official Method 981.12 (AOAC, 2005) siguiendo como referencia el método interno
P-SA-MQ-012 empleado por el Laboratorio de Quimica del CITA (CITA, 2014 a).

4.15.6. Agrado general del consumidor

Se evaluo el agrado general hacia el producto elaborado con leche tratada con diferentes

tiempos de sonicacion (15, 30, 45 y 60 minutos) para compararlo contra el agrado general
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de un producto sin tratamiento de sonicacidn, simulando un yogurt griego convencional

como los disponibles en el mercado. Para ello se siguid la siguiente metodologia:

a)

b)

d)

Se presentd a los jueces de manera aleatoria cinco muestras de aproximadamente 10
g de yogurt griego a temperatura de refrigeracién, en recipientes plasticos
individuales, correspondientes a los cuatro tiempos de sonicacién a evaluar mas la
muestra control sin sonicacidn, lo que permitié detectar diferencias en el gusto de los
consumidores hacia los productos (Arguedas, 2010).

Cada recipiente se codificd con un nimero de tres digitos asignado de forma aleatoria.
A los panelistas se les sirvio las cinco muestras colocadas aleatoriamente en bandejas
plasticas, y se les solicitd indicar el agrado por cada una en el orden asignado (Araya,
2013), expectorando con agua entre cada degustacion. A los jueces no se les
menciond ninguna informacién sobre las muestras de yogurt (Lawless & Heymann,
1999).

Se utilizdé una escala hibrida lineal de nueve puntos anclada en los extremos y en el
medio con las frases “me disgusta muchisimo”, “ni me gusta ni me disgusta” y “me
gusta muchisimo”, de izquierda a derecha respectivamente, sobre la cual el panelista
indicé el agrado hacia la muestra trazando una linea horizontal (Villanueva et al.,
2005).

A cada juez se le solicité informacién personal (género, edad, profesidn, frecuencia de
consumo de yogurt) con el propdsito de caracterizar a los panelistas para el posterior

analisis de los resultados (Villanueva et al., 2005).

4.15.7. Distribucidn del tamafio de particula de los glébulos de grasa

Se siguid el procedimiento planteado por el software del instrumento, tomando también como
referencia el seguido por Cortés-Mufioz et al. (2009), el cual se detalla a continuacién con los

parametros de ajuste (Horiba, 2004) enlistados en el Cuadro 9.

La distribucion del tamafio de particula de los glébulos de grasa se determind con un analizador de
distribucién de tamafio de particula por el fendémeno de dispersién de luz laser usando el equipo
Horiba LA-300 con A=650 nm. La distribucidon del tamafio de particula se caracterizd mediante

curvas de distribucidn en frecuencia (%) vs didametro de particula.
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Las mediciones se desarrollaron a temperatura ambiente (23 = 2 °C). El equipo se cargd con agua
desionizada y se dejd alcanzar el 100% de transmitancia. La muestra se diluyd a 1/10 (v/v) en agua
desionizada y agité con cuidado para su uniformidad y posteriormente se agregd por goteo en el
tanque con agua hasta reportar 80 — 90% de transmitancia. El equipo una vez que ejecutd la

medicidn, expuso las curvas de distribucidén de tamafio de particula.

Cuadro 9. Pardmetros de ajuste utilizados en el equipo de dispersién laser Horiba LA-300 para la

exploracién de la distribucion del tamafio de particula de los gldbulos de grasa en leche y yogurt

griego.
Parametro Medida utilizada
indice de refraccién de grasa lactea 1,52
indice de refraccién de leche en agua 1,14
Fluido dispersante Agua desionizada
Velocidad de la bomba 2-3
Frecuencia del equipo 650 nm
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la reduccion de

Escherichia coli en la elaboracion de yogurt griego

Para evaluar el efecto de la sonicacién de leche cruda sobre la reduccién de E. coli, se realizaron
recuentos del microorganismo tanto a la leche cruda inoculada como al yogurt griego obtenido
después del proceso detallado en la seccion 4.5. En la Figura 8 se presenta el comportamiento

resultante para la reduccién logaritmica promedio segln el tiempo de sonicacién aplicado.

10

Reduccién (log10 UFC/g)

Tiempo de sonicacion (min)

Figura 8. Reduccion logaritmica promedio de E. coli en yogurt griego en funcidon del tiempo de
sonicacion de la leche empleada para su elaboracion.
Estadisticamente los resultados obtenidos exponen que conforme aumenta el tiempo de
sonicacidn, la reduccién logaritmica promedio de E. coli también aumenta de forma significativa
(p=0,0015). Se presumia un comportamiento similar, aunque mas marcado ya que han sido

ampliamente reportados los efectos positivos del ultrasonido para inactivar microorganismos.

Por ejemplo, Piyasena et al., (2003), D’Amico (2006), Bermudez & Barbosa (2011) y Tiwari &
Mason (2012) son algunos autores que reportan reducciones bacterianas atribuidas al fendmeno
de cavitacidn, ya que su mecanismo causa dafio en la membrana celular de la bacteria por accién

de las fuerzas de cizalla, cambios de presidn y ataques quimicos de radicales libres de perdxido.
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Pese a lo anterior, al analizar las reducciones obtenidas y mostradas en el Cuadro 10, se tiene que,
considerando los intervalos de confianza, la mayor reduccidon promedio de E. coli alcanzada en el
yogurt griego fue de 0,4 log,o UFC/g. Estos resultados permiten suponer que si bajo las condiciones
utilizadas no fue posible reducir ni 1 log de un microorganismo indicador, la sonicacidn por si sola
tampoco serd capaz de lograr la reduccion del microorganismo de referencia para la

pasteurizacién de leche.

Cuadro 10. Reduccién logaritmica promedio de E. coli en yogurt griego en funcidn del tiempo de

sonicacion de la leche cruda usada para su elaboracion.

Tiempo de sonicacion (min) Reduccién (logy, UFC/g)"
0 -0,9+0,6
15 -0,6+0,6
30 -0,7+0,3
45 -0,1+0,5
60 0,1+0,1

1 N ;. N N .
El promedio y los limites de confianza se calcularon con los resultados correspondientes a las tres repeticiones de

elaboracién de yogurt griego para cada tratamiento.

Como se ha reportado en la literatura, el ultrasonido provoca un debilitamiento de las células
bacterianas debido a las burbujas violentas producto de la cavitacién. Conforme aumenta el
tiempo de sonicacién también aumenta el dafio provocado en las células. Lo anterior podria
explicar que en el tratamiento control y los de menor tiempo de exposicion a las ondas soénicas, las
bacterias sufrieran menor dafio al estar expuestas a la cavitacién por un menor lapso, por lo que
se presume que les podria permitir incluso reproducirse al contar con una matriz nutritiva,

resultando en un equilibrio vida-muerte.

Esto se presume pues, a pesar de que la habilidad del ultrasonido para estimular actividades
bioldgicas ha recibido poca atencién, Tiwari & Mason (2012) reportan que se ha detectado que el
ultrasonido puede provocar un impacto estimulatorio debido al aumento de la permeabilidad de
la membrana celular y mayores tasas de transferencia de nutrientes. Esto deja espacio para que
no se descarte la posibilidad de que las células de E. coli logren reponerse debido al fenémeno

descrito.
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Para combatir este efecto y obtener los resultados esperados de reduccion, Chandrapala et al.
(2012) recomiendan la utilizacion de manotermosonicacion en productos lacteos donde ademas se
deben eliminar enzimas termorresistentes, ya que los dafios que el método causa a la célula son

irreversibles debido a la intensa vibracidn y cavitacién, causando movimientos violentos.

Otras reducciones inferiores a 5 logaritmos han sido observadas en estudios previos de sonicacion
a temperaturas por debajo de 50 °C. Herceg et al. (2012) por ejemplo, evaluaron el efecto de la
sonicacién sobre E. coli en leche cruda con 4% de grasa, manteniendo la muestra a 20 °C y
utilizando una frecuencia de 20 kzH. La maxima reduccién alcanzada fue de 2,49 log,, UFC/mL al
sonicar la muestra 12 minutos. Es valido mencionar que pese a que las condiciones de aplicacién
descritas son similares a las utilizadas para la presente investigacion, el estudio de Herceg et al.
(2012) se refiere a leche fluida, la cual no requiere las etapas de reposo a 40°C como si lo necesita

el yogurt, por lo que la reduccion para los autores fue mayor.

El hallazgo de Herceg et al. (2012) apoya las observaciones de Tiwari & Mason (2012), quienes
atribuyen un efecto protector de la grasa sobre los microorganismos, otorgando una mayor
resistencia a la sonicacidon. Arroyo et al. (2011) observaron que para Listeria innocua y Salmonella,
la reduccién logaritmica es hasta dos unidades menor al sonicar la leche de alto contenido graso.
Esto sustenta la escasa reduccion obtenida en el yogurt, ya que la leche utilizada era entera con un
contenido de grasa cercano al 3%. Ademads, no recibié tratamiento de descremado ni
estandarizacién y como menciona Akdemir (2015), la grasa lactea aumenta la viscosidad de la
matriz con repercusiones negativas sobre la eficacia del ultrasonido, pues las ondas pierden
energia, se resisten a fluir y disminuye la cavitacién (Patist & Bates, 2008). Salleh-Mack & Roberts
(2007) también sefialan que el contenido de sdlidos solubles tiene efecto protector e incrementa
el tiempo de sonicacidn requerido para la inactivacién de E. coli ATCC 25922, misma sepa utilizada

en el yogurt.

Monteiro et al. (2018) reportan una reduccidn de 3,56 ciclos logaritmicos de mesdfilos aerobios y
coliformes aplicando ultrasonido (20 kHz; 3,0 kJ/mL), equivalentes a la carga total inoculada en
una bebida lactea con chocolate. Una posible causa de la escasa inactivacion de E. coli conseguida
en el yogurt, es la densidad de energia utilizada, ya que el tratamiento mas severo fue de 0,72
kJ/mL, bastante menor que el reportado por Monteiro et al. (2018). Como exponen Tiwari &

Mason (2012), el efecto del tiempo y la intensidad de la sonicacién sobre la inactivacién

82



microbiana es directamente proporcional a la exposicion de los microorganismos a la cavitacion,
pues mayores son los dafios que podrian sufrir y en este caso al estar expuestos a menor
intensidad soénica, se cree que los microorganismos pudieron haber sufrido menor dafio, misma

razon por la que posiblemente no se consiguid la reduccion esperada.

Halpin et al. (2014) observaron bajos niveles de inactivacion de E. coli utilizando termosonicacion a
55 °C y 20 kHz. Los autores sugieren que este microorganismo tiene una mayor resistencia al
proceso de termosonicacién, ya que incluso observaron bajos porcentajes de dafios sub-letales,
sin embargo apoyan la hipédtesis del efecto sinérgico ya que la sonicacion puede ser mas util como
obstaculo en un sistema que como método auténomo para la inactivacion bacteriana (Noci et al.,
2009). Estos autores sugieren que si el primer mecanismo obstaculo provee un efecto débil en
términos de inactivaciéon, entonces inevitablemente dejara un mayor nimero de microorganismos
para ser inactivados por el segundo método. En el caso del presente estudio no se tenian otras
barreras sinérgicas con el ultrasonido, y éste por si sélo no fue capaz de reducir un
microorganismo indicador. No se cuenta con referencias que indiquen que el cultivo iniciador del
yogurt ejerza competencia por sustratos frente a E. coli, por lo que no es posible afirmar que

contribuya a la inactivacidn, como tampoco la posterior acidificacion.

Como lo comprobd Bermudez (2012), se ha demostrado que la sonicacién por si sola no es
suficientemente efectiva para inactivar bacterias a las intensidades de aplicacidn practica (20 a
100 kHz) sin causar disrupciéon total de los alimentos y alcanzar la reduccion de 5 logaritmos
necesaria para validar un método antimicrobiano. La sonicacién se debe combinar con otras
barreras. Wong et al. (2008) anteriormente encontraron que el ultrasonido hace a los
microorganismos sensibles al pH. Bermudez (2012) obtuvo que la reduccién bacteriana aumenta
conforme disminuye el pH del medio. Sin embargo, Salleh-Mack & Roberts (2007) observaron que
la menor resistencia de E. coli a la sonicacién ocurre a un pH de 2,5 en comparacién con uno de

4,5 similar al del yogurt.

Algunas cepas de E. coli han demostrado capacidad de sobrevivir en ambientes acidos. Conner &
Kotrola (1995) encontraron que E. coli 0157:H7 puede crecer a 25 °C en caldo de tripticasa soya
acidificado con acido lactico a pH de 4,7, condiciones de temperatura y pH similares a los utilizados

en la elaboracidn de yogurt, lo cual podria ayudar a explicar el fenédmeno observado.
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Holck et al. (2011) comentan que E. coli puede desarrollar tolerancia al acido inducida por
exposicion a los acidos, ya que células de E. coli patogénica y no patogénica en la fase estacionaria
fueron sustancialmente mas acido tolerantes que células en fase de crecimiento. Estos autores
comentan ademas que la tolerancia al acido de diferentes cepas de E. coli varia notablemente del
aislado bacteriano, dependiendo de la cepa, tipo de acidulante y la induccidn a la resistencia al

acido, por lo que no puede generalizarse.

En contraste con los resultados obtenidos y de acuerdo con lo comentado sobre la combinacién de
técnicas para la reduccion bacteriana, Lee et al. (2009) compararon el efecto de la sonicacion
combinada con calor y presion (20 kHz, 124 um de amplitud) sobre la inactivacion de E. coli en un
buffer de fosfatos (0,01 M, pH 7). Ellos demostraron que la combinacidn de factores letales (calor
y sonicacidn con o sin presurizacion) disminuyé significativamente el tiempo para la reduccién de 5
logaritmos, en donde las tasas de inactivacion del microorganismo fueron significativamente
mayores para termosonicacion y manotermosonicacién que las de sonicacion. Elevar la
temperatura debilita la membrana bacteriana, potenciando el efecto de la cavitacion (Patist &

Bates, 2008).

Gao et al. (2014) en su estudio observaron que la principal razén para la resistencia bacteriana a la
inactivacion por ultrasonido es debido a la propiedad de formar capsula. Segin Whitfield &
Roberts (1999), muchas sepas de E. coli estdan cubiertas por una capa de polisacaridos que

representan un antigeno superficial, formando capsula capilar.

Por ultimo, los resultados no satisfactorios en cuanto a la escasa reduccién observada pueden
estar relacionados con la baja frecuencia utilizada en el proceso de sonicacién, pues Koda et al.
(2009) encontraron que la inactivacion de E. coli se mejora al aumentar la potencia ultrasénica en
el rango de 1,7 a 12,4 W. Ellos descubrieron que, para la misma potencia ultrasénica suministrada
a la solucién bacteriana, realizando experimentos a 20 y a 500 kHz, la inactivacién se potenciaba
ligeramente a la frecuencia de 500 kHz. Como se menciond anteriormente, en la presente
investigacion se utilizé una frecuencia baja de 20 kHz, adecuada para matrices alimentarias. Awad
et al. (2012) también reportan una frecuencia de 20 kHz utilizada normalmente para la

inactivacion de microorganismos como E. coli.

Basado en los resultados de la Figura 8 y la literatura citada, puede ser tentador sugerir aumentar

el tiempo de sonicacién para determinar si se consigue aumentar la reduccién microbiana. Sin
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embargo, Lee et al. (2009) sefialan que incluso tratamientos de 60 minutos no resultan factibles a
nivel industrial por la eficiencia negativa en los procesos, especialmente si se cuenta con otros

tratamientos mas efectivos y eficientes como los térmicos.

Bajo este contexto, se concluye que la sonicacidon con los parametros utilizados (20 kHz de
frecuencia, amplitud al 40% y 50 W de energia), no es efectiva como método para lograr leche
inocua como materia prima destinada a la elaboracién de yogurt griego, ya que no logra reducir la
carga de un microorganismo indicador de contaminacion fecal. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de su aplicacién en combinacién con los tratamientos térmicos tradicionales, para

potenciar caracteristicas de calidad o mejorar el desempefio de los procesos de produccién.

5.2. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la textura del

yogurt griego

Algunos autores como Soria & Villamiel (2010) han reportado cambios en la funcionalidad y
textura de productos lacteos debido al procesamiento con ultrasonido. Por ello, para evaluar el
efecto de la sonicacién de leche cruda entera de vaca sobre la textura del yogurt griego obtenido,
se midieron instrumentalmente los parametros asociados en términos de firmeza, cohesividad,

consistencia e indice de viscosidad segiin metodologia del equipo texturometro utilizado.

Las tendencias obtenidas para cada medida se ilustran en las Figuras 9y 10.
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Figura 9. Medida promedio de firmeza y cohesividad asociados con la textura del yogurt griego en
funcidén del tiempo de sonicacidn de la leche empleada para su elaboracion.
La figura 9 ilustra el comportamiento resultante para firmeza y cohesividad. De acuerdo con
Bourne (2002), la firmeza se define como la fuerza necesaria para alcanzar la maxima profundidad
al comprimir la muestra, mientras que la cohesividad, o adhesividad, se asocia con la fuerza
negativa en el retorno de la sonda durante el ciclo de compresién. La figura anterior muestra que
no se obtuvo un efecto significativo del tiempo de sonicacion sobre la firmeza del yogurt griego (1-
B=0,8203). De la misma forma, tampoco se observd un efecto significativo del tiempo de

sonicacidn sobre la cohesividad (1-f=0,7807).

En la Figura 10 se puede apreciar un comportamiento similar para los parametros estimados por el
equipo segun el area bajo las curvas de textura. Nuevamente la figura refleja un comportamiento
constante para ambos parametros, por lo que no se encontrd diferencia significativa para la

consistencia (1-f=0,4536) ni para la viscosidad (1-f=0,3088).

Al analizar las figuras 9 y 10 no es posible rescatar resultados practicos concluyentes, ya que no se
encontraron diferencias debidas a los tiempos de sonicacidon aplicados. Pese a la inferencia
estadistica no significativa resultante para el efecto de la sonicacién sobre la textura del yogurt, a
nivel visual experimental si fue posible observar con claridad la pérdida de firmeza y consistencia

de las muestras conforme aumenté el tiempo de sonicacion.
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Figura 10. Medida promedio de consistencia e indice de viscosidad asociados con la textura del
yogurt griego en funcién del tiempo de sonicacién de la leche empleada para su elaboracion.
Se presume que estas diferencias no lograron exponerse a nivel estadistico posiblemente por la
alta variabilidad obtenida en los resultados, reflejada en las potencias de prueba. Para el indice de
viscosidad por ejemplo, se tuvo una potencia con un valor muy bajo (1-=0,3088) que sugiere una
alta variabilidad. A pesar de que otros valores de potencia si parecen satisfactorios, como el de
firmeza (1-B=0,8203), se debe aumentar el nimero de réplicas y repeticiones para apuntar a una
mayor precision y lograr observar efectos significativos, manteniendo un control estricto de todos

los factores que pudieran influir en dicha variabilidad.

La mayor y mas representativa debilidad del procedimiento realizado fue la insuficiente cantidad
de yogurt posible de elaborar segun la capacidad del sonotrodo y la cantidad de muestra
requerida por el equipo para cuantificar cambios, lo que limitd a tres réplicas por repeticion en
lugar de las quince mediciones sugeridas por el profesional del texturometro, lo que pudo influir

en la alta variabilidad obtenida.

Dados los reportes de la literatura, si se pretendia encontrar efectos sobre la textura. Se dice que
el ultrasonido puede ser aplicado tanto para incrementar como para disminuir la viscosidad, y
dependiendo de la intensidad, el efecto puede ser temporal o permanente (Patist & Bates, 2008).
Por ejemplo, Ashokkumar et al. (2009) reportan una reduccién de la viscosidad de disoluciones de
proteina de suero sonicadas (20 kHz, 5 s) y atribuyen los cambios a las fuerzas fisicas de la

cavitacion acustica originada, en la que en un medio liquido la burbuja crece e implosiona por los
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cambios de presidén, disminuyendo el tamafio de los agregados de proteina. Este mecanismo adn
no ha logrado ser explicado por completo, pero se especula que una reduccion en la viscosidad se
produce principalmente por las fuerzas de cizalla que interrumpen las interacciones hidrofébicas y
los enlaces disulfuro intermoleculares (Patist & Bates, 2008; Ashokkumar et al., 2009).
Chandrapala et al. (2012 a) apoyan dicha teoria ya que obtuvieron una reduccion significativa de la

viscosidad en disoluciones proteicas lacteas.

Desai et al. (2013) comentan que las propiedades reoldgicas y sensoriales del yogurt griego
difieren con el contenido de grasa y forma de manufactura. Los yogures con leche entera se
caracterizan por su firmeza y densidad, mientras que los descremados carecen de firmeza,
densidad, cohesividad y después de agitarlos, viscosidad. Como la leche utilizada en el presente
estudio era entera, se esperaba que el yogurt elaborado presentara mas cuerpo y firmeza ya que
ademas, Reiner et al. (2010) comentan que la aplicacion de ultrasonido (24 kHz) a la leche antes de
la inoculacién con los cultivos del yogurt, aumenta la consistencia, fuerza del gel, y la viscosidad, a
la vez que disminuye la sinéresis. Se presume que la ausencia de dichos efectos en el yogurt griego
objeto de estudio, se debe a que estos autores reportan la sonicacidn como un mecanismo para
dar soporte al tratamiento térmico, y en este caso el ultrasonido se aplic6 como método Unico

manteniendo la temperatura a 23 (+2) °C.

Terefe et al. (2016) comentan que el tamafio y la composicion de las micelas de caseina puede
responder a alteraciones del pH y temperatura, lo que hace posible que las temperaturas elevadas
localizadas vy las fuerzas de cizalla creadas por la sonicacién a baja frecuencia puedan alterar las
micelas de caseina y su interaccion con los otros componentes de la leche. Al realizar la sonicacion
en un bafio a 23 (£2) °C no se permitid alcanzar estas temperaturas elevadas en la matriz lactea y
por ende, se presume que no fue posible observar el efecto descrito por Liu et al. (2014) quienes
demostraron que sonicar la leche a 20 kHz a un pH igual a 8,0 (reajustado posteriormente a 6,7)
mejora las propiedades de gelificacion con firmezas mas altas que en aquellas leches no sonicadas
y a su pH normal de 6,7. Chandrapala et al. (2013, 2014) confirmaron estos resultados mostrando
gue la sonicacidn (20 kHz, 31 W, 30 minutos) mejora la formacién de agregados de proteina. En
este punto es importante destacar que para el experimento, el pH de la leche al momento de Ia
sonicacidn no se elevd por arriba de 8 como mencionan los autores, por lo que no se dieron las

condiciones para favorecer dichos efectos de firmeza y gelificacién. Deberia evaluarse si a nivel
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industrial resulta factible realizar estas modificaciones de pH con tal de obtener el beneficios en la

textura y si la inversion es valorada por el consumidor.

Es posible ademds que los efectos observados en la textura se relacionen con la ausencia de
homogenizaciéon de la leche utilizada como materia prima. Como expone Weerathilake (2014), al
homogenizar la leche se rompen los glébulos de grasa y se asegura su distribucion uniforme en la
matriz, mejorando la consistencia del yogurt. Algunos autores también reportan la necesidad de
utilizar agentes estabilizadores ya que tienen efecto sobre la textura del yogurt. Pero pese a que
en el yogurt elaborado se utilizaron aislados y concentrado de suero, la ausencia de tratamiento
térmico y/o desnaturalizacion proteica no permitidé la correcta agregacion de las proteinas para
formar el gel, y por ende los estabilizadores no pudieron ser encerrados en la red, perdiendo su

funcionalidad en el producto y resultando en un yogurt con baja firmeza y consistencia.

En este punto es importante recalcar la importancia del tratamiento térmico en la elaboracién del
yogurt para fines de calidad y no solamente de inocuidad, ya que es la responsable de la
desnaturalizacion de las proteinas que permite la correcta formacion del gel y propiciar las

caracteristicas de textura firme en el yogurt.

Para sustentar dicha teoria y apoyar el comportamiento de los efectos obtenidos, se presenta la
Figura 11 que ilustra la diferencia en los valores de consistencia y firmeza para el yogurt

pasteurizado, no pasteurizado y uno con leche sonicada 60 minutos a 20 kHz.

En la Figura 11 se aprecia con total claridad el efecto del tratamiento térmico, que en el caso
especifico del yogurt cumple una funcidon no sélo de inocuidad sino también de calidad, para

propiciar las caracteristicas de firmeza y consistencia del yogurt griego.

Las proteinas del suero que participan en la agregaciéon de la caseina en el yogurt son a-
lactoabuimina y B-lactoglobulina. Aunque las caseinas son termoestabes, las proteinas del suero
sufren desnaturalizacion a partir de 65°C, y durante el experimento nunca se alcanzé una
temperatura tan alta. Romero del Castillo & Lagarriga, (2004) explican que los tratamientos
térmicos por encima de 80°C inducen tanto a la a-lactoalbumina como a la B-lactoglobulina a
participar de la agregacién proteica junto a k-caseina de la micela, lo que conduce a la formacion

de un codgulo firme y un yogurt menos vulnerable a sinéresis.
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Figura 11. Promedio de dos parametros asociados con la textura: a) Consistencia y b) Firmeza para
yogurt griego pasteurizado, no pasteurizado y con leche sonicada para su elaboracion.

Seria provechoso seleccionar tiempos de sonicacidn factibles para la industria y evaluar su efecto
sobre la textura del yogurt realizando mas réplicas y controlando factores como la manipulacién
previa de las muestras, para determinar si ciertamente no existe una diferencia entre los tiempos
de sonicacién utilizados. Ademas, dados los pobres valores de firmeza y consistencia obtenidos y
los reportes de otros autores, seria provechoso evaluar el efecto de la termosonicacién sobre la
textura y sus beneficios para la industria del yogurt, ya que es un atributo critico en la calidad del

producto y es apreciado por los consumidores.

5.3. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el rendimiento

de elaboracion de yogurt griego, su capacidad de retencion de agua y el indice de sinéresis

Como se explicd en apartados anteriores, se han reportado efectos del ultrasonido sobre las
proteinas lacteas y su capacidad de formar la red del gel en lacteos fermentados, por lo que se
evalué el efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda de vaca sobre los parametros
relacionados a la calidad del gel: rendimiento de elaboracion de yogurt griego, capacidad de
retencién de agua e indice de sinéresis. Los resultados se ilustran en las figuras de la 12 a la 17.
Segun los resultados obtenidos, se determind que el tiempo de sonicacion de la leche no tuvo

efecto significativo sobre ninguno de los pardmetros evaluados.
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Se determind que el tiempo de sonicacion de la leche no tuvo un efecto significativo sobre el

rendimiento de elaboracion de yogurt griego (1-p=0,87). En

a Figura 12 se presenta el

comportamiento.
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Figura 12. Porcentaje del rendimiento promedio del proceso de elaboracion de yogurt griego en
funcién del tiempo de sonicacidn de la leche cruda usado como materia prima.
Este resultado no era el esperado, ya que Lara (2015) en su experimento bajo las mismas
condiciones de sonicacidon pero elaborando queso seco, encontré un aumento significativo del
rendimiento segun el tiempo de sonicacidon. Otros autores reportan efectos similares a los
encontrados por Lara, asociando el resultado a cambios estructurales provocados por la cavitacién
en los gldbulos de grasa y las fracciones de proteina de la leche, como Soria & Villamiel (2010)
guienes observaron un mejoramiento del rendimiento en la elaboracion de queso a partir de leche

homogenizada mediante sonicacion.

Autores como Barbosa & Bermudez (2011) y Sfakianakis & Tzia (2014) apuntan a la
homogenizacién como el principal factor responsable del incremento del rendimiento, ya que al
crear mayor area superficial por la reduccion de tamafio de los glébulos de grasa, se generan mas
puntos de interaccion grasa-caseina que favorecen el agrupamiento de caseinas y proteinas del
suero, fortaleciendo la red y aumentando el rendimiento al ligar moléculas de agua con la fraccién

hidrofilica de las caseinas expuestas al medio. Lo anterior fue confirmado por Chandrapala et al.
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(2013, 2014) quienes encontraron que la sonicacion (20 kHz, 31 W, 30 minutos) cambié la
naturaleza hidrofobica de la superficie de las proteinas sin cambiar la carga superficial,
demostrando que los agregados proteicos formados por ultrasonido tienen potencial para mejorar

el cuajo del queso para aumentar su rendimiento.

Pese a que los reportes de investigaciones anteriores hacen referencia al rendimiento quesero, se
espera un comportamiento similar para el rendimiento de yogurt al ser un derivado lacteo
fermentado con posterior formacidon de agregados proteicos que dan forma al gel del producto

final.

Dado lo anterior, se presume que la ausencia de una homogenizacion completa pudo influir en el
rendimiento del yogurt, ya que a pesar que la cavitacién provoca una fragmentacién de los
glébulos grasos, es posible que no sea suficiente para formar en ellos la capa superficial de
caseinas y proteinas séricas que evitan el cremado durante la fermentacién y la separacion del
suero, razéon por la cual Lee & Lucey (2010) establecen que la homogenizacién es un paso
fundamental en la elaboracién de yogurt con alto contenido de grasa para obtener altos

rendimientos.

En la elaboracién del yogurt griego, durante la etapa del desuerado se observé una gran cantidad
de suero exudado que parecia aumentar con el tiempo de sonicacién. Se cree que dicho efecto
podria deberse a la erosion de la superficie, ya que segun reportes de Awad et al. (2012) se ha
utilizado ultrasonido como ayudante en el proceso de extraccién de componentes alimentarios,
principalmente aceites, proteinas y polisacaridos, asi como antioxidantes (Vilkhu et al., 2008), pues
las fuerzas de cizalla y microburbujas generadas por la cavitacion potencian la erosidon de la
superficie, la fragmentacién y la transferencia de masa, resultando en un alto rendimiento de los

materiales extraidos y tasas rdpidas de extraccion.

Se presume que la intensidad del ultrasonido es apenas suficiente como para que la cavitacién
producida erosione la matriz de proteinas, causando dafio en su estructura y alterando la
capacidad de retencién de agua, por lo que no les es posible retener el suero y éste sale exudado
como un material extraido, resultando en pérdidas en el rendimiento de elaboracién de yogurt.
Seria muy valioso evaluar si un tratamiento con termosonicacion permite mayores rendimientos
por disminucidn del suero exudado al ser el ultrasonido sélo un coadyuvante del proceso y no el

responsable completo de causar los efectos deseados de aumento del rendimiento, pues como
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reportan Nguyen & Anema (2010), la sonicaciéon por si sola no logra desnaturalizar la B-

lactoglobulina ni la a-lactoalbimina a temperaturas entre los 20 y 40°C.

Se ha demostrado también que las proteinas del suero tienen mayor capacidad de retencién de
agua luego de tratamientos de sonicacidon (Barbosa & Bermudez, 2011). Se determind que el
tiempo de sonicacién de la leche no tuvo un efecto significativo sobre la capacidad de retencion de

agua del yogurt griego (1-B=0,1778). En la Figura 13 se ilustra el comportamiento.
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Figura 13. Promedio de la capacidad de retencién de agua del yogurt griego en funcion del tiempo
de sonicacidén de la leche usada para su elaboracion.
El comportamiento ilustrado en la figura anterior sugiere una disminucion de la capacidad de
retenciéon de agua conforme aumenta el tiempo de sonicacién, el cual pese a la estadistica no
significativa resultante, a nivel experimental si fue posible observar el aumento en el liquido
supernatante al centrifugar las muestras de yogurt conforme aumentd el tiempo de sonicacion.
Estas diferencias no lograron exponerse a nivel estadistico por la variabilidad obtenida en los
resultados, reflejada en la potencia de prueba con un valor bajo (1-f=0,1778) que indica una alta
variabilidad. Se debe aumentar el nimero de réplicas por repeticion para apuntar a una mayor
precision y lograr observar efectos significativos, manteniendo un control estricto de todos los

factores que pudieran influir en dicha variabilidad.
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La mayor debilidad del procedimiento realizado fue la naturaleza compleja del fluido supernatante
después de la centrifugacion, el cual era cada vez mas espeso y blanquecino, por lo que se
dificultaba la separacion del sélido y la capa grasa que se sedimentaban. Este contenido graso que
se sedimentaba en el tubo de la centrifuga era cada vez menor conforme aumentaba el tiempo de
sonicacidn en la muestra. Esto tiene sentido segun la explicacion de Walstra et al., 2006, quienes
sefialan que el fortalecimiento de la red proteica por fragmentacion de los glébulos grasos
también inhibe la salida de la grasa del producto final, ya que se encuentra homogéneamente

distribuida y ligada a los componentes proteicos y acuosos.

Este punto es interesante de recalcar, ya que durante el procesamiento del yogurt, se podia
observar que aquellas muestras con mas tiempo de sonicacion presentaban una capa grasa
superficial mas homogénea con gotas de grasa mas regulares y casi microscdpicas con apariencia
como de arena, mientras que las muestras con menores tiempos de sonicacién presentaban capas
de grasa amarillenta con gotas irregulares, como se ilustra en las fotografias de la Figura 14. Sin
embargo, es importante destacar que no se realizd una cuantificacién del contenido de grasa
presente en las muestras, por lo que seria valioso realizar esta determinacidn para relacionar el
resultado con los supuestos anteriores y sugerir una teoria que explique si el contenido de grasa

ligada a la red proteica aumenta conforme aumenta el tiempo de sonicacidn, o si por el contrario

la grasa no puede ser retenida por la red y es exudada.

Figura 14. Fotografias de la capa de grasa observada durante la elaboracién de yogurt griego
segun el tiempo de sonicacion: a) 0 min, b) 15 min, c) 30 min, d) 45 min, e) 60 min.
La pobre capacidad de retenciéon de agua estd directamente relacionada con el porcentaje de
sinéresis. Se determind que el tiempo de sonicacién de la leche no tuvo un efecto significativo
sobre el porcentaje de sinéresis del yogurt griego (1-B=0,2175). En la Figura 15 se ilustra el

comportamiento.
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Figura 15. Promedio del porcentaje de sinéresis en yogurt griego en funcién del tiempo de
sonicacidn de la leche usada para su elaboracion.
La débil potencia de prueba denota una alta probabilidad de error debido a la variabilidad de los
resultados, reflejada en las amplias barras de limites de confianza. Esto indica que se necesita un
numero mayor de repeticiones para aumentar la precision de los resultados y determinar si el
efecto verdaderamente es tan pequeifo como para no reflejarse a nivel estadistico. Esta
variabilidad pudo deberse a complicaciones con el método de andlisis ya que, por los efectos
anteriormente descritos sobre la poca firmeza y débil fuerza del gel, el yogurt obtenido de
consistencia casi liquida y viscosa, en algunos tratamientos pasaba por completo a través de la
malla utilizada para promover el desuerado, tratdndose como suero cuando en realidad era el

mismo yogurt filtrado.

En una muestra patrén de referencia preparada con tratamiento térmico, aunque por su
consistencia cremosa no hubo suero exudado, si fue posible observar separacién de suero al

permanecer en reposo a temperatura ambiente, como se observa en la fotografia de la Figura 16.
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Figura 16. Fotografia que ejemplifica la sinéresis observada en una muestra de yogurt griego
elaborado con leche tratada térmicamente.
Como se ha explicado anteriormente para los comportamientos descritos, la tendencia observada
puede atribuirse a la influencia de la sonicacién sobre la estructura del gel. Segun Lucey (2002), se
necesita de tratamientos térmicos severos, como 90 °C por 10 minutos, para inducir tanto a la a-
lactoalbumina como a la B-lactoglobulina del suero a participar de la agregacién proteica,
resultando en un yogurt menos vulnerable a sinéresis, pero un tratamiento térmico mas bajo
causa la participacion de la B-lactoglobulina en lugar de la a-lactoalbimina, ya que un 80 a 90% de

a-lactoalbumina desnaturalizada es reversible después del calentamiento.

En la Figura 17 se presenta a manera de ejemplo ilustrativo, las diferencias en los valores de
porcentaje de rendimiento, capacidad de retencion de agua y sinéresis entre un yogurt tratado

térmicamente, uno sin pasteurizar y otro con 60 minutos de sonicacion.

Con esto, se sospecha que el tratamiento con ultrasonido no ejerce un efecto de desnaturalizacion
tan severo como para promover la agregacion de ambas proteinas, resultando en un gel débil con

tendencia a la sinéresis.
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Figura 17. Promedio del porcentaje de a) Capacidad de retencién de agua y b) Sinéresis para
yogurt griego pasteurizado, no pasteurizado y con leche sonicada para su elaboracion.
Lo anterior puede relacionarse con la acidez alcanzada durante la fermentacién, pues segln
Atamian et al. (2014) los niveles de acidez se asocian con el grado de sinéresis en geles lacteos
acidos, ya que atribuyen la sinéresis a reordenamientos estructurales en la red de gel de caseinay
al volumen de espacio vacio de la matriz proteica. Puede pensarse que los tratamientos de
sonicacidn no permitieron alcanzar plenamente el punto isoeléctrico de las proteinas para que se
diera la adecuada formacién de agregados. Los autores ademas atribuyen la sinéresis al contenido
de proteina. Cuanto mayor sea el contenido, mas compleja sera la red del gel y por lo tanto mayor
es la capacidad de los espacios vacios de contener el suero. Sin embargo, los analisis con el
analizador de caracteristicas fisicoquimicas al recibo de la leche, Ekomilk, indicaron un contenido
proteinico similar al reportado por Lu & Wang (2017), cercano al 3,20%, por lo que la agregacion
deficiente de las proteinas es mas atribuible al bajo poder de desnaturalizacidn del ultrasonido.
Aqui se visualiza el valor que aportaria realizar andlisis del grado de desnaturalizacion proteica

alcanzado para relacionarlo con la hipétesis anterior.
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Es posible que los efectos de aumento en la sinéresis y la disminucidon en la capacidad de retencion
de agua se relacionen con la ausencia de homogenizacién de la leche utilizada como materia
prima. En su estudio, Serra et al. (2009) encontraron que los yogures con leche tratada con
homogenizacién a ultra alta presion (UHPH por sus siglas en inglés) presentaron valores de
capacidad de retencién de agua y firmeza mas altos en comparacién con yogures convencionales,
mientras que en yogurt batido observaron mayor consistencia, menos sinéresis y estructura mas
gruesa. La leche empleada para la presente investigacion no fue homogenizada ya que se
pretendia causar la menor alteracion posible a sus componentes para poder probar Unicamente el

efecto del ultrasonido sobre las propiedades a medir.

Algunos autores reportan la necesidad de utilizar agentes estabilizadores para evitar la exudacion
de suero, encontrando que tanto los periodos de almacenamiento como los sélidos totales y el
agente estabilizador, tienen efecto sobre la sinéresis, textura, sabor, acidez y color del yogurt. En
la investigacidn se utilizaron estabilizantes como parte de la formulacién del yogurt. Sin embargo,
se presume que la débil estructura del gel que se formd no permitié encapsular dichos aditivos
para que cumplieran su funcion. Es importante mencionar que no puede descartarse la posibilidad
de que el ultrasonido no desnaturalice suficientemente las proteinas como para formar el gel, sino
que, por el contrario, ejerza un efecto tan potente sobre las mismas que las desnaturalice por

completo a tal punto que no permita la agregacién y formacién de la red.

Lee & Lucey (2010) relacionan la separacién de suero espontanea con una red inestable, la cual
puede deberse al aumento en los reacomodos en la matriz del gel o puede ser inducido por un

dafio a la débil red del gel, como vibraciones o cortes.

Para la industria lactea resulta valioso encontrar practicas y métodos que conduzcan a un
aumento del rendimiento de elaboracién, asi como a productos de caracteristicas agradables
tanto de calidad como sensoriales. Se comprobd que la sonicacién por si sola no es capaz de
ofrecer un yogurt con los requisitos que demanda la industria y satisfacer las necesidades del
consumidor, ya que no mostrd potencial de aumentar rendimiento, aumentar capacidad de
retencion de agua y/o disminuir la sinéresis. Es necesario desarrollar mas pruebas experimentales
utilizando la sonicacion como un coadyuvante de proceso, como la termosonicacién, para evaluar

si se consiguen efectos de interés industrial.
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5.4. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el color del

yogurt griego

Como se describié en el apartado anterior, debido a que durante la elaboracién y preparacion de
las muestras bajo los distintos tratamientos de sonicacién se observaron cambios interesantes en
las coloraciones del yogurt y el suero exudado, se midieron los pardmetros asociados con el color y

la variable AE (cambio de color).

Se determind que el tiempo de sonicacidn de la leche si produce diferencias significativas en el
cambio de color del suero exudado durante la etapa de desuerado (p=0,0357), mientras que para
el yogurt no se tuvo un efecto significativo sobre la misma variable (1-f=0,6687). En la Figura 18 se

presenta el resultado.
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Figura 18. Promedio del cambio de los pardmetros de color a) L*, b) a*, c) b* y d) AE del yogurt
griego y el suero exudado en funcién del tiempo de sonicacion de la leche.
En la Figura 18 se presentan las tendencias obtenidas para los cuatro parametros asociados con el
color. El valor de color L* se refiere a la luminosidad del producto y abarca desde el blanco (100)
hasta el negro (0); la variable a* se refiere a los colores rojo y verde y la variable b* contempla
desde el amarillo (120) hasta el azul (-120) (Ledn et al. 2006). De aqui, los de mayor interés son los

parametros L* y b*por ser los del rango blanquecino-amarillento del yogurt y el suero.
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En los cuatro gréficos puede observarse que la linea de tendencia del yogurt permanece
constante. Se esperaba observar una inclinacién hacia las tonalidades amarillas debido al
contenido alto de grasa de la leche entera de vaca utilizada, ilustrado en la Figura 14. Atamian et
al. (2014) obtuvieron que el yogurt griego presenta un color significativamente diferente segun el
tipo de leche que se utilice, ya sea bovina, ovina o caprina, ademas del porcentaje de grasa que
contenga. Estos autores observaron que el yogurt elaborado con leche entera de bovinos presenta
coloracién “lvory clara” y menos brillo. Malek et al. (2001) reportan que el yogurt griego elaborado
con leche bovina presenta una tonalidad amarillenta debido al contenido de betacarotenos
contenidos en este tipo de leche. Los autores reportan ademas un aumento en los valores de
blancura del yogurt conforme el contenido de grasa disminuye. Este ultimo efecto no logré

observarse pues la linea de tendencia para L* en yogurt permanece casi inmutada.

Lee & Lucey (2010) comentan que la homogenizacién es un paso fundamental en la elaboracién de
yogurt con alto contenido de grasa, ya que al romper los gldbulos no sdlo se disminuye su tamario,
sino que también se forma en ellos una capa superficial de caseina y proteinas de suero que le
confiere caracteristicas proteicas, favoreciendo la formacidon de uniones entre las moléculas,
evitando la separacion (o cremado) durante la fermentacidn, la separacion del suero vy
potenciando la blancura y la consistencia del yogurt. Como consecuencia, se da un aumento en la
luminosidad de la leche al volverse mas blanca, ya que los glébulos pequefios y homogéneos
modifican la reflexion de la luz, resultando en un color mas blanco (Bermudez & Barbosa, 2011;

Tiwari & Mason, 2012).

En la etapa de desuerado se observé una disminucién de la turbidez del suero obtenido conforme
aumenté el tiempo de sonicacidon, como se muestra en la Figura 19. Este mismo comportamiento
fue observado por Lara (2015) quien describe que cuanto mayor fue el tiempo de sonicacién,
menor fue la cantidad de particulas suspendidas en el suero, teniendo un suero menos blancuzco
y mas amarillento. Shanmugam et al. (2012) atribuyen dicho comportamiento a una re-agregacion
de caseinas libres a las micelas de caseina por efecto de las fuerzas mecanicas de cavitaciéony a la

interaccion de las proteinas del suero y sus agregados con las micelas de caseina.

Para el caso del suero, los graficos de L* y b* de la Figura 18 parecen sugerir que la blancura
aumenta y el amarillo disminuye, mientras que a nivel experimental visual se presenta el efecto

contrario ilustrado en la Figura 19, la cual indica que la tendencia ascendente en la luminosidad se
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refleja en la disminucion de la coloracidn blanquecina observada en los sueros conforme aumenta
el tiempo de sonicacidn, asi como con la disminucidn de la turbidez. Seguin se explicé en la seccion
anterior, Shanmugam et al. (2012) atribuyen dicho comportamiento a una re-agregacion de
caseinas libres a las micelas de caseina por efecto de las fuerzas mecdanicas de cavitacion y a la

interaccion de las proteinas del suero y sus agregados con las micelas de caseina, con lo que se

tiene un suero mas claro y limpio.

Figura 19. Suero recolectado durante el desuerado en la elaboracién de yogurt griego segun el
tiempo de sonicacion de la leche.
Con las variables de color mencionadas, se calculd la diferencia total de color (AE) que se refiere a
la diferencia minima de color que el ojo humano puede percibir, sin enfocarse en la direccidon de
dicho cambio (Francis, 2005). Entre 2 y 3 son valores ya perceptibles como colores distintos por un
ojo no adiestrado. El gréafico d) de la Figura 18 muestra que linea del yogurt estad por debajo de 5
unidades, muy cerca de 1y 2 lo que concuerda con la diferencia no significativa obtenida a nivel
estadistico para el cambio de color en el yogurt. Por el contrario, la linea de tendencia para el
suero en el grafico b) estd por encima de 10 para los tratamientos con menos tiempo de

sonicacidn y disminuye hasta casi 5 para los tratamientos con mas intensidad.

Al observar la fotografia de la Figura 19 se logra visualizar esta tendencia ya que la coloracion de
las muestras de la izquierda es considerablemente diferente a la coloracién de las muestras de la

derecha, pero entre ellas es casi imperceptible la diferencia de color.

Los efectos descritos si pueden resultar de interés para las industrias lacteas, ya que se desea
obtener yogures blancos de alta luminosidad que resulten atractivos para el consumidor. La

aplicacion del ultrasonido a la leche puede ofrecer el beneficio de contribuir con el desarrollo de
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un color agradable en el producto final y en la obtencién de sueros limpios y claros, que pueden

ser utilizados posteriormente para elaborar otros subproductos, como el queso ricota.

5.5. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion sobre el tiempo de fermentacion del

yogurt griego

Se pretendia evaluar si el tiempo de sonicacién de la leche cruda ejercia algun efecto sobre el
tiempo en el que el yogurt alcanza un pH igual a 4,6 durante su fermentacidon, mediante la
elaboracion de curvas de acidificacién desde la inoculacién del cultivo iniciador hasta el pH

objetivo. La tendencia observada se presenta en la Figura 20.
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Figura 20. Promedio del tiempo de fermentacién de yogurt griego en funcién del tiempo de
sonicacion de la leche usada como materia prima.
La figura anterior parece sugerir un comportamiento creciente del tiempo requerido para alcanzar
el pH final, sin embargo estas diferencias no resultaron significativas (1-f=0,1143), posiblemente
por la ubicacion irregular entre los puntos, donde se observa disminuciones y aumentos del
tiempo sin una tendencia clara. Esto se explica con la baja potencia estimada, la cual denota una

alta probabilidad de incurrir en un error con la afirmacion del efecto no significativo.

Este comportamiento podria ser el resultado de una marcada variabilidad en los datos
experimentales utilizados para el analisis estadistico, evidente en las barras de error de los limite
de confianza. Dicha variabilidad posiblemente sea producto de debilidades del método empleado

para la elaboracion de las curvas de acidificacion que se muestran en la Figura 21.
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La principal fuente de variabilidad consiste en que se trabajé con una unica réplica para cada
bloque de leche debido a los tiempos requeridos para los tratamientos de sonicacion y la
capacidad del equipo de procesar Unicamente 250 mL por “batch”, lo cual no permite estimar un
promedio de las réplicas y obtener tendencias mas precisas, considerando que las fermentaciones
son de por si variables por la influencia de factores externos como manejo del cultivo,

temperatura y humedad del ambiente, entre otros.

La baja potencia de prueba denota la necesidad de realizar mas réplicas en cada bloque para
aumentar la precision de los resultados y lograr exponer a nivel estadistico la tendencia observada

a nivel experimental, |la cual se presenta en la Figura 21.
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Figura 21. Curvas de acidificacion en la elaboraciéon de yogurt griego con leche a distintos tiempos
de sonicacién como materia prima.

La Figura 21 expone las curvas de fermentacion del yogurt griego para cada tratamiento, las cuales

ilustran el comportamiento del descenso del pH en el tiempo requerido hasta alcanzar un valor

igual a 4,6 correspondiente al punto isoeléctrico de las proteinas, en el que ocurre la agregacion

de las micelas de caseina, proteinas séricas y el consecuente enrejado formador del gel

(Weerathilake et al., 2014), por lo que también se les llama curvas de gelificacion.

A pesar de la estadistica no significativa, al analizar la Figura 21 puede observarse que el descenso

del pH se da en un menor tiempo en las muestras tratadas con ultrasonido que en la muestra
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control. Por ejemplo, la muestra con el tratamiento de sonicacion por 45 minutos alcanza un pH
igual a 5,38 a los 150 minutos, mientras que el tratamiento control logra un pH similar (5,41) a los
180 minutos. Una diferencia de 30 minutos en un proceso industrial podria representar ahorros
energéticos a la empresa, ademas de menores tiempos de produccién. Este comportamiento era
el esperado ya que coincide con los reportes de la literatura. Bermidez & Barbosa (2011), por
ejemplo, afirman que con la sonicacién se logra una reduccion del tiempo de fermentacion del
yogurt debido a la estimulacién de la produccidn de acido gracias a la cavitacion que favorece la

hidrdlisis de la lactosa.

Otros autores plantean diferentes mecanismos para explicar dicho descenso en el tiempo.
Chandrapala et al. (2012) sefialan que la formacion de geles en productos tratados con ultrasonido
es diferente de los efectos inducidos por los cambios de pH. Patist & Bates (2008) en cambio,
exponen que el ultrasonido de alta intensidad puede romper células y desnaturalizar enzimas por
la cavitacion originada, mejorando la transferencia de masa entre reactivos y productos a través
de la membrana y la pared celular, estimulando la degradacién de lactosa y consecuente

acidificacion.

Tiwari & Mason (2012) asi como Ojha et al. (2017) comparten dicha teoria al afirmar que el
ultrasonido provoca un impacto estimulatorio a nivel biolégico debido al aumento de la
permeabilidad de la membrana celular y a mayores tasas de transferencia de nutrientes, lo que
conduce a un aumento en la eficiencia de la fermentacion (Bermudez & Barbosa, 2011). Matsuura
et al. (1994) propusieron que dicho mecanismo se debe a que el ultrasonido, como excelente
agente desaireador, estimula la eliminacién del CO, producido durante la fermentacidn, el cual

normalmente la inhibe.

De acuerdo con Lee & Lucey (2010), la gelificacion se da a un pH entre 5,2 y 5,4 para una leche que
ha recibido tratamiento térmico. En este caso el Unico calentamiento de la leche se dio a 43 °C
durante el proceso de disolucion de los sélidos y durante. Aunque no se realizd una prueba de
textura con cada medicién de pH, se observd un efecto similar al reportado por estos autores, ya
que al alcanzarse un pH cercano a 5,2 — 5,0 se podia observar la formacion de coagulo en las
muestras de yogurt con leche sonicada al insertar el electrodo. Lo anterior puede reafirmarse con
lo mostrado en la Figura 21, donde la caida brusca de pH se da entre 5,50 y 5,0 entre los 100 y 200

minutos, aproximadamente la segunda y tercera hora de fermentacion.
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Ojha et al. (2017) se refieren a industria moderna de fermentados como altamente competitiva e
innovadora, siempre a la vanguardia en las nuevas tecnologias para mejorar los procesos de
fermentado y obtener productos de mejor calidad. En este marco, la industria de derivados lacteos
como el yogurt requiere nuevas técnicas para mejorar la productividad. Dado el potencial del
ultrasonido para disminuir los tiempos de fermentacién, éste puede convertirse en una
herramienta valiosa para aportar beneficios a la industria en el mejoramiento de las tasas de
fermentacidn, por lo que se requiere de mas estudios que conduzcan a resultados concluyentes y

gue soporten dichas teorias.

5.6. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacidon de leche sobre el agrado general del

consumidor

Los atributos sensoriales y el sabor que presente un yogurt griego tienen gran influencia en la
aceptacion del consumidor hacia el producto (Desai et al., 2013), por lo que, para evaluar el efecto
del ultrasonido de leche de vaca sobre el agrado general del consumidor, se realizé un panel de
agrado general con 100 consumidores en el que probaron los yogures elaborados a partir de leche

con distintos tiempos de sonicacion.

Con base en los resultados obtenidos, se realizd un analisis de conglomerados (Clusters) para
obtener el dendograma ilustrado en la Figura 22, el cual muestra la agrupacién de los
consumidores en tres categorias segun las similitudes en cuanto a agrado, mostrados en color azul

(Grupo 1), rojo (Grupo 2) y verde (Grupo 3).
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Figura 22. Dendograma (Joining Tree Clustering) generado a partir de la prueba de agrado general
con n=100 consumidores de yogurt griego.

La Figura 22 demuestra que el método de Ward identificd el mayor salto entre los centroides de

los clusters cerca de la distancia de vinculacion de 300, la cual define la cantidad de grupos

formados a partir del dendograma (Mirkin 2005).

o, n

Este método busca lograr una clasificacién o agrupamiento de “n” individuos (casos) en “g” grupos
(clusters) segun el comportamiento de los mismos en una serie de variables (Diaz, 1998). En este
caso se clasificaron los panelistas segun el nivel de agrado hacia las cinco muestras de yogurt
evaluadas en la prueba sensorial. Diaz (1998) indica que con el andlisis de conglomerados no se
busca explicar un fendmeno en concreto, sino clasificar una poblacidon en un nimero reducido de

grupos.

Por medio del andlisis de conglomerados se logra identificar las carateristcias de los grupos
formados. Es importante caracterizar demograficamente los grupos resultantes para determinar
cual de ellos aporta informacién valiosa y de peso en cuanto al agrado general. Por este motivo a
los consumidores se les solicitd informacion personal como género, edad y frecuencia de consumo

de yogurt.
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En la Figura 23 se presenta la conformacién por género de los participantes del panel sensorial. La

poblacién evaluada fue mayoritariamente femenina, ya que se contd con una participacion de 62

mujeres y 38 hombres.
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Figura 23. Conformacion de los grupos respecto al género de los participantes.

En la Figura 24 se presenta la distribucidon por edades de los panelistas. En general la mayor
participacién (53%) se dio por parte de jovenes de 21 a 30 afios, sin embargo también se logra
abarcar personas menores de 20 anos e incluso hasta de 60 afios. En este caso, tomando en
cuenta que el estudio se realizé en la Escuela de Tecnologia de Alimentos, el rango de poblacién
gue participd corresponde en su mayoria a estudiantes universitarios que por lo general rondan

edades de 21 a 30 afios.

Aunque no hay un rango definido para los consumidores de yogurt, se puede decir que la
poblacién representa bien el mercado meta ya que el estudiante universitario generalmente tiene
criterio al escoger sus productos de consumo y el yogurt es una merienda frecuente en personas

jovenes con tiempos de alimentacidn limitados (Food Navigator, 2015).
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Figura 24. Conformacion de los grupos respecto a la edad de los participantes.

Como ultimo punto de la caracterizacidn, uno de los mas valiosos es la frecuencia de consumo de
yogurt, ya que indicara qué tanto criterio tiene el panelista en la emisidn de su juicio, desde que

los consumidores regulares tienen mas claros los atributos de valor en el producto que evaluan.

En la Figura 25 se presenta la conformacion de los grupos respecto a la frecuencia de consumo,
donde la mayoria de los panelistas resultaron consumir yogurt mas de una vez por semana (37%),
seguido por aquellos quienes consumen yogurt al menos una vez al dia (20%). Que los
participantes sean consumidores frecuentes del producto a evaluar es muy valioso para respaldar
el analisis de datos ya que ofrece una imagen mas clara y real de la calidad del producto, pues los

evaluadores tienen criterio para juzgar el producto que estan degustando.
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Figura 25. Conformacion de los grupos respecto a la frecuencia de consumo de yogurt griego de
los participantes.
Establecida la caracterizacion de los tres grupos, se procedio a realizar el analisis de varianza para
la evaluaciéon sensorial emitida por los consumidores. Los promedios de agrado de cada grupo

para las cinco muestras de yogurt ofrecidas se presentan en la Figura 26.
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Figura 26. Agrado promedio de las muestras de yogurt griego elaborado con leche a distintos
tiempos de sonicacidn para cada uno de los grupos del andlisis de agrupamiento.

*Promedios con letras diferentes entre grupos indican diferencias significativas (Fisher LSD)
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Con un 95% de confianza se logré determinar que si hubo un efecto significativo del tiempo de
sonicacidn sobre el agrado general del yogurt griego en cada uno de los tres grupos (pe: < 0,0001;
Pe2 < 0,0001; pgs < 0,0001), en donde conforme aumenta el tiempo de sonicacién, disminuye el

agrado general del consumidor.

En la Figura 26 se observa que el yogurt sin tratamiento de sonicacién y el sonicado por 15
minutos fueron los que resultaron con calificaciones mas altas sin una diferencia significativa en su
promedio. Tampoco hubo diferencia en el agrado entre los yogures sonicados por 45 y 60
minutos, los cuales obtuvieron las calificaciones mas bajas. Las calificaciones altas se definen como
aquellas iguales o mayores a 5,0 correspondientes al centro de la escala (“ni me gusta ni me
disgusta”) sobre la cual se encuentra el rango de categorias de agrado hacia el producto. Asi, Lim
(2011) afirma que el uso de esta escala heddnica permite interpretar promedios por encima del

punto medio de la escala como agraday los inferiores como desagrado.

La Figura 26 indica que el grupo 2 fue el que calificd los yogures con el puntaje mas alto. A pesar
de que este grupo esta conformado por una importante cantidad de personas, es posible que la
informacién que aporta no refleje el verdadero comportamiento del agrado ya que los
participantes pueden tener la tendencia de asignar calificaciones altas a todas las muestras. Caso
contrario al grupo 3, que a pesar de contener al mayor nimero de consumidores, los participantes
evaluaron todas las muestras con puntuaciones muy bajas. Este comportamiento puede
presentarse porque el panelista tiende a utilizar su preferencia numérica y no todo el rango de la

escala (Lawless & Malone, 1986).

En cambio, el grupo 1 a pesar de contener un nimero mas pequefio de participantes, éstos utilizan
todo el rango de la escala heddnica para sefalar su agrado hacia las muestras durante la
evaluacién sensorial y como el 60% de los panelistas del grupo reporta consumir yogurt de una vez
al dia a mas de una vez por semana, la calificacion asignada se considera un reflejo certero del
agrado del consumidor hacia este tipo de productos. Con esto se obtuvo que el yogurt sin
sonicacion y el sonicado por 15 minutos no presentaron diferencia significativa en su puntuacion,
lo que permite que, en caso de ser requerido por la industria, se podria aplicar un tratamiento de
sonicacidn leve para propiciar efectos benéficos determinados en apartados anteriores, como

disminucion del tiempo de fermentacion y fragmentacion de gldbulos de grasa. Se obtuvo ademas
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que resulta indiferente sonicar la leche 45 o 60 minutos ya que ambos presentan calificaciones de

agrado realmente bajas.

Lo anterior era de esperarse puesto que en las pruebas realizadas de caracterizacion fisicoquimica,
éstos mismos tratamientos fueron los que presentaron atributos mas pobres, como pérdida de
firmeza y consistencia. Desai et al. (2013) encontraron que las propiedades sensoriales del yogurt
griego difieren con el contenido de grasa y forma de manufactura, existiendo diferencias
principalmente en la textura y no tanto en cuanto a sabor. Encontraron ademds que los
consumidores prefieren los yogures griegos con textura firme y densa, aromaticos, de dulzor
moderado. Esto da fundamento al por qué de las calificaciones brindadas por los panelistas, ya
gue los yogures sin sonicacidn o con el menor tratamiento (15 minutos) fueron los que resultaron

mas agradables y era justamente los que tenian mejor textura.

Es importante destacar que para salvaguardar la seguridad del consumidor, la leche con la que se
prepararon los yogures recibié una pasteurizacidn térmica a baja temperatura (63°C/30 minutos)

para asegurar la inocuidad con la menor influencia posible a las caracteristicas de la leche.

Con la prueba sensorial se logré determinar si la sonicacion realmente es una tecnologia factible
para la industria procesadora de yogurt y su mercado, ya que la misma no aportaria valor real si
los procesos de manufactura se ven beneficiados pero el consumidor no muestra un agrado
considerable que permita comercializar el producto de manera exitosa. Los resultados demuestran
gue para lograr un producto sonicado agradable para el consumidor, el tiempo de sonicacion no

debe exceder los 15 minutos.

Seria valioso realizar una segunda prueba sensorial confirmatoria en la que se le consulte al
consumidor las razones de su puntuacién asi como la intencion de compra, lo que daria un
panorama mas claro e indicaria los atributos valorados por el comprador para enfocarse en ellos al

desarrollar productos sonicados.

5.7. Exploracion del efecto del tiempo de sonicacion sobre distribucion del tamafio de

particula de los glébulos de grasa del yogurt griego

Dukhin et al. (2005) sefialan a la leche como el candidato ideal para verificar la influencia de las
técnicas de ultrasonido sobre los tamafios de particula, ya que se le atribuye una sustancial

capacidad de reducir el tamafio de los gldbulos de grasa conduciendo a la homogenizacién. Por lo

111



tanto, se realizd un estudio exploratorio para observar el efecto del tiempo de sonicacion sobre la
distribucién y el tamafio de los gldbulos de grasa, tanto en la leche sonicada como en el yogurt

elaborado y con ello respaldar e ilustrar los resultados obtenidos en las pruebas anteriores.
5.7.1. Distribucion del tamafio de particula

Utilizando el equipo de difraccidon laser propiedad del LANNAME, fue posible medir la distribucidon
del tamano de particula de cinco muestras de leche cruda entera de vaca con diferentes
tratamientos de sonicacidon. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 27, en la que es
posible apreciar una disminucién del tamafio de los gldbulos de grasa conforme aumenta el
tiempo de sonicacidn, asi como un incremento en la frecuencia en la que estas particulas de

menor tamano estan presentes. Terefe et al. (2016) reportan el mismo efecto atribuido a la

cavitacion.
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Frecuencia (%)
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=¢=—0 minutos =ll=15 minutos 30 minutos ==%=45 minutos ==#=60 minutos

Figura 27. Distribucidn del tamafio de particula de los glébulos de grasa de leche cruda entera de
vaca con diferentes tiempos de sonicacion.
Al analizar la Figura 27, en la curva del tratamiento control (0 minutos de sonicacidn) se observa el
pico mas alto a 3 um con una frecuencia cercana al 10%, siendo ésta la leche con los glébulos de
grasa de mayor tamafo y con menor frecuencia de particulas pequefias. Al observar la curva de la
leche con menor tratamiento de sonicacidon (15 minutos), el pico derecho, aunque continua a 3

um, ha reducido su frecuencia a la vez que el pico izquierdo la ha incrementado, lo que significa
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que el tratamiento de ultrasonido ha provocado una disminucién del tamafio y hay particulas de

menor didmetro.

Si se ve la curva del tratamiento 30 minutos, resalta que la frecuencia de las particulas mayores a 1
pm continda disminuyendo mientras que aquellas de didmetro cercano a 0,2 um aumentan. A los
45 minutos de sonicacion no sélo ya empieza a notarse un desplazamiento de la curva hacia la
izquierda, teniendo menor frecuencia de particulas de 2,5 um, sino que ademas la frecuencia de
glébulos de 0,2 um aumenta, reafirmando la existencia del fendmeno de fragmentacién de los
glébulos de grasa con el ultrasonido. En el maximo tratamiento de sonicacion aplicado (60
minutos), se obtuvo la curva de menor frecuencia de particulas de 2 um y la mayor frecuencia de

particulas con diametro 0,17 um.

Otra caracteristica importante que sobresale en la Figura 27 es la variacidon en el grosor de las
curvas Gaussianas, en donde conforme aumenta el tiempo de sonicacion las campanas se
ensanchan, denotando la fragmentacién de las particulas y por ende menos uniformidad vy

frecuencia de un mismo didmetro; es decir, el rango de distribucion del diametro se amplia.

Los resultados observados coinciden con lo esperado, pues segun reportan Tiwari & Mason (2012)
el ultrasonido tiene la capacidad de dispersar y homogenizar debido a la turbulencia caracteristica
de la cavitacidon producida en interfases liquido-liquido, la cual libera energia facilitando la
emulsion. Comparado contra la agitacion mecdnica, la sonicacién requiere menos agentes

surfactantes y produce glébulos mas pequefios y estables (Awad et al., 2012).

Para ilustrar y contrastar este fendmeno, la Figura 28 expone la distribucion de los gldbulos de
grasa en leche comercial, la cual ha recibido tratamiento de homogenizacién severo. En la misma
figura se presenta ademas la distribucion del tamafio de los glébulos de grasa de leche cruda, sin
tratamiento de ningun tipo. En ella se observa la notoria diferencia entre las muestras, a la vez que
se reafirma el didmetro cercano a 0,2 um de los glébulos fragmentados producto de una
homogenizacién, muy similar al tamafio de los glébulos resultantes en la leche con un tratamiento
de 60 minutos de sonicacidon. Resalta ademas que 100% de las particulas de la leche
homogenizada se encuentra entre 0,3 y 0,4 um, mientras que la leche cruda presenta un amplio

rango, presentando una ligera mayoriade 2 a 3 um.
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Se realizaron las mismas mediciones en yogurt griego elaborado con leche cruda con distintos
tiempos de sonicacion y los resultados obtenidos fueron muy similares, obteniendo las curvas que

se muestran en la Figura 29.
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Figura 28. Distribucidn del tamafio de particula de los glébulos de grasa de leche cruda entera de
vaca y leche con homogenizacién comercial.
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Figura 29. Distribucion del tamafio de particula de muestras de yogurt griego elaborado con leche
a distintos tiempos de sonicacién.
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En la figura anterior se observa el mismo efecto presentado en las curvas de leche de la Figura 27:
conforme aumenta el tiempo de sonicacidn, disminuye el tamafio de particula. En este caso para
yogurt, se obtuvo didametros mayores debido a la adicidon de sdlidos (proteinas, estabilizantes,
azucares) propia del proceso de elaboracidon de yogurt. Pese a utilizar el indice de refraccién
especifico para la grasa, posiblemente ésta se ligd con moléculas de mayor tamafio, debido a la
cual se presume que no fue posible para el equipo seleccionar inicamente los glébulos de grasa

individuales.

Puede observarse también que conforme aumenta el tiempo de sonicacidén, las campanas
Gaussianas no soélo se desplazan hacia la izquierda, sino que también aumentan su frecuencia y se
hacen mds angostas, lo que se traduce en una fragmentacién de los gldbulos de grasa de manera
mas uniforme, es decir en un menor rango de diametro. Se observan ademas efectos similares en
las curvas de los tratamientos 15 y 30 minutos y en 45 y 60 minutos. En las curvas izquierdas la

conglomeracidn no permite ver el efecto en esa zona.

Noci (2017) comenta los beneficios de la utilizacién del ultrasonido en la industria de lacteos
procesados, tanto leches como sus derivados, ya que genera emulsiones mas estables al
homogenizar los globulos de grasa. El autor reporta que tanto la amplitud como los tiempos de
sonicacidon son factores importantes para obtener tamafios de particula menores y por ende

emulsiones mas estables.

5.7.2. Microscopia dptica

Las micrografias obtenidas por microscopia éptica ayudan a confirmar la tendencia descrita, ya
gue puede apreciarse un incremento en la uniformidad del tamafio de las particulas conforme

aumenta el tiempo de sonicacién, como se observa en las Figuras 30y 31.

La Figura 30 ilustra el fendmeno ocurrido en la leche. La imagen a) muestra el tratamiento control,
en el que se observan los gldbulos de grasa de una leche cruda con mucha variacion en el tamano
de las particulas, ya que segln la escala de 20 um de la esquina inferior derecha, pueden
encontrarse esferas de hasta aproximadamente 40 um de didmetro, pero en general se aprecia

una matriz poco uniforme en cuanto a tamafio de glébulos.

Conforme avanza el tiempo de sonicacién, puede observarse un aumento en la uniformidad de las

matrices. La imagen d) por ejemplo, que muestra la leche tratada con 45 minutos de sonicacion,
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presenta glébulos de menor tamafio en relacidn con las otras imagenes y una densidad mayor de

particulas.

Figura 30. Micrografias obtenidas por microscopia 6ptica a 100x para cinco muestras de leche
entera tratada a diferentes tiempos de sonicacidn: a) 0 min, b) 15 min, c) 30 min, d) 45 min, e) 60
min.

La Figura 31, aunque con menor nitidez, muestra el mismo efecto descrito para la leche de la
Figura 27. La imagen a) presenta las particulas de composicién del yogurt elaborado con leche
cruda. Puede observarse poca uniformidad y muchas particulas globulares de gran tamafio,
mientras que las imagenes que ilustran las muestras con mayor tratamiento de ultrasonido, como
la d) por ejemplo con 45 minutos de sonicacién, muestra glébulos esféricos mas pequefios y en

menor densidad.

Las fotografias tomadas con microscopio permiten obtener informacion de la microestructura de
las matrices en estudio y relacionar las imagenes resultantes con los valores cuantitativos, y asi
obtener una descripcion grafica que apoye los resultados numéricos. Las micrografias de las
figuras 30 y 31 permiten sustentar las exploraciones realizadas en cuanto a los efectos de
homogenizaciéon del ultrasonido. Sin embargo, se trata sélo de estudios observacionales. Dada la
baja nitidez conseguida por la complejidad de las matrices, es importante repetir dichas

observaciones al microscopio para confirmar las exploraciones iniciales y obtener evidencia
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suficiente y concluyente, ya que podria representar un aporte valioso para las investigaciones en la

industria lactea.

-
-lﬂﬁ- - ELTIN

Figura 31. Micrografias obtenidas por microscopia dptica a 100x para cinco muestras de yogurt
griego elaborado con leche entera con distintos tiempos de sonicacidn: a) 0 min, b) 15 min, c) 30
min, d) 45 min, ) 60 min.
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6. CONCLUSIONES

La sonicacién bajo los pardmetros utilizados (20 kHz de frecuencia, amplitud al 40% y 50 W
de energia) no es efectiva como método antimicrobiano ya que la magnitud de la

reduccion de E. coli no tiene relevancia practica.

Se estima que si la sonicacion no fue capaz de provocar la reduccion de un

microorganismo indicador, tampoco lo hara para un microorganismo de referencia.

La alta variabilidad en los resultados no permitié exponer diferencias a nivel estadistico del

efecto de la sonicacidon sobre la textura del yogurt griego.

Bajo las condiciones de ultrasonido utilizadas para la leche cruda, la sonicacidn por si sola
no aporta valor a la industria del yogurt en términos de aumento del rendimiento,
capacidad de retencién de agua y sinéresis, ya que estos parametros no se ven

influenciados positivamente.

El tiempo de sonicacion presenté un efecto significativo en las diferencias de color
resultante para el suero exudado en donde los sueros con mayor exposicién al ultrasonido

fueron mas limpios y claros con disminucidn de la tonalidad blanquecina.

Conforme aumenta el tiempo de sonicacidon de la leche, se obtiene un menor agrado

general del consumidor de yogurt.

Experimentalmente, conforme aumenta el tiempo de sonicacién se observd una mayor
fragmentacion de los gldbulos de grasa de la leche, pasando los didmetros de 3 um a 0,2

um.

De manera exploratoria conforme aumenta el tiempo de sonicacidn de la leche se observo

una fragmentacién de las particulas de manera mds uniforme.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de almacenamiento previo para evaluar la interaccion entre posibles dafios
a la célula bacteriana con las etapas de proceso de elaboracién de yogurt griego.

Evaluar capacidad de adaptacidn al acido de Escherichia coli.

Revisar cudles propiedades de los productos lacteos pueden ser extraidas por mediciones con
ultrasonido, asi como la precisiéon requerida de dichas mediciones para caracterizar
adecuadamente estas propiedades y determinar un efecto significativo.

Evaluar la posibilidad de desarrollar el experimento variando los pardmetros de frecuencia y
energia del ultrasonido, para determinar si a una mayor frecuencia se consigue aumentar la
reduccion bacteriana y propiciar efectos positivos en las caracteristicas reoldgicas.

Determinar la concentracion de proteinas del suero y caseinas presentes en el suero exudado
durante el desuerado en la elaboracién de yogurt griego para relacionar el resultado con la
fuerza del gel, el rendimiento obtenido y el color consiguiente en el suero.

Determinar el porcentaje de grasa en los yogures finales para evaluar si aumenta o disminuye
con la sonicacidn y relacionar el resultado con la homogenizacion conseguida y el grado de
interacciones entre los glébulos fragmentados y las micelas de caseina y proteinas séricas.
Realizar un estudio que determine el efecto del ultrasonido especificamente en las proteinas
de la leche para determinar el grado de desnaturalizacién causada. Con esto se pretende
evaluar si los resultados de poca firmeza, poca capacidad de retencidon de agua y aumento en
la sinéresis, se deben a la falta de desnaturalizacién requerida para formar el gel o mas a un
exceso de dafio en la estructura proteica tal que no permite el enrejado.

Disefiar una metodologia que permita determinar el tiempo de sonicacién éptimo para lograr
la mayor disminucién del tiempo de fermentacion del yogurt, ya que se observa una tendencia
irregular.

Disefiar estudios de aplicaciéon de ultrasonido de baja intensidad (alta frecuencia) para
estudiar atributos sensoriales como textura y sensacion en la boca (mouthfeel) de alimentos
lacteos de alto contenido de grasa como mantequilla, crema dulce, yogurt y leches enteras.
Utilizar ultrasonido de baja intensidad (alta frecuencia) para realizar estudios de
microestructura y obtener imdagenes mas definidas del efecto del ultrasonido en la

conformacion de las particulas de la leche y el yogurt.
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e Realizar estudio en yogurt con pasteurizacién térmica pero observando efecto sinérgico del
ultrasonido de alta intensidad (baja frecuencia) en las propiedades fisicoquimicas, tiempo de

fermentacidn, formacién de gel.
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