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1. INTRODUCCION

Los recientes estilos de vida son los principales responsables de las
enfermedades del ser humano, pues estos han obligado al individuo a adoptar
costumbres sedentarias, a aumentar el consumo de carbohidratos, grasas y

alimentos escasos en fibra.

El desarrollo de productos con varias ventajas nutricionales constituyen una
oportunidad real de contribuir al mejoramiento de la dieta, afectando positivamente
la salud y el bienestar del individuo; de los nuevos productos se destacan aquellos
que han sido modificados o les han sido incorporados nuevos elementos para
ofrecer beneficios superiores a los ofrecidos por los alimentos tradicionales.

Algunos microorganismos no so6lo contribuyen al desarrollo de las caracteristicas
organolépticas, fisicoquimicas y reoldgicas de los alimentos, sino que generan
beneficios a la salud del consumidor, es por ello que la industria de alimentos ha
enfocado algunas investigaciones a la incorporacion de estos microorganismos en
los alimentos. Estos microorganismos son los denominados Probidticos, los cuales
son “microorganismos vivos que, al ser ingeridos en cantidades adecuadas, le
confieren beneficios a la salud del anfitrion” (FAO/WHO 2002), entre los
probidticos mas estudiados se destacan las cepas Bifidobacterium longun,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
delbruecki ssp; y Bulgaricus de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.

Diferentes alimentos han sido vehiculos para la incorporacién de los probiéticos,
entre los mas estudiados se destacan las leches fermentadas, y hoy por hoy, las
investigaciones se sesgan a diferentes productos de la industria de alimentos,

como son los quesos, las carnes, los vegetales, frutas, etc.



Aprovechando los estudios de los probidticos en lacteos de los ultimos afos, se
propone como producto vehiculo el helado de crema con las especificaciones de

la normatividad colombiana.

Algunas investigaciones de incorporacion de probidticos en helados realizadas en
ltalia y Chile manifiestan que los microorganismos sobreviven a las condiciones
del proceso, pero la poblacién microbiana desciende significativamente durante la
etapa de almacenamiento del producto.

Es por ello que para el desarrollo de este trabajo se propone proteger fisicamente

al microorganismo con alginato de sodio utilizando técnicas de encapsulacién



2. OBJETIVOS

1.1.OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia de la encapsulacion en la viabilidad del Lactobacillus

acidophilus en helado.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar la encapsulacion de cultivos probidticos en la elaboracion de
helado.

e Evaluar el comportamiento del probiético durante el periodo de
almacenamiento.

e Analizar las caracteristicas sensoriales del producto final.



2. MARCO REFERENCIAL

2.1. ORGANISMOS PROBIOTICOS

El intestino es el elemento mas relevante para la actividad del sistema inmune y
los mecanismos de proteccién inespecifica, ya que es en él, precisamente, donde
son mas activos los diferentes microorganismos pertenecientes a la flora

gastrointestinal.

Cuando nacemos, el tracto gastrointestinal es estéril pero poco después se instala
de forma permanente un complejo conjunto de aproximadamente 400 tipos
diferentes de microorganismos que trabajan en armonia para el mantenimiento de
la salud (entre estos microorganismos se encuentran los denominados
probidticos), pero factores como el estrés, los malos habitos alimentarios, el abuso
de antibidticos y la edad, son los causantes de la disminucién de la poblacion de

estos microorganismos en el intestino.

Teniendo en cuenta que estos microorganismos benefician la salud del huésped,
es necesario mantener la poblacion de los probidticos alta (>1x10°ufc; FAO/WHO,
2001) en el intestino, esto se puede lograr mediante la introduccién en nuestra
dieta de alimentos probioticos y prebidticos (para estimular el crecimiento y la

permanencia de los mismos).

En la actualidad se conocen varios beneficios de los probidticos y se considera

una herramienta para la prolongacioén de la salud humana.

Para que un microorganismo sea considerado como probiético debe cumplir con

unas caracteristicas minimas, (lvonne-Figueroa, co. 2006).por ejemplo:



e Ser habitante normal del tracto gastrointestinal.

e No ser patdgeno, ni téxico.

e Tener un tiempo corto de reproduccion.

e Ser viable en los vehiculos o formulaciones de administracion y resistentes
a los procesos de fabricacién.

e Ser estables al contacto con la bilis, acido, enzimas y oxigeno.

e Tener habilidad para adherirse a la mucosa intestinal.

e Mostrar potencial de colonizacidn en el tracto gastrointestinal humano.

e Producir sustancias antimicrobianas.

e Actuar como modulador de algunas respuestas inmunitarias y/o tener
capacidad de influir en algunos procesos metabdlicos. (Canedo, Arana
Celina, 2008)

La relacién dosis-efecto de los probidticos tanto terapéuticas como preventivas,
son muy variables y aun muy estudiadas. Ademas, el numero de microorganismos
que alcanzan a colonizar el intestino depende de diversos factores (como la
formulacién del probidtico, la coadministracion con algunos alimentos o
determinadas caracteristicas del individuo (edad, estado de salud o enfermedad,
pH géstrico, motilidad intestinal, microflora previa, etc)). La dosis minima necesaria
para conseguir un efecto terapéutico se estima en 1x10%-1x10° unidades
formadoras de colonias (ufc) (Lee & Salminen, 1995).

Los microorganismos probi6ticos han sido clasificados de manera amplia en
Lactobacillus y Bifidobacterium y algunas bacterias con caracteristicas probidticas

semejantes.

Algunos microorganismos considerados como probioticos se exponen en la tabla
1.



Tabla 1. Microorganismos considerados como probi6ticos.

. Cocos Gram n )
Lactobacilos . Bifidobacterias Levaduras
positivos

Lactococcus lactis
L. acidophilus | Streptococcus
L. casei salivarius B. bifidum
L. reuteri Enterococcus B. adolescentis

, , o Saccharomyces
L. brevis faecium B. animalis .
boulardii

L. curvatus Streptococcus B. longum
L. fermentum | intermedius B. thermophilum
L. plantarum | Streptococcus

diacetylactis

Fuente: Montijo y Col., 2008

2.1.1. Mecanismos de accidén de los probiéticos

Una parte fundamental de la funcionalidad de las bacterias probitticas es

estimular su supervivencia y permanencia prolongada en el tracto gastrointestinal.

Existen varios mecanismos de accién, como los que se presentan en la tabla 2:
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Tabla 2. Ventajas y mecanismo de accion de los probiéticos.

VENTAJA

MECANISMO DE ACCION

REFERENCIA

Disminucién en los
sintomas de
intolerancia a la
lactosa, reduciendo la
concentracion de la
misma en leche
fermentada por
actividad de la lactasa
bacteriana durante la
fermentacion.

La intolerancia a la lactosa es un problema que
padece entre el 50 y el 70% de la poblacidon
mundial en distinto grado. Este problema es debido
a la ingestién de productos que contienen lactosa
(principalmente leche no fermentada) y los bajos
niveles de galactosidasa intestinal.

La lactosa es una sustancia osméticamente muy
activa y su presencia en la luz intestinal ocasiona la
salida de fluidos e iones de la mucosa intestinal al
exterior hasta alcanzar el equilibrio osmoético,
ocasionando una diarrea profusa.

La ingestion de probiéticos de forma continuada,
bien liofilizados o como yogur, han permitido
reducir considerablemente la mala absorcion de la
lactosa. Este efecto parece deberse al aporte de
galactosidasa  exdgena  proporcionada  por
Streptococcus  thermofilus 'y  Lactobacillus
bulgaricus del yogur.

El transito intestinal se ralentiza permitiendo una
mejor hidrélisis de la lactosa y la posterior
adsorcion de sus componentes.

Shah, N.P., R.N.
Fedorak and P.J.
Jelen. (1992). Food
consistency effects
of quarg in lactose
malabsortion. Int.
Dairy J. 2:257-269.

Efecto
inmunopromotor y
propiedades
antitumorales.

Estos microorganismos son capaces de eliminar la
mayoria de metabolitos desfavorables y las
enzimas precarcinogénicas en el colon; por lo tanto
ayudarian a prevenir el cancer de colén.

Moore, W.E. and
L.H. Moore. (1995).
Intestinal floras of
populations that
have a high risk of
colon cancer. Appl.
Environ. Microbiol.
61:3202-3207.

Mejora la resistencia
contra los
microorganismos
patégenos

Las bacterias probidticas pueden incrementar la
resistencia contra los patégenos intestinales
mediante mecanismos antimicrobianos. Estos
incluyen la colonizacién competitiva, la produccion
de &acidos organicos, como los acidos lactico y
acético, bacteriocinas y otros metabolitos primarios
como el peroxido de hidrégeno y el diéxido de
carbono

Ivonne-Figueroa, co.
(2006). El Beneficio
de los probidticos.
Departamento de
Biotecnologia,
Universidad
Auténoma
Metropolitana,
Iztapalapa. Alfa
Editores Técnicos.
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Mejora el efecto
protector ante
infecciones y
estimulacion del
sistema inmune.

La microbiota intestinal ejerce un papel importante
en el efecto barrera de la mucosa intestinal frente a
infecciones. Sus mecanismos de accién son muy
variados: modifican los niveles de adhesién celular,
producen sustancias antimicrobianas, estimulan los
organos linfoides asociados al tracto intestinal.

McFarland, L.V.
(1999).
Biotherepeutic
agents for
Clostridium difficile-
associated disease,
p. 159-193. In G. W.
Elmer, L.
McFarland, and C
Surawicz (ed.),
Biotherapeutic
agents and
infectious diseases.
Humana Press Inc.,
Totowa, N.J.

Disminuye la
concentracién de
colesterol en sangre.

El mecanismo podria ser debido a que los acidos
grasos de cadena corta pueden alterar la sintesis
de colesterol. Ademas, las bacterias pueden
conjugar acidos grasos biliares y facilitar su
eliminacién a través de las heces. La disminucion
enterohepatica de  acidos  biliares  hace
imprescindible que el higado retire colesterol de la
circulacion para poder sintetizar mas sales biliares.
Sin embargo, los estudios que han demostrado
estos efectos de disminucion del colesterol han
utilizado dosis de yogur «irreales» (> 2 litros al dia).

FAO y OMS. (2006).
Probiéticos en los
alimentos.
Propiedades
saludables y
nutricionales y
directrices para la
evaluacion. Estudio
FAO alimentacién y
nutricién 85: 6-11.

Mejoran el transito
intestinal.

Los probioticos producen acidos que estimulan el
peristaltismo intestinal y reducen el tiempo de
transito de las heces. Asi se consigue el alivio del
estrefiimiento, del sindrome del colon irritable y de
las diarreas (incluso las producidas por
antibidticos), entre otras dolencias
gastrointestinales.

FAO y OMS. (2006).
Probiéticos en los
alimentos.
Propiedades
saludables y
nutricionales y
directrices para la
evaluacion. Estudio
FAO alimentacién y
nutricion 85: 6-11.

Fuente: La autora, 2010.

2.1.2. Los Lactobacillus

Son bacterias acido lacteas y se ubican en la familia Lactobacillaceae, son
bacterias gram-positivas, son microorganismos anaerobios y estrictamente

fermentativos. Los carbohidratos les resultan indispensables para su buen
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desarrollo, pues los fermentan para dar lugar al acido lactico (a veces con acidos
voléatiles), alcohol y di6xido de carbono como subproductos.

Estos microorganismos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes,
pero contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados, produciendo
compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados hasta sulfuro de hidrégeno

(H2S) y aminas en el queso.

Los Lactobacillus crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6,4
— 4,5 y con un 6ptimo de desarrollo entre 5,5 y 6,2. Su crecimiento cesa cuando el
pH alcanza valores desde 3,6 hasta 4,0 en dependencia de especies y cepas, y

disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos.

Los Lactobacillus son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se
encuentran por debajo del valor 4,0 mediante la formacién de &cido lactico. De
esta forma evitan, o al menos disminuyen considerablemente, el crecimiento de
casi todos los otros microorganismos competidores, exceptuando el de otras
bacterias lacticas y el de las levaduras. (Luz Samaniego y Maryla Sosa, 2000).

La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes; su
crecimiento éptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerdbicas y
se conoce que un incremento en la concentracion de CO, (de aproximadamente
5% o hasta el 10%; Luz Samaniego y Maryla Sosa, 2000) puede estimular el
crecimiento, sobre todo en el caso del crecimiento superficial sobre medios
solidos.

La mayor parte de los Lactobacillus son mesofilos (30-40°C), con un limite superior

de 40°C. Aunque su rango de temperaturas para el crecimiento oscila entre 2°C y
53°C, algunos crecen por debajo de 15°C y hay cepas que crecen por debajo de

13



5°C. Otros crecen a temperaturas bajas, cercanas al punto de congelaciéon (por
ejemplo, los que habitan en carnes y pescados congelados).

Los miembros de este género transforman la glucosa y las hexosas aldehidicas
similares en acido lactico por homofermentacién o bien, en otros productos finales
adicionales como acido acético, etanol, diéxido de carbono, acido férmico y acido

succinico por heterofermentacion.

Los Lactobacillus son sensibles ante la mayoria de los antibiéticos activos contra
las bacterias Gram positivas.

La resistencia a la bilis es también una propiedad importante a tener en cuenta
para la colonizaciéon del intestino por los Lactobacillus y actualmente se
encuentran estudios principalmente en el caso de Lactobacillus acidophilus, como
los realizados por V. Chandramouli, K. Kailasapathy, P. Peiris y M. Jones. (2004).

2.2.HELADOS

Con la denominacién genérica de helados, se entienden los productos obtenidos
por mezclas liquidas a bajas temperaturas constituidas fundamentalmente, por
leche, derivados lacteos, agua y otros ingredientes, con el agregado de los
aditivos autorizados. El producto final presentara una textura y grado de
plasticidad caracteristicos que deben mantenerse hasta el momento de ser
consumidos. (Di Bartolo, Eduardo. 2005)

De acuerdo a las caracteristicas y/o los ingredientes empleados en la elaboracion
del helado, este se puede clasificar en: (Di Bartolo, Eduardo. 2005)

14



e Helados de agua o sorbetes: esta denominacién corresponde a los
productos en los que el componente basico es el agua. Deben responder a
exigencias como, extracto seco, min: 20,0% p/p, materia grasa de leche,

max: 1,5 % p/p.

e Helados de leche: corresponde a los productos que han sido elaborados a
base de leche. Deben responder a exigencias como, sélidos no grasos de
leche, min: 6,0 % p/p. materia grasa de leche, min: 1,5 % p/p.

e Helados de crema: esta denominacién corresponde a los productos que
han sido elaborados a base de leche y han sido adicionados de crema de
leche y/o mantequilla o grasa hidrogenada. Deben responder a exigencias
como, solidos no grasos de leche, min: 6,0 % p/p. Materia grasa de leche,
min: 6,0 % p/p.

2.3.MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion es el proceso en el que los microorganismos son
introducidos en una matriz o sistema de pared, con el objetivo de impedir su
pérdida y protegerlos de la reaccion con otros compuestos presentes en el

alimento.
Las técnicas de encapsulaciéon aplicadas a probidticos para uso en productos

lacteos o en la produccién de biomasa, se pueden clasificar en dos grupos

dependiendo del método utilizado para formar las perlas.

15



2.3.1. Técnica de extrusion o goteo de solucion de microorganismos

Es la técnica mas antigua y comun para elaborar cpsulas a base de
hidrocoloides. Esta consiste en preparar una solucién hidrocoloidal, adicionar los
microorganismos a esta y hacerla pasar por una aguja de jeringa (a nivel
laboratorio) o tubos de extrusion (para planta piloto), para formar gotas, estas se
dejaran caer en caida libre a una solucion endurecedora (como el cloruro de
calcio). El tamano y la forma de la perla dependen del diametro de la boquilla y la
distancia de adicion. Este método es el mas popular debido a su facilidad,

simplicidad, bajo costo y condiciones discretas de formulacion.

El material de soporte usado para la técnica de extrusion es el alginato, debido a
las propiedades funcionales que este posee, como la fortaleza en su composicion
que contribuye a la formacién del gel.

2.3.2. Técnica de emulsion

En esta técnica, un pequefio volumen de suspension hidrocoloidal con
microorganismos (fase discontinua) se adiciona a un gran volumen de aceite
vegetal (fase continua). La mezcla se homogeniza para formar una emulsién de
agua en aceite utilizando un emulsificante. Una vez la emulsién se forma, esta se
puede insolubilizar para formar capsulas de gel en la fase aceitosa. El tamario de
la perla es controlado por la velocidad de agitacion. Esta técnica ha sido usada
para encapsular bacterias acido lacticas, como se reporté en el trabajo de A.
Homayouni, co. (2008).
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El aceite vegetal, es usado en esta técnica como fase continua. En algunos casos
se adicionan emulsificantes para mejorar la emulsién, porque el emulsificante
disminuye la tension superficial y se refleja en el tamaro de las esferas. (Wunwisa
Krasaekoopt, Bhesh Bhandari, Hilton Deeth. 2003)

2.3.3. Materiales de encapsulacion

Existe una amplia variedad de materiales para cobertura que pueden ser usados
para encapsular ingredientes alimentarios, donde se incluyen aceites
hidrogenados, ceras, maltodextrinas, almidones y gomas que proporcionan una
encapsulacion uniforme. En general existen tres categorias: grasas, proteinas y

polimeros.

e Grasas
La cera de carnauba, el alcohol estearilico y el 4cido estearico son grasas que
funden a una determinada temperatura y son erosionables por la accién de las

lipasas que existen en la cavidad gastrica.

e Proteinas
La gelatina fue el primer material utilizado en la microencapsulacién, y es, en la
actualidad, un material con un importante potencial. La albumina y el colageno

también se han empleado en la obtencion de microparticulas.

e Polimeros

Debido a su gran versatilidad, la familia de los polimeros es la mas utilizada en
la microencapsulacion de sustancias. Dentro de ella estan los polimeros
naturales, los semisintéticos y los sintéticos. Los polimeros naturales

principalmente son de naturaleza polisacaridica, de origen animal y vegetal; se
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destacan el alginato, la dextrana, la goma arabiga y la quitosana. (Saez Vivian,
Hernandez José Ramdn, Peniche Carlos. 2007)
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3. JUSTIFICACION

Los microorganismos probiéticos se requieren en los alimentos para aportar a la
dieta humana, por sus grandes beneficios, es por eso que hoy por hoy se

encuentran varios estudios de la incorporacion de estos en los alimentos.

Teniendo en cuenta las experiencias que otros investigadores han desarrollado
durante anos en la inclusion de esta forma de vida en productos lacteos, surge la
necesidad de incorporar los probibticos en helados, pues es un alimento que no
tiene un mercado sesgado, y puede ser consumido por nifios, adolescentes,
adultos y ancianos; el consumo de este alimento no es muy alto en la poblacién
colombiana (1 kg a 2,3 kg / persona / anual; Revista Dinero. 2006), pero, se ha
encontrado que este es un buen vehiculo para incluir los probioticos en la dieta.
Ademas, el helado tiene un pH cercano a siete lo que lo hace un poseedor de un
ambiente adecuado para el microorganismo.

Se eligié como microorganismo probidtico el género de Lactobacillus
acidophilus, debido a que es la familia mas estudiada, y se encuentra informacion
en cuanto a las variables de crecimiento, es resistente a bajas temperaturas y en

pequefa proporcidn al estrés generado mecanicamente.

Se ha determinado que los microorganismos probiéticos tienen baja viabilidad en
postres lacteos congelados, debido a la etapa de congelacién y a la intoxicacion
por oxigeno (A. Homayouni, co, 2008), ya que para este tipo de productos se
necesita la incorporacion de aire para obtener la masa deseada en el helado, sin
embargo el exceso de oxigeno afecta el crecimiento de los microorganismos
microaerofilicos y los anaerdbicos.
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La encapsulacion de las células bacterianas, se ha visto como una de las
herramientas de proteccidén contra el ambiente hostil al que puede ser sometidos
los probioticos durante la elaboracion, almacenamiento y consumo del producto
lacteo. (K. Kailasapathy; K. Sultana. 2003).
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4. METODOLOGIA

4.1.UBICACION

La experimentacién se llevd a cabo en la planta de lacteos y en los laboratorios de
microbiologia y andlisis fisicoquimico del Instituto de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos (ICTA) de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

4.2. MATERIAS PRIMAS

A continuacion se presentan las diferentes materias primas utilizadas segun la
fase del proceso, Adjuntando las fichas técnicas de todos los materiales en el

anexo 1.

4.2.1. Para microencapsulacion

En la encapsulacion de los probiéticos se utilizaron las siguientes materias primas:

¢ Alginato de Sodio

Para llevar a cabo la encapsulacién de las bacterias probitticas se utilizé
Alginato de sodio grado USP, distribuido por Disproalquimicos.
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e Cloruro de calcio
Se utilizé cloruro de calcio calidad USP distribuido por el Centro Agro
Lechero.

4.2.2. Activacion y recuento del microorganismo

e Cultivo lactico
Se empled un cultivo lactico mesdfilo, liofilizado, de fermentacion lenta,
serie LYO 40, marca Danisco Cultor, conformado por Lactobacillus

acidophilus.
e Caldo BHI (Brain Heart Infusion)
Medio nutritivo de activacion de los microorganismos probiéticos, referencia

CM 0225, marca OXOID.

e Agar M.R.S. (de Man, rogosa, sharpe)
Marca OXOID y referencia CM0361.

4.2.3. Elaboracion del helado

Se utilizaron las siguientes materias primas:
e Leche entera de vaca

Proveniente de la facultad de veterinaria de la Universidad Nacional de

Colombia, sede Bogotd, con un contenido de grasa del 5,1% p/p.
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e Grasa animal
Se utilizé crema de leche con un contenido de grasa del 32% p/p.

e Estabilizante/emulsificante
Se emple6 un producto comercial que combina estabilizante y emulsificante
de referencia SE448 marca CREMODAN.

4.3.METODOS

Para el desarrollo experimental se determind inicialmente el método ha utilizar, por
medio de ensayos preliminares; a continuacion se escogié el alginato de sodio
como material de soporte, debido al ambiente gentil que provee al material

encapsulante, al bajo costo, simplicidad y compatibilidad con los microorganismo.

Se realizaron dos mezclas de helado con diferentes concentraciones de grasa

permitidas por la legislacion colombiana.

4.3.1. Diseio Experimental

La experimentacion se realiz6 siguiendo un disefio factorial de 2 x 1
completamente aleatorio (ver tabla 3.), por duplicado, donde el primer factor
corresponde al punto de adicion de los probidticos encapsulados en el proceso de
elaboracion del helado y el segundo factor se refiere al porcentaje de grasa en el
helado. Se establecieron dos puntos diferentes de adicidon de los probidticos

encapsulados, los cuales fueron antes de la maduracion y después de la
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maduracién de la mezcla de helado ya preparada. Se fijé el porcentaje de grasa
en el helado con un valor de 8% p/p.

Tabla 3. Matriz de tratamientos

_— . Contenido de grasa
Forma de adicion de los probiéticos encapsulados en el helado
2 1
1 Antes de la maduracién de la mezcla
de helado 8% 1/
2 Después de la maduracién de la ° PP
mezcla de helado

Fuente: La autora, 2010

Ademas se tuvo en cuenta un ensayo de control negativo, el cual no contenia

probidticos en capsulados.

4.4.ENSAYOS PRELIMINARES

Para lograr el cumplimiento de los objetivos se planearon ensayos preliminares
para determinar la técnica de encapsulacién con la cual se lograra un tamario de

perla a nivel “micro”.
Otro de los ensayos realizados fue la determinacion del medio de activacion del
cultivo liofilizado y que finalmente corresponderia al fluido de suspension de los

microorganismos para la posterior inmovilizacién.

Finalmente se ensay6 el porcentaje de perlas en el helado.
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4.4.1. Técnica de encapsulado

Para determinar la técnica de encapsulacién mas adecuada, con la cual se

obtuviera un tamano de perla de dimensiones micro (menores a 1mm de

diametro),

se propusieron dos metodologias

(ver figura 1) halladas en

investigaciones previas de otros autores, como Wunwisa Krasaekoopt, 2003. Los

ensayos se realizaron con la técnica de emulsion y la técnica de extrusion o

entrampamiento. Las metodologias seguidas fueron las siguientes:

Figura 1. Metodologias de encapsulamiento

TECNICA DE EMULSION

Alginato de sodio 3% pfv

Suspensidn de celulas bacterianas

"

Mezclar

!

Mezclar con una relacidn de 4:10
de la mezcla anterior con aceite
de canola y agitar constante.

solucidn de
Cloruro de Cacio 1M

Perlas en Suspensidn celular
con alginato sodio

TECNICA DE EXTRUSION

Alginato de sodio 3% pfv

Suspensidn de celulas bacterianas
|

Suspensidn celular
con alginato sodio

Perlas en solucidn de
Cloruro de Cacio 1M

Fuente: Adaptado de Wunwisa Krasaekoopt, 2008.
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4.4.2. Activacion del cultivo liofilizado

El microorganismo utilizado se obtuvo de una presentacion liofilizada para lo que
se necesitd estudiar el medio adecuado de activacidén que no influyera en la

técnica de encapsulacién y no aportara sabores indeseados al producto final.

Los medios de activacion fueron: Agua potable, bebida de soja, caldo MRS y caldo
BHI.

La activacion del microorganismo se realizé en las condiciones éptimas del
microorganismo, es decir a una temperatura entre 32-37°C, medio aerdbico, pH
6,4 por un tiempo minimo de 4h, siguiendo el protocolo recomendado por Danisco.

4.4.3. Cantidad de encapsulados en el helado

Para determinar la cantidad de encapsulados en el helado se basé en la
normatividad colombiana para este tipo de producto lacteo, (NTC 1239:2002), la
cual dice que en la fabricacién se permiten los agregados alimenticios destinados
a conferir textura al producto final y que cuando se presente en combinacién con
otros ingredientes alimenticios, el helado debe ser el componente principal en un

cantidad minima del 50% en volumen.

4.5.ELABORACION DEL PRODUCTO FINAL

Ya definidos los parametros de los ensayos preliminares se realizé el producto
final, helado con probidticos encapsulados. Se elabor6 una mezcla de 12kg, que
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se dividi6 en tres grupos iguales (A, B y C) y se adicionaron los encapsulados en
dos tiempos diferentes para A y B (antes de la maduracién y después de la
maduracién de la mezcla de helado, respectivamente) y el grupo C correspondio al

control.

En la figura 2 se presenta el diagrama de flujo del desarrollo del trabajo

experimental.

Figura 2. Elaboracién de helado con encapsulados de probioticos

Estandarizacion de la
mezcla, 8% de grasa.

:

Mezcla de
Ingredientes.

y

Homogenizacion.

.

Pasterizacion |

A L 4 L B
Adicion de probidtico Maduracion de la
encapsulado. mezcla.
' ¥ !
Maduracion de la ME&UI‘ECIOII'I dela Adicion de probidtico
mezcla. mezcia. encapsulado.
Batido y congelacion. Batido y congelacion. Batido v congelacion.
Empaque Empaque Empaque
Endurecimiento v Endurecimiento v Endurecimiento ¥
almacenamiento. almacenamiento. almacenamiento.

Fuente: La autora, 2010
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4.6. METODOS DE EVALUACION FiSICO-QUIMICOS Y SENSORIALES

Se determinaron propiedades de los encapsulados y del helado final, por medio de
diferentes fases de caracterizacion.

4.6.1. Caracterizacion del encapsulado
La determinacion de las propiedades basicas de las perlas como son: peso,
diametro, densidad unitaria del encapsulado y distribucion celular se realizaron
teniendo en cuenta criterios estadisticos basicos, como son promedios Yy
desviaciones estandar.
Para todas las mediciones se descartaron los datos que estuvieron alejados dos
desviaciones estandar del promedio.

4.6.1.1. Peso unitario del encapsulado

Se pesaron tres grupos diferentes de 50 esferas en una balanza analitica, el valor
resultante de cada grupo se dividié por 50 para obtener el peso promedio de cada

esfera; a continuacion se tomaron los tres pesos y se promedio finalmente.
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4.6.1.2. Diametro unitario de los encapsulados

Se determiné el didmetro promedio de un encapsulado, empleando para esto un
calibrador o nonio, midiendo el didametro de 10 perlas escogidas al azar. A
continuacion se calculé el volumen unitario, con base en la geometria y el

diametro del encapsulado.

4.6.1.3. Densidad del encapsulado

La medida de la densidad de los encapsulados se obtuvo tomando un volumen
dado de agua, 70 ml, en una probeta previamente pesada y se adicion6 una masa
conocida de perlas, 2,5 g. La diferencia entre el peso y el volumen final e inicial de
agua permitieron el calculo de la densidad.

4.6.1.4. Distribucion celular

Con el objeto de establecer cualitativamente la distribucion de las bacterias
probidticas en la perla, las muestras de los encapsulados se analizaron mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) utilizando el método de bajo vacio (~1,3
mbar) en el microscopio electrénico de barrido Quanta 200 FEI, ubicado en el
laboratorio de equipos robustos del centro de equipos Interfacultades, CEIF,
edificio de Geociencias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. .
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4.6.1.5. Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacién fisicoquimica de las materias primas (leche y crema de leche),
se basé en el andlisis de grasa por el método Gerber (AOAC. 989.09.2000), con el
fin de conocer los parametros necesarios para obtener la formulacion del helado.

4.6.2. Caracterizacion del producto final

Al helado inoculado con los encapsulados se le realizaron los analisis

fisicoquimicos mostrados en la tabla 4.

Tabla 4.Andlisis fisico-quimicos del helado

ANALISIS METODO
Humedad Gravimetrico
Potencial de Hidrégeno (pH) |Potenciometro (AOAC. 981.12.2005)
Acidez titulable Titulacién con NaOH (AOAC. 942.15.2005)
Grasa Gerber (AOAC. 989.09.2000)

4.6.2.1. Sobreaumento (Overrun)

Esta propiedad del helado se determind con la mezcla control y consistié en pesar
una unidad en volumen de mezcla de helado y luego del proceso de batido pesar
la misma unidad en volumen, el porcentaje de sobreaumento se calculé de la

siguiente forma:
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Pesomezcla — Pesohelad
(Pesomezcla — Pesohelado) 4100

%Sobreaumento =
Pesomezcla

4.6.2.2. Distribucién de perlas en el helado

Para determinar el numero de perlas finalmente distribuidas en el producto, se
peso una cantidad inicial de helado, se dej6 derretir y se filtraron los encapsulados
procediendo a un lavado y conteo del nimero de esferas. La diferencia del nimero
de encapsulados hallados por la masa de helado inicial arrojé un valor de
distribucion de estas en el producto final.

4.6.3. Seguimiento en linea

Para los tres tratamientos A, B y C se realiz6 un seguimiento en linea midiendo la
presencia de acido lactico por medio de la técnica de acidez titulable (AOAC.

942.15.2005), ademas se determiné el pH de cada muestra.
La determinacién de &cido lactico se realizé6 por titulacion con NaOH en el
laboratorio de fisicoquimica perteneciente al ICTA en la Universidad Nacional de

Colombia.

El pH se determind utilizando un potenciometro digital marca ORION modelo
420A, con electrodo de pH ubicado en el laboratorio de microbiologia del ICTA.
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4.6.3.1. Analisis microbioldgicos

Para el andlisis en linea también se realizaron conteos microbiolégicos de las

bacterias probiéticas inoculadas.

Este analisis se llevd a cabo en las etapas criticas en la elaboracién del producto,
es decir, se realizd el conteo de bacterias probidticas al final de la etapa de
maduracién de la mezcla y al final de la etapa de batido y endurecimiento, luego
de ello se realizaron los conteos microbiologicos al final de cada semana de

almacenamiento.

Las siembras se realizaron por triplicado.

El analisis microbiolégico consistié en la siembra en placa y en profundidad de las
muestras. Se realizaron diluciones de las muestras de helado en agua peptonada,
posteriormente se adicion6 a cada caja de petri un mililitro de cada dilucion,
finalmente se dispensé agar MRS fundido, se homogenizé y se incub6 a 32-37°C
en aerobiosis durante un periodo de 48-72h, al cabo de las cuales se efectud el
conteo de las colonias formadas.

4.6.4. Evaluacion sensorial

Se aplicd una prueba afectiva con el producto que contenia el mayor niumero de

células viables probidticas después de tres semanas de almacenamiento.
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Se disend y utilizé un formato (ver anexo 2) para la prueba donde se manejé una
escala hedédnica de tres puntos (me gusta, indiferente y no me gusta), donde se
describieron los cinco atributos del helado estudiados (apariencia, color, aroma,

sabor y textura).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.ENSAYOS PRELIMINARES

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de los ensayos preliminares
como fueron: técnica de encapsulado, activacion del cultivo liofilizado y cantidad

de encapsulados en el helado.

5.1.1. Técnica de encapsulado

Las técnicas ensayadas fueron la de emulsion y la de extrusion,

La técnica de emulsion present6 resultados desfavorables, sin embargo hubo
formacion de perla esférica pequena, con un tamafo aproximado de 1mm, estas
presentaron aglomeracion en el fondo del recipiente colector y no fue posible

separarlas.

En cuanto a la técnica de extrusién, esta fue la mas adecuada presentando la
formacién de una perla esférica, maciza, fuerte con un tamano aproximado de 2-
3mm y la reaccién fue inmediata, al finalizar la técnica las perlas se encontraban
separadas unas de otras y nadaban en la solucién remanente de cloruro de calcio.
Finalmente las perlas se almacenaron, para ello se dividieron en dos grupos, el
primero se filtr6 con la ayuda de un papel de fibra de vidrio (Schleicher & Schuell
Microscience 595/ papel de filtro @ 110mm, referencia No 10311610) y el segundo
grupo se mantuvo en la solucién remanente de cloruro de calcio; estos dos grupos

se almacenaron a 4°C por 12 horas, al finalizar el tiempo se observd que para el
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primer grupo de perlas presentaba una solucién remanente y ademas las perlas
habian perdido su forma esférica, debido a la deshidratacién por frio, la estructura
sufrié dafno debido a la rapida formacion de cristales de hielo generando la ruptura
del gel y la permeabilidad del liquido de la matriz; para el segundo grupo se
observd una maduracién de la perla, es decir, un fortalecimiento de su estructura
ya que al tocarla era firme y al cortarla en dos partes presentaba una estructura
esponjosa.

Por lo tanto la técnica elegida para el desarrollo del proyecto fue la técnica de
extrusion con un almacenamiento en solucién de cloruro de calcio remanente por

un tiempo de 12 h.

5.1.2. Activacion del cultivo liofilizado

Los resultados hallados para los cuatro medios de activacion, fueron los

siguientes:

5.1.2.1. Agua potable

Se determind la cantidad de microorganismos segun la dosis recomendada por el
fabricante, (Danisco) para obtener un recuento de 1x10° ufc/g, luego se adiciond
4,4 mg en 25 ml de agua potable a una temperatura ambiente de 20°C (x 1), esto
se realiz6 para crear una suspensién de microorganismos en estado pasivo, es
decir, solo realizar una dilucién de una cantidad conocida de microorganismos sin
activar. Esta suspension se mezclé con la solucion de alginato de sodio a una
relacion de 1:1 y se procedié a encapsular segun la metodologia establecida.
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Al finalizar el tiempo de maduracion del encapsulado se observaron pequefias
acumulaciones blancas alrededor de las perlas traslucidas, se le realiz6 una
tincion de gram a la perla y a la sustancia acumulada, los resultados arrojaron que
en la perla se encontraba una cantidad minima de bacilos (1 en lamina) y en la
masa blanca una cantidad considerable de estos microorganismos (7 en lamina),
lo que indic6 que no era adecuado manejar los microorganismos de esta manera
(liofilizados), por que ellos necesitan un tiempo prudente para hidratarse, como se
observé en la evidencia de la masa blanca sobrenadante; posterior al contacto con
el agua, las bacterias probioticas se activaron metabdlicamente pero no hallaron
alimento en el medio, comenzando un descenso en la poblacion; por lo cual se

descarto este procedimiento para el manejo del liofilizado.

5.1.2.2. Bebida de Soja

Se tomo 4,4 mg de liofilizado y se inocul6 en 25 ml de bebida de soja previamente
esterilizada, con un pH de 6,05, incubando en estufa a una temperatura de 37°C
por un periodo de 12 h. Finalizado el tiempo de activacion, se procedié a
encapsular la bebida con probidticos, pero se encontré que al primer contacto con
el alginato este present6 gelificacion, y el pH de la bebida se encontré en 3,5
promedio. La gelificacion se presenté debido a que el alginato de sodio a pH

menores de 4 se ve afectado por efectos de despolimerizacion (ver anexo 1)
El ensayo se repitio y se midié el pH por un periodo de cuatro horas, tiempo

estimado para que las bacterias se activen y comiencen la fase exponencial, el
resultado se presenta en la grafica no 1.
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Gréfica 1. Comportamiento del pH en la bebida de soja.

Comportamiento de pH en bebida de Soja con probiéticos
6,9 1
6,85 .
6.8 - .
6,75 1 .

6,7

pH

.

6,65 -
6,6
6,55 -

6,5 .

6,45

Tiempo (min)

Fuente: La autora, 2010.

Finalizado el tiempo de incubacidn se realiz6 un recuento por placa de la bebida
de soja, arrojando una poblacién de 25 x 107 ufc/ml, y se procedié a la elaboracién
de los encapsulados, dejando en maduracién por un tiempo de 12 h, al cabo de
este se percibié un aroma acido en las perlas y un color mas oscuro, de lo que se
infiere que las bacterias se activaron metabdlicamente estando atrapadas en el gel
(Cuenca Quicazan, 2005).

Este efecto puede tener secuelas en el producto final (helado con encapsulados)
ya que las perlas y las bacterias probiéticas estaran en contacto con nutrientes
suficientes para continuar con su metabolismo normal, aportando atributos
especiales en el aroma, color y sabor del helado. Por estos motivos esta técnica
se rechazd, porque no se deseaba que las bacterias se encontraran activas en el

producto y continuaran creciendo.
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5.1.2.3. Caldo M.R.S. y Caldo B.H.l.

En otro ensayo se hicieron crecer las bacterias liofilizadas en dos medios
selectivos como fueron caldo MRS y BHI. Para 5 ml de cada caldo se inocul6 0,5g
del cultivo liofilizado, finalmente se incubaron a las condiciones propias del mismo.
Luego de finalizado el tiempo de incubacion se observé que para el caldo MRS se
obtuvo un recuento de 16 x 10° ufc/ml y que para el cultivo sembrado en caldo BHI
se obtuvo un recuento de 10 x 10® ufe/ml, lo que indicé que para este tipo de
microorganismos, Lactobacillus acidophilus, el mejor medio es el BHI.

5.1.3. Cantidad de encapsulados en el helado

Una de las variables que influyen en la determinaciéon de la cantidad final de
encapsulados en el producto final corresponde a la cantidad de microorganismos
encapsulados por gramo de perlas.

Para fijar esta variable se realiz6 el siguiente procedimiento. Se obtuvo una
suspension (en caldo BHI) de microorganismos con una carga inicial de 12x108
ufc/ml, de ella se tomd 5ml y se mezcld con 5ml de solucién de alginato de sodio
al 3% p/p, esta se dejé gotear y se obtuvieron encapsulados con un recuento de
54x10” ufc/g.

Se realizd el célculo tedrico para determinar la cantidad de encapsulados
necesarios para que cada gramo de helado tuviera un recuento final de 50x10°
ufc, dando como resultado que para 100g de helado se necesitaban 5g de
encapsulados.
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Se realiz6 una prueba preliminar con una cantidad inoculada de encapsulados al
5%, observandose una distribucién homogénea en toda la masa del helado.

También se realizé un recuento de las bacterias probidticas en la mezcla de
helado inoculado y se obtuvo un valor de 10x10° ufc/g de mezcla, lo que quiere
decir que hubo una pérdida de 0,4 unidades logaritmicas, esto puede deberse a
las condiciones de maduracion de los encapsulados, ya que luego de formados
estuvieron en un tiempo prolongado bajo refrigeracién y en un medio salino donde
algunas de las bacterias sufrieron deshidratacion.

5.2. METODOS DE EVALUACION FiSICO-QUIMICOS Y SENSORIALES

5.2.1. Caracterizacion del encapsulado

Se determinaron propiedades como el peso unitario, el diametro y la densidad del

encapsulado. El resumen de los valores obtenidos se presenta en la tabla 5.

Tabla No. 5 Caracteristicas del encapsulado

Geometria Esférica
Peso unitario (mg) 11,53
Diametro (mm) 3,0
Densidad (g/ml) 0,82
Volumen (mm®) 13,74
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5.2.1.1. Distribucion celular

Se realizaron dos observaciones mediante la técnica de Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM) de la superficie de dos muestras del encapsulado (ver figura 3 y

4).

Figura 3. Microfotografia de la superficie del encapsulado con aumento de 20 um.

12/3/2009  HV |Det| VacMode | Mag 20.0pm:
4:26:45 PM 30.0 kV ETD|High vacuum/4000x U. Nacional de Colombia - Bogota

Fuente: Laboratorio de equipos robustos del centro de equipos Interfacultades, CEIF, 2009.

En la figura 3 se observan cristales de cloruro de sodio (cubos claros) y
protuberancias en la superficie que se puede deducir como bacterias en el interior
recubiertas por alginato, también se observa en la superficie trazas de material

organico.
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Figura 4. Microfotografia de la superficie del encapsulado con aumento de 50 um.

S &

r —

12/3/’200§ HV Det| VacMode | Mag 50.0pm
4:36:29 PM 30.0 kV ETD|High vacuum| 1600x U. Nacional de Colombia - Bogota

Fuente: Laboratorio de equipos robustos del centro de equipos Interfacultades, CEIF, 2009.

En la figura 4 hay un avistamiento mas cercano del encapsulado, donde las
protuberancias son mas pronunciadas, posiblemente formadas debido a la técnica
de vacio.

No se observan bacterias en la superficie de la perla, probablemente por la
deshidratacion como resultado del vacio a la que se sometidé la placa para
observarla al microscopio. Estos resultados indicaron que la preparacion de los
encapsulados (alto vacio) para la visualizacion por microscopia electrdnica no fue

la adecuada para este caso.

5.2.2. Caracterizacion de la materia prima

A la leche y la crema de leche se le realizaron analisis de grasa en el laboratorio
de la planta de lacteos del ICTA en la Universidad Nacional de Colombia, los

resultados se presentan en la tabla 6:
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Tabla 6. Caracterizacién de la leche y crema de leche

MATERIA PRIMA | GRASA (% p/p)
Leche 5,1
Crema de leche 32

Fuente: La autora, 2010

Teniendo en cuenta que se deseaba un helado al 8% p/p en grasa, se tuvieron en
cuenta la normatividad colombiana y los resultados arrojados del andlisis de grasa;
el balance de materia permitié el célculo de los ingredientes necesarios para la
elaboracion de cada mezcla de 12 kg de helado, estos se registran en la tabla 7.

Tabla 7. Cantidad de ingredientes utilizados en la elaboracion del helado

INGREDIENTES CANTIDAD (kg)
Leche liquida entera 9,1
Leche en polvo 0,8
Crema de leche 1,107
Sacarosa 1,763
Estabilizante 0,06
TOTAL 12,83"

*Teniendo en cuenta un 7% de pérdida en el proceso, debido a evaporacion.

Fuente: La autora, 2010

5.2.3. Caracterizacion del producto final

En la tabla 8 se presentan las propiedades fisico-quimicas del helado obtenido.

Tabla 8. Caracterizacion del helado final

ANALISIS RESULTADOS
Humedad (% p/p) 35
pH* 6,42
Acidez titulable (%acido lactico) 0,20
Grasa (%p/p) 8
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\Sobre aumento (% Aire incorporado) | 63,2
*Medida luego de envasado el producto.

Fuente: La autora, 2010

Los resultados de la tabla 8, muestran que el valor del pH del helado se encuentra
en el rango &cido, probablemente por la degradacion de la lactosa y posterior
produccion de 4cido lactico, corroborado con la acidez titulable, reaccidén que pudo
presentarse debido a la posible presencia de microorganismos provenientes del

ambiente.

5.2.3.1. Sobre aumento (Overrun)

La cantidad de aire incorporado en el helado dio como resultado un valor de
63,2% (ver tabla 8), es decir que por cada 100g de helado 63,29 corresponde a
aire y 32,89 de mezcla.

Este valor generalmente lo presentan los helados de crema (60-70 %), ((Di
Bartolo, Eduardo. 2005) debido a que gracias a la grasa contenida en la mezcla y
luego del proceso de homogenizacién los globulos grasos son finamente divididos
aumentando la superficie de los mismos y los espacios interglobulares que luego

son ocupados por el aire en el proceso de aireacion.

El hecho de obtener este valor de sobre aumento en el helado proporciona al
producto caracteristicas de calidad organolépticas Unicas, donde finalmente el
consumidor percibird una textura suave, un producto con cuerpo y buena
palatabilidad.
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5.2.3.2. Distribucion de perlas en el helado

Teniendo en cuenta el producto final, se tomaron tres muestras de helado con un
peso inicial de aproximadamente 20g cada una, se le realizd el procedimiento
descrito en el numeral 3.6.3.3 y se contaron las perlas, finalmente se obtuvo que

para cada gramo de helado se encuentra distribuido 3 encapsulados.

5.2.4. Seguimiento en linea

Para los tratamientos de estudio, A (inoculacion de encapsulados antes de la
etapa de maduracién de la mezcla de helado), B (inoculacién de encapsulados
después de la etapa de maduracién de la mezcla de helado) y C (mezcla control)
se le realizd un seguimiento en linea de seis semanas, los analisis para este

periodo de tiempo correspondieron a la medida de acido lactico y pH.

La especificacion de los tiempos de estudio se presenta la tabla 9.

Tabla 9. Descripcion de los tiempos de estudio

TIEMPOS DE ESTUDIO
Antes de la etapa de maduracion de la mezcla de helado.
Después de la etapa de maduracién de la mezcla de helado.

Después del proceso de batido y endurecido del helado.

Semana 2 de almacenamiento.

Semana 3 de almacenamiento.

Semana 4 de almacenamiento.

Semana 5 de almacenamiento.

Semana 6 de almacenamiento.

N oW iND|—= O

Fuente: La autora, 2010.
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Los resultados del seguimiento de pH y acido lactico se presentan en las graficas
2y 3.

Se realizd un analisis por cada etapa estudiada y por cada ensayo, para observar

el comportamiento del pH y de la acidez titulable.

Gréfica 2. Comportamiento del pH en el helado durante las etapas de estudio

Comportamiento del pH

6,70
6,60 - - e
_— ~_
- L e |
6,50 e
A
A — _
— [ A
6,40 *
* PS . *
2 -
6.30 1 R? = 2E-05
I
[
6,20
6,10
6,00 —
¢ A (antes de la maduracién)
—=®&— B (después de la maduracién)
5,90 * —a— C (control)
------ Lineal (A (antes de la maduracién))
5,80 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempos de estudio

Fuente: La autora, 2010
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Gréfica 3. Comportamiento de la acidez en el helado durante las etapas de estudio

Seguimiento de acidez

0,30

0,28

0,26 -

0,24

0,22

>
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% Acido lactico

0,18

0,16

0,14 —e— A (antes de maduracién)
—=&— B (después de maduracién)
0,12 1 —4— C (control)
0,10 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo de estudio

Fuente: La autora, 2010

5.2.4.1. Tiempo de estudio 0-1, etapa de maduracion de la mezcla
de helado.

Para el ensayo A (inoculacién de encapsulados antes de comenzar la etapa de
maduracion), el pH de la mezcla aumenté probablemente por la presencia de

iones de caseina y fosfatos presentes en la leche y crema de leche.

Para el ensayo B (inoculacién de encapsulados después de terminada la etapa de
maduracién), se observé un aumento del pH, esto debido los fenémenos
presentes en esta etapa, donde la solidificacion de la grasa, la hidratacion de las
proteinas y el reacomodamiento de los glébulos grasos influyeron en el incremento
de esta propiedad, debido a que moléculas como la caseina u otros aniones se
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reacomodan bajando de esta manera la acidez de la mezcla. Este cambio de pH
se corroboré al medir la acidez titulable.

Para el ensayo C (mezcla control), el valor del pH no varia, aunque la etapa de
maduracién de la mezcla ocurrié en las mismas condiciones que la del ensayo B y
a ninguna de las dos se le adicioné microorganismos probio6ticos, no se observo
ningun comportamiento en el ensayo C, debido a que los fendmenos de la etapa
de maduracion no se presentaron a la misma velocidad y la acidez para este

ensayo fue constante.

5.2.4.2. Tiempo de estudio 1-2, etapa de batido y endurecido de la
mezcla de helado.

Para este tiempo de estudio se observé que el pH para el ensayo A, cae
drasticamente a un valor cercano a 5,9, debido a la produccién de &cido lactico en

la mezcla, gracias a la activacion metabdlica de los microorganismos probiéticos.

Para el ensayo B se observo incremento en el pH y en la acidez, estas dos
mediciones difieren en su correspondencia, pero lo que se esperaba realmente era
que el pH disminuyera, y la medida de acidez aumentara, ya que debido al
proceso de overrun y el congelamiento, se presenta una concentracién de material

y por lo tanto la acidez deberia aumentar.

Para el ensayo C, tanto el pH como la acidez no presentaron ninguna variacion

significativa en su valor inicial.
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5.24.3. Tiempo de estudio 2-3, segunda semana de

almacenamiento.

En esta etapa de estudio, se observd que existio un aumento en el pH para el
ensayo A, y un periodo de estabilidad, donde los probi6ticos encapsulados
tuvieron oportunidad de adaptarse al medio y activarse nuevamente, por lo tanto,
lo que se esperaba era un incremento en la acidez y una disminucién del pH (lo
que discrepa del resultado en la grafica 2), sin embargo, en la grafica 3 se aprecia
un aumento considerable de la acidez, lo que corrobora la posible activacion

metabdlica de los microorganismos.

Para los ensayos B y C se observo que el valor del pH disminuyd, posiblemente
por el proceso de congelacién, donde las moléculas tienden a concentrarse mas
por la congelacion del agua existente en la matriz inicial que por otros factores

como era el crecimiento de bacterias 0 cambios fisicoquimicos.

5.2.4.4. Tiempo de estudio 3-7, almacenamiento.

Para los periodos comprendidos del 3-7, se observé que el pH y la acidez fueron

constantes.

5.2.5. Analisis microbioldgicos

Los resultados de las siembras realizadas se ensefian en la gréfica 4,
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Grafica 4. Comportamiento de la poblacion de Lactobacillus acidophilus en el
helado durante el tiempo de estudio
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Fuente: La autora, 2010

A continuacion se encuentra el analisis de cada tiempo de estudio segun la grafica
4.

5.2.5.1. Tiempo de estudio 0-1, etapa de maduracién de la mezcla
de helado.

Se aprecia que para el ensayo A, la carga microbiana aument6 0,6 unidades Log,
probablemente porque los probidticos contenidos en la pared de la perla

estuvieron expuestos a un medio nutritivo como lo es la mezcla de helado y un
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tiempo adecuado para su activacion metabdlica, lo que estimulé el crecimiento de

las bacterias.

5.2.5.2. Tiempo de estudio 1-2, etapa de batido y endurecido de la
mezcla de helado.

Se observd una disminucion en el numero de microorganismos asi: para el ensayo
A: 0,42 unidades Log y para B: 0,82 unidades Log, resultados probables por el
estrés mecanico, la incorporaciéon de oxigeno y el choque térmico del proceso que
afectan directamente la supervivencia de las bacterias probioticas.

La mayor capacidad de supervivencia de las bacterias para el ensayo A, se debe a
la mejor adaptacién de estos microorganismos al medio, ya que previamente

tuvieron un mayor tiempo para la adaptacién a las condiciones de la mezcla.

5.2.5.3. Tiempo de estudio 2-3, segunda semana de

almacenamiento.

Para la etapa de estudio se observd un crecimiento de las bacterias asi: para A:
0,21 unidades Log y B: 0,77 unidades Log, luego de haber pasado por la etapa de
batido y endurecimiento del helado. Algunas perlas sufrieron erosiones en la pared
superficial y en la estructura misma, debido a la accidn de las aspas y la formacién
de cristales que rompieron la estructura y liberaron microorganismos al medio, en

el tiempo de almacenamiento las bacterias se adaptaron, se activaron y crecieron.
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Para entender mejor el comportamiento del producto en esta etapa, se retoma un
modelo del encapsulado descrito por A. Laca, 2000,(ver figura 5), donde es

preciso analizar las diferentes interacciones que existen en el sistema.

Figura 5. Modelo esquematico de los microorganismos en la perla.

Geometric effects:
*Non sphericity  *Swelling

M
\ (diffusion afected

by biomass)

Kinetics:
*different than in free cells
*different parameters

Models:

- Homogeneous

- Others: pore diffusion, ...

- Granule model:
*heterogeneous system
*diffusivity over the colonies

cell escape
(Boundary conditions)

SPX
LIQUID MEDIUM

Fuente: A. Laca, 2000

Segun A. Laca, para el encapsulado se presenta una capa estacionaria en la
superficie, a través de la cual se realizan tareas de transporte necesarias como
difusion de los nutrientes del medio y de los microorganismos hacia el interior y el
exterior, también el escape celular debido a factores externos, se reporta la
probabilidad de un hinchamiento de la cépsula y la posibilidad de que se
presenten defectos geométricos, es decir, que el encapsulado no sea exactamente

esférico.
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5.2.5.4. Tiempo de estudio 3-7, almacenamiento.

En el periodo de almacenamiento se observa que la poblacion bacteriana
comienza su descenso lentamente, sin embargo luego de seis semanas de
almacenamiento el helado aun conserva propiedades de alimento funcional (carga
de probidticos minimo 1x10° ufc/g). Esta tendencia, se debe posiblemente a
factores como el frio, el cual retarda la accién metabdlica de las células vivas,
haciendo que estas entren en un estado de latencia; ademas la lenta congelacion
a la cual el helado es sometido, genera cristales de hielo que afectan directamente
la membrana celular de los microorganismos, haciendo que estos mueran, por lo

menos l0s que no se encuentran protegidos por el alginato.

Otro de los factores que influyen en la disminucién de la poblacion bacteriana es la
falta de alimento para el probiotico, ya que al estar protegido por la matriz de
alginato y estar contenido en un alimento sélido como el helado, los nutrientes no

se difunden por los poros del encapsulado.

5.2.6. Evaluacion sensorial

Se realizd una prueba afectiva con consumidores, donde participaron 51 personas
que habitualmente consumen helado. Las muestras de helado fueron las del
tratamiento A (inoculacién de encapsulados antes de la etapa de maduracion de la
mezcla de helado), ya que estas fueron las que mejores resultados arrojaron en el
seguimiento en linea del recuento de bacterias probiéticas en el helado.

Los resultados obtenidos se visualizan en la gréafica 5.
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Gréfica 5. Aceptabilidad del helado con probioéticos encapsulados.
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Fuente: La autora, 2010

Los resultados muestran que todos los atributos obtuvieron valores superiores al
cincuenta por ciento de aceptabilidad, lo que indica que el producto es aceptado
por los consumidores, aun cuando la textura era granulosa debido a la presencia
de los encapsulados.

Los atributos con menos aceptacién como fueron color y aroma se relacionan mas

con una costumbre comercial, donde el alimento presenta un aroma descriptible y
colores mas atractivos.
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6. CONCLUSIONES

Se evaluo la influencia de la encapsulacion en la viabilidad del Lactobacillus
acidophilus en un helado de crema sin sabor especifico y se encontré que
para seis semanas de almacenamiento las bacterias probidticas sobreviven

a las condiciones y se mantienen en un valor aceptable.

La técnica de extrusién o goteo fue la que mejor resultados arrojé en el

proceso de encapsulacion de probidticos.

Se evaluaron dos puntos de inoculacién de los encapsulados en helado y
se encontr6 que la mejor etapa de inoculacion de los probidticos
encapsulados fue antes de la maduracién.

Se encontrd aceptabilidad del producto por parte del consumidor tal que se
pueden iniciar estudios de comercializacion.

Se confirm6 que un producto lacteo como el helado puede servir como

vehiculo para llevar microorganismos probiéticos al ser humano.
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7. RECOMENDACIONES

Es necesario activar las bacterias para un manejo facil y un conocimiento
real de la poblacién inicial de los microorganismos que se inoculan al

producto.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede considerar la
posibilidad de comercializar el producto con varias presentaciones. Estas
presentaciones podrian llevar color y aroma, partiendo de la preparacion de

los encapsulados como serian “gomitas”.

Por otra parte, la comercializacién del producto debe ir acompafada de
campanas de educacion acerca de los probioticos
con el objetivo de alentar a los consumidores hacia un consumo constante

de este tipo de alimentos.

55



BIBLIOGRAFiIA

A. Laca, L.A. Garcia, M. Diaz. (2000). Analysis and description of the
evolution of alginate inmobilised cells systems. Journal of Biotechnology 80:
203-215.

Ada Lydia de las Cagigas. Prebidticos y probiodticos, una relacidén

beneficiosa. Ediciones Mirasierra. Madrid. 2003.

Becerra Espanol, Liliana Carolina. Obtencién de helado de soya bajo en
grasa saborizado con araza. Universidad Nacional de Colombia. Bogota.
2008.

Canedo, Arana Celina. Los probiéticos en las infecciones. (v.1/2008) Guia
ABE. Infecciones en pediatria Laganés, Madrid. 2008.

Corrales Alejandro, Henderson Marjorie, Morales lleana. Sobrevivencia de
microorganismos probioticos en helado batido Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium lactis en helado batido. Revista chilena de nutricion.
Santiago de Chile. 2007

Cuenca Quicazan, Martha Maria. Evaluacion de la fermentacién lactica de
una mezcla de bebida de soya y leche de vaca utilizando células

inmovilizadas. Universidad Nacional de Colombia. Bogota. 2005.

Dalla Lasta, Maria Silvia. Pagina en internet:
www.monografias.com/trabajos12/alginato/alginato.shtml

56



Di Bartolo, Eduardo. Guia para la elaboracién de helados. Secretaria de
Agricultura, ganaderia, pesca y alimentos. 2005

FAO/WHO Experts” Report. (2001). Health and nutritional properties of
probiotics in food including powder milk with live lactic acid bacteria.

FAO y OMS. (2006). Probidticos en los alimentos. Propiedades saludables
y nutricionales y directrices para la evaluacién. Estudio FAO alimentacion y
nutricién 85: 6-11.

G. Cruz, Adriano. E. C. Antunes, Adriane. O. P. Sousa, Ana lucia. A. F.
Faria, José, M. |. Saad, Susana. (2009). Ice — cream as a probiotic food
carrier. Food Research International 42.

Homayouni, A. Azizi, M.R. Ehsani, M.S. Yarmand, S.H. Razavi. Effect of
microencapsulation and resistant Storch on the probiotic survival and
sensory properties of synbiotic ice cream. Food Chemistry. Iran. 2008

Ivonne-Figueroa, co. (2006). El Beneficio de los probioticos. Departamento
de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa. Alfa
Editores Técnicos.

I.N. Haynes and M.J. Playne. Survival of probiotico cultures in low-fat ice-
cream. Australian Journal of Dairy Technology; Apr 2002; 57,1;
ABI/INFORM Trade & Industry pg 10.

J. Yanez F. co. Aplicaciones biotecnologicas de la microencapsulacién.
Departamento de biotecnologia y bioingenieria del Cinvestav. Avance vy

perspectiva vol. 21. 2002.

57



K. Kailasapathy; K. Sultana. Survival and (beta)-D-galactosidase activity of
encapsulated and free Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis

in ice-cream. Australian Journal of Dairy Technology. 2003.

Lee, Y. K. & Salminen, S. The coming of age of probiotics. Trends in food
Science & Technology, 6, 241 — 244. 1995.

Marquina, Domingo y Santos Antonio. Probidticos, prebidticos y salud. Dpto
de microbiologia Ill, Universidad Complutense, Madrid.

McFarland, L.V. (1999). Biotherepeutic agents for Clostridium difficile-
associated disease, p. 159-193. In G. W. Elmer, L. McFarland, and C
Surawicz (ed.), Biotherapeutic agents and infectious diseases. Humana
Press Inc., Totowa, N.J.

Montijo, E.; Bacarreza, D.; Diaz, S.; Cervantes, R.; Mata, N.; Zarate, F.;
Garcia, M.; Lépez, L.; Ramirez, J. (2008). Utilidad de los probidticos en
pediatria: revisidn. Revista de enfermedades infecciosas en Pediatria, 22
(85), 24-31.

Moore, W.E. and L.H. Moore. (1995). Intestinal floras of populations that
have a high risk of colon cancer. Appl. Environ. Microbiol. 61:3202-3207.

Norma Técnica Colombiana 1239 de 2002 Helados y mezclas para helados
P. Capela, T.K.C. Hay, N.P. Shah. Effect of homogenisation on bead size
and survival of encapsulated probiotic bacteria. Food Research International

40. Australia. 2007

58



Revista Dinero. Edicion 250.Abril 2006

Saez Vivian, Hernandez José Ramén, Peniche Carlos. Las microesferas
como sistemas de liberacion controlada de péptidos y proteinas.
Departamento de desarrollo de formulaciones, centro de ingenieria genética
y biotecnologia. Cuba. 2007.

Shah, N.P., R.N. Fedorak and P.J. Jelen. (1992). Food consistency effects
of quarg in lactose malabsortion. Int. Dairy J. 2:257-269.

S. Mandal, A.K. Puniya, K. Singh. Effect of alginate concentrations on
survival of microencapsulated Lactobacillus casei NCDC-298. International
Dairy Journal 16 (2006).

T.T. Sheu, R.T. Marshall, and H. Heymann. Improve survival of culture
bacteria in frozen desserts by microentrapment. Food science and human
nutrition. Columbia. 1993.

Vargas Edgar Mauricio, Gémez Clara Juliana, Parra Ménica Ellana, Romero
Maria Alexandra. Produccién de microorganismos probidticos como aditivo
para alimentos concentrados para ganado vacuno (segunda parte). Revista
de ingenieria # 20 facultad de ingenieria universidad de los andes. 2002

V. Chandramouli, K Kailasapathy, P. Peiris, M. Jones. An improve method

of microencapsulation and its evaluation to protect Lactobacillus spp. In

simulated gastric conditions. Journal of Microbiological Methods 56. 2004

59



W.K. Ding and N.P. Shah. Acid, bile, and heat tolerance of free and
microcapsulated probiotic bacteria. Journal of Food science. Institute of food
technologists. 2007.

Wunwisa Krasaekoopt, Bhesh Bhandari, Hilton Deeth. (2003). Evaluation of
encapsulation techniques of probiotics for yoghurt. International Dairy
Journal. Australia.

Y. Sanz. Co. Contribucién de la microbiota y del género “Bifidobacterium” a
los mecanismos de defensa del huesped frente a patégenos
gastrointestinales. Instituto Agroquimica y tecnologia de alimentos.
Valencia. 2006.

60



ANEXO 1

INFORMACION DE LAS MATERIAS PRIMAS

ALGINATO DE SODIO (DALLA L, Maria S)

Los alginatos son polimeros naturales que hacen parte de la pared celular de las
algas cafés (Phaeophycoeae) y son usados en diversas industrias; en la de
alimentos se emplea como agente gelificante y viscosante, formador de peliculas
para la proteccion de alimentos y estabilizador de espumas. En la industria
farmacéutica este polimero se usa como agente desintegrador, gel absorbente,
agente de suspensién, entre otros y en la agricultura como agente de retencién de
agua.

Los alginatos disponibles en el mercado se comercializan, en su mayoria, en
forma de sales hidrosolubles, libres de celulosa, blanqueadas y purificadas, entre
las que se incluyen las siguientes: Acido alginico, Alginato de sodio, Alginato de
potasio, Alginato de amonio, Alginato de calcio y Alginato de propilenglicol.

También se producen compuestos combinados, tales como:

» Alginato de amonio-calcio
» Alginato de sodio-calcio

Algunos de estos compuestos, principalmente el acido alginico y sus sales de
sodio, calcio y potasio, se ofrecen en tres calidades diferentes, determinadas por
los procesos de purificacién y blanqueado que sufren los productos durante su
manufactura. Dichas calidades corresponden a:
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e (Calidad alimentaria: productos completamente libres de celulosa, de
coloracién blanca o ligeramente amarilla.

e Calidad farmacéutica: productos blancos, totalmente libres de celulosa.

e Calidad técnica: productos usualmente libres de celulosa (puede contener
cierta proporcion); color variable desde blanco a amarillo o marrdn. Estos
son empleados principalmente por la industria textil, de pinturas, papeles

calco, maderas aglomeradas, etc.

Estabilidad: Alginatos solidos

El grado de polimerizacién (GP) de un alginato es una medida del peso molecular
promedio de sus moléculas y corresponde al numero de unidades de acidos
urénicos en la cadena polimérica. La viscosidad de las soluciones de alginato se
relaciona directamente con el grado de polimerizacion y el peso molecular;
mientras que la pérdida de viscosidad de las mismas (que se produce
comunmente durante el almacenaje) es una medida de la extensién de un proceso

de depolimerizacion del alginato.

Comercialmente se producen alginatos (principalmente alginato de sodio) de baja,
media y alta viscosidad (esto se refiere a la viscosidad de sus soluciones acuosas
al 1%), que presentan pequefas diferencias en cuanto a estabilidad: con ciertas
excepciones, la regla general es que los compuestos con un elevado grado de

polimerizacidn son menos estables que aquellos con un GP bajo.

El acido alginico es el menos estable de los productos, mas aun aquellos
materiales con alto grado de polimerizacién en los cuales las largas cadenas
pueden degradarse en unidades menores en unos pPocos meses a temperatura
ambiente. Sin embargo, los compuestos de cadenas mas cortas resultan estables.
A pesar de las diferencias mencionadas en cuanto a estabilidad, todo compuesto
alginico comercial debera almacenarse en un lugar fresco a temperaturas de 25°C

0 menores, pues la elevacion de la misma puede causar una significante
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depolimerizacion que afecta las propiedades comercialmente Utiles como la

viscosidad y la fuerza de los geles.

Estabilidad: Soluciones de alginato

Las sales de cationes monovalentes [Na*, K", NH;", (CH.OH)3sNH'] del acido
alginico y su éster de propilenglicol son solubles en agua; no asi el 4cido alginico y
la sal calcica. Las soluciones neutras de alginatos de baja a media viscosidad
pueden ser mantenidas a 25°C por varios afnos sin apreciable pérdida de
viscosidad y ademas con muy baja susceptibilidad al ataque microbiano.

Como ya se menciond, las soluciones de alginatos altamente polimerizados son
poco estables aun a temperatura ambiente y tienen tendencia a sufrir
depolimerizacion a medida que se incrementa la temperatura.

En cuanto a la compatibilidad con otros compuestos, como las soluciones de
alginatos contienen un polisacarido anioén, pueden dar productos insolubles al
mezclarse con ciertos cationes. Tales soluciones resultan incompatibles con la
mayoria de los cationes di y trivalentes, con las sales de amonio cuaternarias
usadas generalmente como bactericidas, con acidos lo suficientemente fuertes
como para producir la precipitacion del &cido alginico y con alcalis fuertes, los

cuales producen una ruptura gradual de las cadenas polisacaridas.

Factores fisicos:

La solubilizacién de los compuestos de alginato se ve afectada tanto por el tamano
como por la forma de las particulas. Usualmente se prefiere un material basto o
grosero cuyas particulas resultan mas faciles de dispersar y suspender, aunque
tienen una baja velocidad de hidratacion. Las particulas finas se disolveran mas
rapidamente, pero existe mayor riesgo de que se aglomeren; éste efecto puede
disminuirse diluyendo el alginato en presencia de otro polvo, por ejemplo azucar .
La cantidad de alginato que se disolvera en agua esta limitada por la naturaleza
fisica de las soluciones, mas que por la solubilidad del compuesto en si. Al

incrementarse la concentracién de alginato, la solucién pasa de un estado de
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liquido viscoso a una pasta espesa, punto en el cual se vuelve muy dificil de

dispersar el alginato remanente.

Factores quimicos:

La solubilizacién de estos productos en agua resulta dificultosa si se realiza en
presencia de compuestos que compiten con las moléculas de alginato por el agua
necesaria para su hidratacion. Asi, la presencia de azucares, almiddn o proteinas
en el agua reducira la proporcion de hidratacion y se requeriran mayores tiempos
de mezcla. Las sales de cationes monovalentes (como el NaCl) tienen un efecto
similar a concentraciones cercanas al 0.5%. Lo mejor es agregar todas estas
sustancias después de que el alginato fue hidratado y disuelto.

La presencia de pequenas cantidades de cationes polivalentes inhibe la
hidratacion de los alginatos y proporciones elevadas de los mismos causan su
precipitacion. El alginato sédico resulta de dificil disolucién en aguas duras y leche
debido a que ambas contienen iones calcio; éstos deben ser primero secuestrados
con un agente complejante tal como hexametafosfato de sodio o acido
etilenediamino tetraacetico (EDTA).

Sus especificaciones son:

Especificacion Valor
Pérdidas por secado Maximo 15%
Ash a 600°C 18.0 a 27.0%
pH (solucion al 1%) 5.5a 7.5
Tamafno de particula 100 mm % 2%
Viscosidad (solucién 1%, 20°C) 350 a 450 mPa*s

Nutricionales (para 100 @)

Energia 0 Kcal
Fibra 67 g
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Sodio 10 g
* Proteina, grasa y carbohidratos no aplican

CLORURO DE CALCIO

Propiedades quimicas

Formula quimica CaCl2

Presentacion Granulos blancos inodoros
Pureza 94-97% en peso

Densidad 55 Ib/pie3

pH 7.0 a 10.0 en solucién acuosa diluida

CULTIVO LACTICO

Nombre:
HOWARU Dophilus LYO 40 DCU — HOWARU Premium Probiotics

Descripcion:
Cultivo probiotico liofilizado para aplicaciones en bebidas y productos lacteos.

Instrucciones de uso:
Desinfecte la zona de apertura con etanol al 70% antes de abrir el empaque. Corte
el empaque para abrirlo y adiciones el cultivo a la leche de proceso teniendo en

cuenta condiciones asépticas.

Vida util / Almacenamiento:

18 meses desde la fecha de produccién a una temperatura menor o igual a -18°C
y 6 meses después de la fecha de abierto conservandose a una temperatura de
4°C.
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CALDO BHI (Brain Heart Infusion)

Uso:
El medio de Infusién Cerebro Corazén es utilizado para el cultivo de
microorganismos fastidiosos como estreptococos, neumococos y meningococos.

Este medio también es conocido como BHI por sus siglas en inglés.

Explicacion:
El medio de Infusién Cerebro Corazén es una modificacion de las formulaciones
desarrolladas por Rosenow y Hayden en las que se adicioné infusion de cerebro

de ternera y difosfato de sodio.

El medio de Infusiéon Cerebro Corazén esta especificado en varios procedimientos
estandares para la industria alimenticia y el andlisis de aguas. También es
recomendado por la NCCLS para preparar el inoculo para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana.

En este medio la infusion de carne de corazén y de cerebro de ternera asi como la
peptona proveen la fuente de carbono, nitrégeno sulfuro y vitaminas. La dextrosa
actua como fuente de energia. El cloruro de sodio mantiene el balance osmaotico

del medio. El fosfato disédico actia como buffer.

Férmula:

Infusién de Cerebro de Ternera 200.0
Cloruro de Sodio 5.0

Infusién de Corazén de Res 250.0
Fosfato Disodico 2.5

Peptona de Gelatina 10.0

Dextrosa 2.0

pH7.4+£0.2
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Almacenamiento:
2-30°C.

Caducidad:

5 anos en frasco cerrado.

Presentacion:

Frasco con 450 g

Caja con 20 sobres para un litro

Medio preparado en caja con 10 Tubos
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ANEXO 2

FORMATO DE EVALUCION SENSORIAL

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
PROGRAMA INTERFACULTADES
ESPECIALIZACION EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Evaluacién con consumidores

Fecha: Sexo:
Edad 114 [] 1520 [] 2130 [
ad:

31-40 [] 4150 [ ] >50  []
Con qué frecuencia consume helado?
Diario  [__] Semanal [_] Mensual []
Casi nunca I:l

MUESTRA #
ATRIBUTO CALIFICACION

APARIENCIA megusta [ | indiferente ] nomegusta [_|
COLOR megusta [__| indiferente [ | nomegusta [ |
AROMA megusta [__| indiferente [_] nomegusta [ |
SABOR megusta [ | indiferente [ ] nomegusta [ |
TEXTURA  megusta [ | indiferente [ | nomegusta [ |

OBSERVACIONES

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION
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