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Carta editorial

VOL. 18

n un contexto en el que la ciencia de los alimentos enfrenta el desafio constante

de responder a las crecientes demandas de calidad, sostenibilidad e innovacion,

la presente publicacion retine una serie de contribuciones que reflejan la diver-

sidad de enfoques que hoy caracterizan esta area. Los articulos que conforman

estaedicion hansido elaborados por estudiantes del Doctorado en Ciencia de Ali-
mentos de la Universidad de lasAméricas Puebla, bajo la guiade lasy los integrantes del nicleo
académico del programa.

Los articulos que integran este volumen 18 de TSIA abordan, desde distintas perspectivas,
la estrecha relacion entre la composicién, la funcionalidad y el procesamiento de los alimen-
tos, y ofrecen al lector un panorama critico y actualizado sobre temas clave. El primer articulo
discute el efecto de la composicion de las sales (minerales) en la leche y suimpacto en el pro-
cesamiento y la fortificacion, ademas de aportar elementos relevantes para el desarrollo de
productos lacteos con valor nutricional agregado. En la segunda contribucién se presentan
alternativas innovadoras para reducir el contenido de aztcares en la formulacién de alimen-
tos, destacando el potencial de las proteinas dulces como ingredientes funcionales. El tercer
articulo explora el creciente interés en bebidas fermentadas no lacteas, resalta sus bene-
ficios potenciales, el papel de los microorganismos probidticos y los retos tecnoldgicos
asociados a su desarrollo. La cuarta contribucion profundiza en los principios que rigen la
formulacion de emulsiones, fundamentales para la textura, la estabilidad y la aceptacion
sensorial de diversos productos alimenticios. Finalmente, el tltimo articulo aborda el uso
de materiales avanzados que permiten mejorar la eficiencia y la uniformidad del calenta-
miento mediante microondas, contribuyendo al desarrollo y la optimizacion de procesos
térmicos en la industria alimentaria.

A lo largo de su historia, TSIA se ha constituido como un espacio en el que el aprendi-
zaje trasciende el aula y se materializa en productos académicos de calidad. La experien-
cia de participar en |a elaboracion de un manuscrito cientifico y en las distintas etapas del
proceso editorial constituye una herramienta formativa invaluable, que prepara a lasy los
estudiantes para los retos de la investigacion y la divulgacién cientifica a nivel profesional.
Reconocemos el compromisoy la dedicacion del estudiantado, asi como el apoyo y la orien-
tacion del profesorado del programa, cuyo trabajo hace posible esta publicacion. Esperamos
que este esfuerzo no solo ayude a formar recursos humanos de alto nivel, sino que tam-
bién fortalezca la cultura cientifica y editorial en el ambito de Ia ciencia de los alimentos.

Dra. Nelly Ramirez Corona

Profesora del nicleo académico
Doctorado en Ciencia de Alimentos
Universidad de las Américas Puebla
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RESUMEN

assalesen laleche representan del 6 al 7 9% (p/p) de los sdlidos totales. A pesar de

seruna fraccion relativamente pequefia, juegan un rol critico en la determinacion

de la estabilidad del sistema, principalmente por su influencia en la estructura 'y

funcionalidad de las proteinas lacteas. El presente documento tiene como obje-

tivo recopilar los avances recientes en el estudio de la particion de sales en las fases
de la leche. Ademas, describe la influencia que las operaciones unitarias de concentracion,
fraccionamientoy tratamiento térmico tienen en el equilibrio salino del sistema lacteo. Final-
mente, se plantean algunas consideraciones para la fortificacion de derivados lacteos. Conocer
los factores que afectan el equilibrio dindmico de las sales en la leche es fundamental en la
definicion de las propiedades fisicoquimicas y nutrimentales de productos lacteos fortifi-
cados, especialmente en aquellos sujetos a multiples etapas de procesamiento durante su
manufactura, como es el caso de las formulas infantiles.

Palabras clave: sales, calcio, fosfato, caseinas, proteinas de suero.

ABSTRACT

Milk salts account for 6 to 7 %% (w/w) of the total solids in milk. Although it is a relatively
a small fraction, it plays an essential role in the determination of the milk’s system stabi-
lity, driven mainly by its influence on the structure and functionality of milk proteins.
The present paper compiles the advancement related to the study of salt partition in milk
phases. Furthermore, it describes the influence of concentration, fractioning, and thermal
treatment unit operations in the salt equilibria of the milk system. Finally, it presents some
considerationsto account for during the fortification of dairy products. Understanding the fac-
tors affecting the dynamic equilibrium of milk salts is critical to define the physicochemical
and nutritional properties of dairy products, especially in those subject to multiple processing
steps during its manufacture, such as the case of infant formulas.

Keywords: salts, calcium, phosphate, caseins, whey protein.
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INTRODUCCION

Los productos lacteos constituyen un vehiculo importante para
proveer la fortificacion nutrimental necesaria a diversos seg-
mentos de la poblacién. En algunos casos, dicha fortificacion
constituye un requisito obligatorio parala comercializacion de
ciertos derivados lacteos, como es el caso de las formulasinfanti-
les (DOF, 2012). Sin embargo, los procesos involucrados en lama-
nufactura de estos productos, aunado a la adicién de sales con
los fines antes descritos, representan factores importantes que
podrian alterar la estabilidad final del producto, influiren el ren-
dimiento y efectividad del procesamiento y afectar la biodis-
ponibilidad del micronutriente en cuestion (Barone et al., 2021).

De manera general, se estima que del 6 al 7 %% (p/p) de
los sélidos totales de leche bovina estan compuestos por sales.
Esta fraccion estd integrada por cationes (principalmente calcio,
magnesio, sodio y potasio) y aniones (mayoritariamente fos-
foro inorganico, citrato y cloro) (Bauland et al., 2022). Ademas
del analisis cuantitativo de las sales presentes en la leche, el
estudio de ladistribucion de estos componentes, la forma qui-
mica en |a que se encuentran y las relaciones de asociacién
que presentan son de especial relevancia, debido a la marcada
influencia que ejercen estos elementos en la conformacion
y estabilidad de las proteinas lacteas, en laactividad de algunas
enzimas presentes de manera natural en la leche y, en menor
medida, en la estabilidad lipidica del sistema lacteo (Gaucheron,
20113; Fox et al.,, 2015).

Dada la relevancia relacionada con el estudio de sales en la
leche, se han publicado revisiones recientes que atienden
algunos de estos puntos (Deeth y Lewis, 2015; Masotti et al,
2020; Barone et al, 2021; Barone et al,, 2022; Nieuwenhuijse y
Huppertz, 2022b). La mayoria de estos trabajos se han enfocado
en el estudio especifico del calcio. Probablemente esto puede
atribuirse a la proporcidon mayoritaria en la que se encuentra
presente este mineral y al papel fundamental que juega en
la estabilidad y funcionalidad de las proteinas lacteas, princi-
palmente en las micelas de caseina. Sin embargo, no se han
reportado revisiones que contemplen las consecuencias fisi-

coquimicasy de estabilidad resultantes de la modificacion en el
equilibrio salino global en la manufactura de productos lacteos.
El objeto de esta revision es presentar el progreso en el
estudio y analisis de la reparticion de sales en las fases coloi-
dalesy solubles de la leche. También se discutira la influencia
que ejercen las operaciones unitarias del tratamiento térmico,
la concentracion y el fraccionamiento en el equilibrio dina-
mico salino del sistema lacteo, asi como las consecuencias fisi-
coquimicas que dicha distribucién tiene en el sistema final.
Finalmente, se revisaran de manera critica algunas de las impli-
caciones de fortificar derivados lacteos con sales minerales.

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Composicion y distribucion de las sales en la leche
La leche contiene sales organicas e inorganicas. Esto compren-
de la presencia de iones organicos de importancia en la leche,
como es el caso del fosfato organico y del citrato. Al hablar
de las sales en la leche, es importante sefialar que los térmi-
nos minerales o cenizas no son considerados como equivalen-
tes. El término minerales generalmente esta asociado de forma
exclusiva a compuestos inorganicos. Por su parte, la obtencion
de cenizas del sistema lacteo resulta en la pérdida de incinera-
cion de citrato y acetato, y podria evaporar iones cloro y azu-
fre (Walstra et al., 2005; Noeparvar, 2018; Nieuwenhuijse y
Huppertz, 2022b).

Lassalesen lalecheseencuentran distribuidas de formasolu-
ble en el suero de leche (fase soluble o sérica) o bien asociados
a las caseinas (fase micelar o coloidal). Un tercio del calcio, Ia
mitad del fosfato inorganico, dos tercios del magnesio y mas del
90 % del ion citrato y el sodio se encuentran en la fase solu-
ble de Ia leche. En esta fase, los iones pueden estar asociados
entre ellos para formar sales como citrato de calcio, fosfato de
calcio y cloruro de sodio. También es posible que se encuen-
tren en sus formas idnicas libres. En contraste, la presencia de
cationes divalentes (principalmente Ca** y Mg*' y, en menor
medida, Zn*> y Mn?*) domina en la fase micelar. Estos pueden
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estar unidos mediante enlaces idnicos a los residuos fosfori- Estos aglomerados han sido sujetos de investigacion exhaustiva
lados de serinas o, en menor medida, a los grupos carboxilicos  debido al papel fundamental que juegan en la estabilizacion de
de los aminoacidos aspartato o glutamato. Adicionalmente, el la estructura cuaternaria de las micelas y, consecuentemente,
calcioy el fosforo pueden estar asociados en la forma de fosfa- ~ enlaestabilidady funcionalidad de los productos lacteos (Dum-

to de calcio micelar (McP, porsussiglas en inglés) en estructuras ~ pler, 2018). La tabla | resume la composicion, distribucion y
dentro de la micela, conocidas como nanoclusters (Gaucheron,  forma de asociacion de las sales e iones presentes de manera
2005; Bauland et al, 2022; Nieuwenhuijse y Huppertz, 2022).  natural en laleche.

IELENE Composicidn y distribucion de iones en las distintas fases de la leche (micelar y soluble)

R Concentracion total por A A Concentracion segun
lon Localizacion %/o e Forma de asociacion .. i
fase (mmol L) forma quimica (mmol L)
[Ca*] 2.0
[CaCit] 6.9
Fase soluble? 34 9.0
Ca [CaPO,] 0.6
a-lactalbiumina 0.5
Fase micelar 66 21.0 Caseinas 19.4
[Mg*] 12
[MgHPO*] 0.7
Fase soluble? 67 35 .
Mg [Mg,Cit,] 1.8
Mgcl, 0.1
Fase micelar 33 15 Caseinas 1.9
[Na'] 21.0
Fase soluble? 98 215
Na [Nacl] 04
Fase micelar 2 0.5 Caseinas 0.5
[K'] 36.3
[KH,PO, ] 0.1
Fase soluble? 92 343
K [K,HPO, ] 0.7
[Kcl] 0.6
Fase micelar 8 0.7 *
Esterificado a fosfolipidos 0.3
. Fase soluble 31 2.6 )
P (organico)® Esteres de azucares 24
Fase micelar 69 5.7 Caseinas 5.7
) . Fase soluble? 52 1.0 [H,PO, / HPO*] 1.0
P (inorganico)* . .
Fase micelar 48 10 Coloidal (McP**) 10




IEGIERE Composicion y distribucidn de iones en las distintas fases de la leche (micelar y soluble) (continuacion)

R Concentracion total por NP Concentracion segun
lon Localizacion %/o ol Forma de asociacion .. B
fase (mmol L) forma quimica (mmol L)
Unido a Ca*" y Mg* 6.9
. Fase soluble? 90 8.1 Cit* 1.1
Citrato .
HCit* 0.9
Fase micelar 10 0.9 *
[CI] 27.8
Cacl, 0.2
Cloruro Fase soluble? 100 30 Mgcl, 0.1
Nacl 0.3
Kcl 0.6
Membrana del glébulo 0.001
de grasa
Fasesoluble 75 0.008 RO OIS 0.004
Hierro séricas
Asociado con componentes
. 0.003
de bajo peso molecular
Fase micelar 25 0.002 Caseinas 0.002

Fuente: elaboracion propia con informacién de Wulansari Sugiarto (2004); Gaucheron (2005); Mekmene et al. (2009); Fox et al. (2015); Bauland et al. (2022); Lucey y

Horne (2022); Nieuwenhuijse y Huppertz (2022a).
Notas:

3La composicion de la fase soluble corresponde al permeado de la ultrafiltracion de leche usando una membrana con un tamafo de poro de 10 kDa.

b El fosforo organico comprende todo aquel que se encuentra ligado covalentemente a moléculas organicas (micelas de caseina, fosfolipidos, ADN, ARN, nucleétidos y

azucares fosfatadas) (Gaucheron, 2011b).

“El fosforo inorganico corresponde al ion fosfato, el cual puede adquirir diferentes formas quimicas o estados de ionizacién (HPO, * 0 H_PO,’), dependiendo del pH del

medio (Gaucheron, 2011b).

4 Discrepancias entre las sumatorias totales de las columnas concentracion total por fase (mmol L") y forma de asociacion pueden atribuirse al método analitico o

modelo utilizado para estimar la concentracion de la forma salina estudiada.
*Informacion no disponible.

**McP: por sus siglas en inglés, fosfato de calcio micelar.

Por lo anterior, el estudio de la distribucion y el equilibrio
de sales en la leche esta intimamente ligado a la modelacion de
la estructura de las micelas de caseina y, en seguida, a la puesta
a prueba de tales modelos a través de observaciones experi-
mentales. Lo anterior supone un reto, pues las caseinas son fos-
foproteinas que no cristalizan, razén que explica el porqué del

desconocimiento de la estructura exacta de la micelay, conse-
cuentemente, de los aglomerados de fosfato de calcio micelar
dentro de ella (Lenton et al, 2020; Enax et al., 2022). Actual-
mente no existe un modelo de la estructura de la micela de
caseina que la comunidad cientifica reconozca de manera una-
nime; no obstante, se reconoce el papel biolégico de estas
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proteinas como transportadoras de calcioy fosfato de la madre
al neonato; ello explica como la concentracion de estos mine-
ralesen laleche sobrepasa de manerasustancial lasolubilidad
en agua del fosfato calcico (Bauland et al., 2022).

Launidén de calcioy otrosiones polivalentesa las estructuras
proteinicas resulta en lareduccién de la carga neta negativa de
las micelas de caseina, lo que facilita la interaccion entre ellas
y podria conduciralaagregacion. Este fenomeno se observaen
tres de las cuatro fracciones de caseinas presentes en la leche
bovina(a_,>a >PB), razén porlacual se clasifican como sensibles
al calcio (Huppertz etal, 2018). En estalinea, diversos trabajos se
han propuesto explicar la particion de sales en leche bovina
entre las fases micelary soluble, fundamentando los modelos
generados en el conocimiento estructural de las fracciones de
caseina (Holt et al., 1981; Lyster, 1981; Mekmene et al., 2009).
Bijl et al. (2019) explican que una de las dificultades de estos
modelos tiene que ver con la disconformidad entre las formu-
las quimicas del fosfato de calcio micelar, comparada con aquel
presente en la fase soluble. Aunque dicha diferencia es necesa-
ria para explicar algunas observaciones experimentales, rompe
lasuposicidninicial del equilibrio termodinamico entre losiones
en lafase continuay aquellos presentes en la micela de caseina.
Por lo anterior, Bijl et al. (2019) propusieron un modelo cuan-
titativo para describir las interacciones de los iones divalentes
considerando la contribucion individual de cada fraccion de
las caseinas sensibles al calcio. Concluyen que el modelo les
permitié predecir que un promedio de 67 * 10 % de las fraccio-
nes de caseinas estudiadas (o, a_ y ) se encuentran unidas a
un ion divalente, comparado con un 80-90 9% de los modelos
propuestos anteriormente. Finalmente, sefialan la importan-
cia de desarrollar métodos para el estudio de la estructura de
las micelas en estado nativo.

Para complementar los trabajos anteriores, es indispensa-
ble reconocer que la distribucion del sistema salino lacteo se
encuentra en intercambio permanente entre los iones en sus
distintas fases (Bauland et al.,, 2022). El estudio de lamovilidad de
sales entre las fases séricas y coloidales contribuye al entendi-
miento de los factores que modulan dicho equilibrioy las con-

secuencias tecnoldgicas que tal equilibrio pudiera tener. Entre
los trabajos pioneros en este ambito destacan los de Pierre et al.
(1983) y Zhang y Aoki (1996). Ambos grupos de trabajo estudia-
ron el comportamiento del calcio y del fosforo en las micelas de
caseina a través de resonancia magnética nuclear usando fos-
foro 31Py 45Ca como los nucleos de interés. Pierre et al. (1983)
distinguieron la presencia de trestipos de calcio, de acuerdo con
las cinéticas de intercambio que seguian: rapido de intercam-
biar (demoraba solo unos minutos), lento para intercambiar
(tardaba algunas horas) y no intercambiable (mas de 24 horas
sin movilidad). Por su parte, Zhang y Aoki (1996) estimaron que
entre el 30-40 % del fosfato calcico micelar pertenece a la
categoria no intercambiable con |a fase soluble, hecho que atri-
buyeron al involucramiento de esta fraccion con estructuras
de union mas estables.

Estudios recientes han corroborado las observaciones antes
sefialadas. Hindmarsh y Watkinson (2017) identificaron estruc-
turas rigidas de fosforo en las micelas de caseina de las que
el calcio fue quelado con el uso de 20 mM de EDTA. Recono-
cieron que estas estructuras no coinciden con las planteadas
en modelos de la micela de caseina (Holt et al, 1989; Horne,
1998), los cuales plantean la presencia de enlaces interpro-
teinicos por fosfoserinas con calcio y a través de estos hacia el
fosfato de calcio micelar. Por el contrario, Hindmarsh y Wat-
kinson (2017) postulan que probablemente se trate de puentes
de calcio para la unién de dos residuos de fosfoserinas, ya sea
intra o interproteina.

En comparacion con los trabajos relacionados con el calcio
y el fosfato, el estudio de la distribucion, interaccionesy equi-
librio influenciado por otros iones de importancia en la leche
es limitado. Philippe et al. (2005) estudiaron el efecto de la
adicion de diferentes cationes di y trivalentes en las carac-
teristicas fisicoquimicas de las micelas de caseinas y en el ba-
lance de salesen el sistema lacteo estudiado. Reportaron el orden
de asociacion de los cationes a las micelas de caseinas como
Fe3">Zn> > Ca*"> Cu* > Mg Sefialan que, para todos los casos, la
asociacion alas micelas no esdirecta, sino que se da a través de
los aniones de citrato y fosfato inorganico. Sobre los cambios
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estructuralesen lamicela, observaron quelahidratacion de estas
disminuyo considerablemente en presencia de cualquiera de
los cationes estudiados.

En cuanto a la distribucion del magnesio en las distintas
fases de la leche, Franzoi et al. (2018) monitorearon la distri-
bucion de sales en las fases sérica y micelar de leche bovina
después de la coagulacion mediante quimosina. Reportaron
que el 48 oo del magnesio presente en la leche se encontraba
asociado a la fase coloidal, en contraste con 79 %% del calcio
que se encontraba en esta misma fase. Comparada con la del
calcio, la proporcion disminuida de magnesio en la fase mice-
lar se atribuye a la baja afinidad que presenta este al fosfato
inorganico y al citrato. Ademas, se sabe que la reparticion de
este ion depende del pH y fuerza ionica del medio en donde, a
menor pH, aumenta la concentracién del ion magnesio (Mg*)
en la fase sérica, lo cual pudiera tener un efecto desestabili-
zante en las proteinas lacteas (Philippe et al,, 2005; Huppertz,
2013; Begum, 2019).

Por su parte, los cationes monovalentes presentes en la
leche (sodio y potasio) se encuentran principalmente distri-
buidos como iones libres en la fase soluble (Gaucheron, 2005).
La asociacion de iones monovalentes con los residuos negati-
vamente cargados de las caseinas puede ocurrir; sin embargo,
se trata de una union mas débil en comparacién con la de los
iones divalentes. Por lo anterior, la asociacion de cationes pota-
sio 0 sodio con dichos residuos aminoacidicos es relevante solo
en aquellos casos en los que la concentracion de Na' o K excede
la de los iones divalentes (Nieuwenhuijse y Huppertz, 2022a).
Huppertz y Fox (2006) estudiaron diferentes concentraciones
de NaCl afadidas (75-850 mmol L) en las propiedades fisico-
quimicas de leche concentrada. Reportaron que no encontraron
cambiosen el tamafio de las micelas de caseina, pero si reduccio-
nes en las cargas netas negativas de las mismas y en el pH de
laleche. Losautores atribuyen dichas observaciones al aumento
de la fuerza idnica en el sistema. La disminucion de pH puede
explicarse por la disociacion incremental de los pares idnicos, e-
fecto directamente proporcional a la fuerza idnica. En con-
traste, incrementar la fuerza idnica conlleva la disminucion
del coeficiente de actividad i6nico del fosfato calcico micelar
y, por ende, al incremento concomitante de la solubilidad de
dicha sal. Este fendmeno resulta en la migracion de parte del

calcio micelar a |a fase soluble. El incremento del contenido
de calcio en la fase soluble conduce a la reduccion de la carga
negativa total de las micelas de caseina (Dalgleish, 1984). Final-
mente, respecto al efecto negligible en el tamafio de las mice-
las de caseina con la adicion de NaCl, Huppertz y Fox (2006)
sefialan que podria atribuirse a la concentracion relativamente
baja de calcio micelar solubilizado (< 2mmol L*), lo que per-
mite mantener la integridad de la micela mediante repulsion
electroestaticay estérica.

En el caso de las proteinas del suero de leche, también se ha
reportado el efecto de lainteraccion deiones monovalentes con
estas. Se han identificado dos tipos de interacciones: 1) los catio-
nes monovalentes reducen las fuerzas de repulsion electroesta-
ticas entre las moléculas de proteinas cargadas negativamente,
lo que incrementa la proximidad entre los grupos reactivosy 2)
reducen la formacion de puentes de cationes divalentes entre
las moléculas (Havea et al, 2002).

Por ultimo, cabe destacar que los analisis in silico pueden
representar una herramienta de gran apoyo en el estudio de la
distribucion mineral y suinteraccion con las proteinas lacteas.
Rodzik et al. (2023) determinaron launién preferencial delzinc
a ciertos residuos aminoacidicos de las caseinas (histidina, cis-
teina, glutamato y aspartato) mediante el uso de software de
modelaciony acoplamiento molecular.

2. Cambios inducidos por el procesamiento de
leche en el sistema de sales
Los cambios fisicoquimicos a los que esta sujeta la leche a tra-
vés de las diferentes operaciones unitarias involucradas en su
procesamiento pueden alterar el balance en las sales distribui-
das entre la fase coloidal y la fase soluble (de la Fuente, 1998).
Como se ha expuesto hasta ahora, el calcio juega un papel
fundamental en el establecimiento de este equilibrio dinamico.
La distribucion de las diferentes formas de calcio en la leche
esta dada por lasiguiente ecuacion:

3Ca? + 2HPO{~ & Casz(P0O,), | +2H*
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De acuerdo con esta descripcion, se observa que la concen-
tracion de calcio idnico ([Ca**]) aumenta con laadicidn de iones
hidronio (por ejemplo, durante un proceso de acidificacion)
o mediante la adicidn de sales de calcio solubles. La ecuacién
también permite explicar como, durante un proceso de ca-
lentamiento, al disminuir considerablemente la solubilidad
de Ca,(Po,),, este precipita y se asocia con el fosfato calcico
micelar, lo que contribuye a la generacion de H"y a la disminu-
cion del pH de la leche durante el calentamiento (Lewis, 2011;
Barone et al, 2022; Lucey y Horne, 2022).

El presente apartado describe el efecto de las operaciones
de concentracion, fraccionamiento y tratamiento térmico en el
balance mineral de las sales en la leche. La figura 1 ilustra algu-
nos de los fendmenos involucrados en el procesamiento de pro-
ductos lacteosy suinfluencia en el equilibrio de sales.

2.1. Efecto de la concentracion y del fraccionamiento
En general, los procesos de concentracion tienen un impacto
en el equilibrio de sales. Esto se explica porque la solubilidad

de algunos productos puede verse superada, lo que provoca su
precipitacion y la disminucion del pH del sistema (Walstra et
al., 1984; Fox et al., 2015).

Markoska et al. (2019) utilizaron espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés)
para estudiar los cambios fisicoquimicos que experimenta la
leche descremada durante la concentracion por evaporacion.
Conforme aumentaba la cantidad de sélidos totales, observa-
ron un incremento en el area bajo la curva de los picos 1,118,
1,075y 1,041 cm™. Jaiswal et al. (2015) reportaron que el pico
de 1,075 cm™ se ha relacionado con la presencia de grupos fos-
fato covalentemente unidos a las micelas de caseina; de este
modo, en sistemas lacteos concentrados, un incremento en
este pico puede asociarse con laasociacion adicional de Capo,
alamicela.

Aprovechando la diferencia en tamafio entre las micelas de
caseina (200 nm de diametro) y las proteinas de suero (3.6 nm),
el uso de micro y ultrafiltracién permite generar concentrados
de proteinas lacteas con una proporcion incremental de caseina
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en comparacion con la presente en la leche bovina (Bijl et al,
2014; 0'Mahony y Fox, 2014; Corredig et al,, 2019). Este tipo de
productos presenta una solubilidad reducida, lo que consti-
tuye un factor limitante en su funcionalidad (Wu et al., 2020).
Dicho fenomeno se ha asociado principalmente con la interac-
cion hidrofobica entre micelas de caseinas y la interaccion de
las micelas con el calcio. Estos iones promueven la formacion
de entrecruzamiento entre las diferentes fracciones de caseina,
lo que contribuye a la insolubilidad de los concentrados de pro-
teina (Corredig et al,, 2019; Khalesi y FitzGerald, 2022). Kommi-
neni et al. (2022) obtuvieron una reduccion del 30 o del calcio
micelar en concentrados de caseina micelar mediante la inyec-
cion de co, durante el proceso de ultrafiltracion. Reportaron
que la disminucion de este cation mejoré sustancialmente la
solubilidad del polvo de caseina micelar. Sefialaron también
que la reduccion de calcio resulté en la diminucion del tamafo
de las micelas de caseina, lo que se reflejo en valores de densidad
aparente menores en los polvos estudiados en comparacion
con el control.

La reduccion del calcio micelar en concentrados de pro-
teina de leche, con el fin de mejorar la solubilidad, también
puede lograrse mediante el uso de aditivos quelantes. Garcia-
Amezqueta et al. (2022) estudiaron el efecto de la adicion de
citrato de sodioy hexametafosfato de sodio en soluciones de ais-
lados de caseina micelar. En su articulo describen que, aunque
ambos agentes quelantes afectan la organizacion de las micelas,
el mecanismo de accién es diferente. En el caso del citrato de
sodio, este agente forma complejos solubles de citrato de cal-
cio y solubiliza el fosfato inorganico; mientras que el hexame-
tafosfato parece actuar mediante reacciones de peptizacion,
alterando |a estructura de los aglomerados de fosfato calcico
micelarsin solubilizarlos.

Estudios recientes referentes a la concentracion de pro-
teinas de suero de leche y su relacion con la fraccion de sales
presentes se han centrado principalmente en la evaluacion de
la composicién de las incrustaciones formadas en los evapora-
doresy en labusqueda de estrategias para utilizar el suero acido.
Tanguy et al. (2015) demostraron que el acido utilizado para
la separacion del suero de la caseina tiene un efecto en la com-
posicion mineral de la corriente séricay, consecuentemente, en
la composicion de las incrustaciones formadas durante la evapo-

racion. Sefialaron que la presencia de citrato durante la concen-
tracion del suero favorecid la formacion e insolubilizacion de
citrato cdlcico.

Por otro lado, el avance en el conocimiento y escalamiento
de tecnologias asociadas al fraccionamiento de compuestos de
interés ha propiciado el desarrollo de diversas fracciones espe-
cializadas de proteinas lacteas, potencialmente relevantes en
productos nutricionales. Jiménez-Barrios et al. (2022) propu-
sieron mejorar la estabilidad térmica de Ia lactoferrina separada
mediante cromatografia de intercambio catidnico con el uso de
fosfato de potasio, fosfato de sodio, citrato de potasio y citrato
de sodio. Reportaron que la presencia de 2 mM/L de fosfato de
potasio inhibid la agregacion de la proteina parcialmente des-
doblada. Esta observacion coincide con lo reportado por Baer
et al. (1979), quienes sefialaron que el proceso de renaturali-
zacion de lactoferrina ocurre nicamente en la forma proteinica
con menos del 5 %% de saturacion de hierro (apo). Sustentados
en este reporte, Jiménez-Barrios et al. (2022) sugieren que la
capacidad de re-naturacion de la lactoferrina en presencia el
fosfato de potasio podria estar ligada al efecto de esta sal en
la capacidad de ligar hierro de la proteina.

Porotra parte, Barone et al. (2020) estudiaron diferentes téc-
nicas de separacion y concentracion de la fraccion de a-lacto-
albumina presente en el suero de leche. Demostraron que Ia
concentracion mediante filtracion por membranas resulté en
una concentracion significativamente mayor de calcio ionico,
comparada con las otras dos técnicas de fraccionamiento estu-
diadas. Esto esrelevante, ya que concentraciones elevadas de cal-
cio idnico durante el procesamiento de productos a base de
suero de leche incrementan las interacciones proteina-proteina
(agregacion) y pueden provocar inestabilidad en el producto
terminado (Bryanty McClements, 2000; C. Singh et al., 2007).

En comparacion con la lactoferrina y la a-lactoalbimina,
la separacion y produccion industrial de B-caseina aiin no es
economicamente viable. El interés de esta fraccion —entre
otrasaplicaciones— radicaen su potencial uso en lafortificacion
de formulas infantiles, dada la mayor proporcién de esta pro-
teinaen laleche humana, comparada con laleche bovina (van
der Schaaf et al,, 2022). McCarthy et al. (2013) purificaron B-
caseina mediante coagulacion con reninay solubilizacion en frio.
Asimismo, promovieron la defosforilacion de la fraccion aislada
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con el objetivo de aproximarse mas al porcentaje de fosfori-
lacion presente en la fraccion humana. Dicha desfosforilacion
redujo la sensibilidad de B-caseina a la precipitacion por cal-
cio, lo que resulto en emulsiones mas estables a la floculacion
ante laadicion de CaCl .

2.2. Efecto del tratamiento térmico

El tratamiento térmico destaca como uno de los procesos mas
ampliamente utilizados en la industria lactea. Su principal ob-
jetivo es el de asegurar la calidad microbioldgica de la leche
mediante la destruccion de microorganismos patégenosy dete-
riorativos (Deeth y Smithers, 2018). También puede emplear-
se para inactivar enzimas nativas de la leche (Fox et al., 2015),
incrementar la fuerza del gel de yogur y mejorar la estabilidad
térmica de leche concentrada (McCarthy et al., 2022).

Al incrementar la temperatura de |a leche, la constante de
disociacion del fosfato dihidrégeno aumenta. Esto resulta en
la transformacion parcial del H,po - a HPO *, mismo que tiene
una afinidad mas alta hacia el ion calcio que H_Po,-. Junto al
calcio, HPO,* forma HPO,Ca; sin embargo, dado que la fase
soluble se encuentra sobresaturada, este precipita. Como con-
secuencia, y con el fin de restablecer el equilibrio en el sistema,

aumenta la cantidad de fosfato calcico asociado a las micelas.
Este fendmeno se intensifica con el incremento en laintensidad
del tratamiento térmico. En la ausencia de micelas de caseina
(por ejemplo, en el suero de leche o en el permeado ultrafil-
trado de leche) es posible observar un precipitado arenoso en
suspension o en |a superficie de los intercambiadores de calor.
En consecuencia, los cambios en el equilibrio salino, junto con
los productos de la reaccion de Maillard generados durante el
calentamiento, provocan una disminucion del pH del sistema
(Deethy Lewis, 2017; Bauland et al,, 2022).

Bajo condiciones de tratamiento térmico mas severas o
en matrices especificas, algunos trabajos (J. Singh et al,, 2019;
Loveday et al, 2021) han reportado un incremento en la con-
centracion de calcio ionico en la fase soluble. On-Nom et al.
(2012) observaron que, en el estudio de fases solubles obtenidas
mediante didlisis y tratadas a diferentes temperaturas, tanto el
pH como el Ca>* disminuyen conforme aumenta la temperatura.
Esto contradice lo postulado por Rose (1962), quien sugeria que
la concentracion de Ca?* aumenta con la temperatura debido
aladisminucion del pH. La tabla Il resume algunos tratamientos
comunmente aplicados a productos lacteos y su efecto en el pH
yen laconcentracion de Ca*.

Efecto de algunos procesos en el pH y concentracién de calcio iénico en la leche
Proceso Cambio en el pH Cambio en Ca*
HTST? Minimo Disminuye
UHT® Minimo Disminuye, pero se recupera durante el almacenamiento

Esterilizaciéon en contenedor Disminuye Puede aumentar o disminuir
Evaporacion y smosis inversa Disminuye Incrementa moderadamente
Ultrafiltracion No cambia Incrementa moderadamente

Congelacion No cambia Disminuye

Reduccion de pH y recuperacion No cambia Incrementa

Altas presiones Incrementa No cambia

Fuente: elaboracion propia con informacién de Deeth y Lewis (2017).

2 HTST: tratamiento a altas temperaturas, por corto tiempo (72-82 °C durante 15 o 30 segundos).

° UHT: tratamiento a ultra alta temperatura (138-145 °C por 1-10 segundos).
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Otros estudios sobre los cambios en el equilibrio salino
durante el tratamiento térmico han buscado comprender la
naturaleza del precipitado de fosfato de calcio formado a dife-
rentes temperaturas. Wang y Ma (2020) investigaron el preci-
pitado generado durante el calentamiento de leche descremada
y soluciones de caseina micelar a 70, 80, 9o y 100 °C durante
15 minutos. A medida que aumentaba la temperatura de trata-
miento, reportaron cambios significativos en los niveles de Ca
y P en lafase sérica. Es relevante sefialar que el precipitado de
fosfato de calcio formado hasta 9o °C era de naturaleza acidica,
similaral de los aglomerados de fosfato calcico micelar nativo.
En contraste, sefialaron que los calentamientos a 100 °C resul-
taron en |a formacién de una sal alcalina, probablemente con
estructura cristalina.

Mediante el uso de P NMRY FTIR, Boiani et al. (2018) estudia-
ronen tiempo real los cambiosen laestructuray distribucion del
fosfato calcico formado durante el calentamiento de leche des-
cremaday modificada con diferentes fuentes de caseina micelar.
Ademas de cambios en la distribucion mineral entre la fase
coloidal y soluble, reportaron que, a temperaturas superiores
alos 70 °C, se observa un cambio en la sefial de fésforo inorga-
nico (Pi), interpretado como un aumento en su carga negativa
del Pi. Por otra parte, explicaron que un decremento en la sefial
asociadaalos nanoclusters de fosfato calcico micelar se traduce
como unincremento en larelacion Pi:Ca, lo que afecta la estruc-
turay composicion de estos sistemas.

Aunque se sabe que la mayor parte del fosfato y del calcio
en |a fase soluble de la leche se insolubiliza durante el calen-
tamiento entre 80-140 °C, aun no se comprende por completo el
mecanismo que rige la distribucién ni la composicién de sales
en funcion del tratamiento térmico aplicado o del sistema invo-
lucrado en el calentamiento. Este hecho puede atribuirse a la
complejidad de monitorear la distribucion de las sales lacteas
aaltastemperaturasyalareversibilidad de algunas reaccionesal
enfriar la muestra de estudio (Yoo et al,, 2013; Nieuwenhuijse y
Huppertz, 2022b).

3. Fortificacion de productos lacteos con
elementos inorganicos

Similar a lo discutido hasta ahora, el estudio de la fortificacion
con sales de calcio ha recibido una especial atencidn, lo cual
se atribuye, por una parte, a que la leche constituye una fuente
ricay biodisponible de este mineral (Perego et al., 2015; Luo et
al, 2020) y, por otro lado, a la influencia que la adicion de estos
materiales ejerce sobre |a estabilidad térmica del producto for-
tificado (C. Singh et al, 2007). Para su uso con fines de fortifica-
cion, las sales de calcio pueden dividirse en dos grandes grupos:
insolubles y solubles. El primer grupo comprende sales de car-
bonato, fosfato y citrato. Como ventajas, las sales de este grupo
no afectan la concentracion de [Ca '] en lalechey no modifican
el pH del sistema, por lo que, en general, no alteran la estabi-
lidad térmica del mismo. Sin embargo, debido a su baja solu-
bilidad, presentan la desventaja de generar sedimentos durante
el procesamiento y la vida de anaquel de los productos fortifi-
cados (Crowley et al, 2014; Barone et al,, 2022). En contraste, las
sales solubles se componen de sales de cloruro, lactato y gluco-
nato. Estas presentan una mejor biodisponibilidad en compa-
racion con las anteriores (G. Singh et al,, 2007), aunque afectan
considerablemente la estabilidad térmica del producto en cues-
tion (On-Nom et al,, 2012).

Entender el efecto de la fortificacion en las propiedades
finales del producto es especialmente relevante en la produc-
cion de formulas infantiles, ya que Ia fortificacion con calcio
y otros minerales es un requisito obligatorio en esta catego-
ria de productos (DOF, 2012). Ademas, se trata de productos que
pueden someterse hasta cinco ciclos de calentamiento diferen-
tes, por lo que asegurar |a estabilidad térmica es fundamental
(Francisquini et al.,, 2020).

Ante este reto, se han propuesto diversas estrategias. Barone
et al. (2021) evaluaron distintas proporciones de sales solubles
(cloruro de calcio) e insolubles (citrato de calcio) para alcan-
zar una fortificacion de 1,500 mg de calcio L* en la formula
infantil. Reportaron que, al utilizar proporciones con un valor
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menor o igual al 50 % de CaCl , se mantienen las propiedades
fisicoquimicas estudiadas sin cambios aparentes. Por su parte,
France et al. (2020) exploraron lareduccion del tamafio de par-
ticula en la fortificacion de formulas infantiles con citrato de
calcio y demostraron una mejora en la estabilidad coloidal
de los sistemas fortificados con citrato de calcio micronizado,
atribuidaa una mayor afinidad de estas particulas con las micelas
de caseina. Otras estrategias propuestas para la fortificacion de
productos lacteos con calcio incluyen la microencapsulacion
(Gomez-Betancur et al,, 2022), el uso de hidrocoloides para au-
mentar laviscosidad en la fase continua (Miinchbach y Gerstner,
2010; Barone et al,, 2022), el uso de fosfato calcico lacteo como
ingrediente funcional (Anema, 2009; Wang y Ma, 2022) y la
adicion de sales disefiadas especificamente para el uso en for-
tificacion de productos lacteos, como es el caso del citrato de
calcioy potasio (Gadocal K®) (Ramasubramanian et al., 2014).

La fortificacion con magnesio ha sido estudiada por Abdul-
ghani et al. (2015) y Begum (2019). En el primer estudio, usa-
ron sulfato de magnesio para fortificar leche UHT con 320 mg
L* de magnesio, con el objetivo de cubrir el 100 o/ de la ingesta
diaria recomendada para adultos. Reportaron un incremento
significativo en la viscosidad de las muestras fortificadas con
magnesio, comparadas con el control sin fortificacion; sin em-
bargo, los valores reportados estaban por debajo de 10 mPas,
considerando el umbral critico para el inicio de la gelacién en
productos lacteos. Por su parte, Begum (2019) reportd que el
enriquecimiento de magnesio en leche con 5 mmol L* de clo-
ruro de magnesio resultd en un incremento en la concentracion
de magnesio idnicoy magnesio total en la fase sérica.

Blinov et al. (2021) estudiaron el efecto de la adicion de seis
formas quimicas diferentes de zinc en la estabilidad coloidal de
la leche. Mediante espectroscopia electroacistica demostraron
que, para la fortificacion de la leche, es necesario usar com-
puestos que presenten constantes de inestabilidad bajas y que
afecten en menor medida el radio hidrodinamico de las particu-
lasen solucién. Rana et al. (2018) utilizaron 22.5 ppm de acetato

de zinc para fortificar la leche y no observaron cambios en las
propiedades fisicoquimicas estudiadas (pH, acidez, viscosidad,
tiempo de coagulacion y estabilidad ante el alcohol). Sin em-
bargo, desde el punto de vista estructural, observaron mediante
FTIR que el zinc se unid a sitios preferenciales de proteinasy
grasas lacteas, en concordancia con lo reportado por Wulansari
Sugiarto (2004), quien identificé una concentracién de >2.5 mM
de zinc afiadido como concentracion critica de este catién, a
partir de lo cual observaron la formacion de agregados y pérdi-
da de solubilidad en las caseinas. Por su parte, la fortificacion de
leche con hierro es complicada porque se trata de un prooxi-
dante potente (Deeth y Lewis, 2017). No obstante, al ser un
micronutriente esencial, suincorporacion en férmulasinfantiles
esindispensable, especialmente para productos que vayan diri-
gidos a lactantes menores de seis meses (Domellof et al., 2014).
Guzun-Cojocaru et al. (2011) estudiaron la estabilidad oxidativa
de emulsiones estabilizadas con B-Lactoglobulina (B-Lg) y casei-
nato de sodio, fortificadas con bisglicinato de hierro, sulfato de
hierro y un complejo de hierro con etilendiaminotetracetato
(EDTA). Reportaron que la afinidad de las proteinas por el hie-
rro ionico desempefa un papel clave en la transferencia de este
cation hacia lainterfaz de la emulsién y, consecuentemente, en
laestabilidad lipidica del sistema. Para los sistemas estudiados,
reportaron una mejor estabilidad en el caso de las emulsio-
nes estabilizadas con B-Lgy en presencia de bisglicinato de hie-
rro. Entre otras estrategias para la fortificacion de productos
l[acteos con hierro, destaca la propuesta por Raouche et al.
(2009), quienes propusieron reemplazar parcialmente el calcio
de las micelas de caseina por hierro. Observaron diferencias
notablesen el color: las muestras preparadas con cloruro ferroso
fueron mas oscuras que el control (muestra sin fortificacion),
mientras que aquellas con cloruro férrico presentaban tonos
rojizos y amarillentos. Los autores destacan la importancia
de estudiar la biodisponibilidad y mejorar la estabilidad tér-
mica de estos sistemas para su posible aplicacion en produc-
tos nutricionales.
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Cabesefalarque, ademas del efecto de laadicion de diversas
sales en la estabilidad fisica del sistema de estudio, la distribu-
cion de lassales desempefa un papel significativo en la determi-
nacion de la funcionalidad del producto final. En este sentido,
Huppertz y Timmer (2020) evaluaron el balance de sales en for-
mulas infantiles comerciales y encontraron diferentes valores
de mineralizacion de las caseinas, influido principalmente por
el pHy por la forma quimica de las sales afiadidas. Asimismo,
se ha reportado que la coagulacién inducida por pepsina du-
rante ladigestion in vitro de férmulas infantiles fue severamen-
te afectada por el porcentaje de mineralizacion de las caseinas
(Huppertzy Lambers, 2020). Estos hallazgos sugieren que, espe-
cialmente en productos dirigidos a poblaciones vulnerables,
como esel caso de las formulasinfantiles, las consideraciones en
la seleccion de las sales usadas para la fortificacion deben con-
templar de manera integral tanto la funcionalidad tecnolégica
como la digestiva del producto en cuestion.

4. Perspectivas futuras y necesidades de
investigacion en el estudio de la particién salina
en lacteos

El uso generalizado de técnicas analiticas que permitan moni-
torear los cambios en el sistema salino lacteo de forma in situ
permitira consolidar el conocimiento en este campoy modular
de manera mas asertiva las condiciones de proceso utilizadas,
asi como las formas quimicas adicionadas para la fortificacion
de productos lacteos. Algunos de estos trabajos, como el uso de
NMR de Py %Ca han sido expuestos en el presente documento.
Entre otras técnicas prometedoras en esta area, destacan el uso
de difraccion de rayos X de angulo pequefio (SAXS, por sus siglas
en inglés) (Li et al, 2022) y el desarrollo de sistemas que permi-
ten monitorearel pHen tiemporealy en lineaa temperaturas de
hasta 140 °C (Aydogdu et al., 2023).

Por otra parte, se ha descrito la forma en que la interaccion
de las sales, tanto con caseinas como con proteinas de suero de
leche, determina en buena medida la estabilidad térmicay fun-
cionalidad de la leche. Se expuso también que las propiedades
funcionales de las proteinas estan gobernadas por la estructura
de las mismas (H. Singh y Li, 2022). Por lo anterior, estudios que

permitan evaluar el efecto de diversas condiciones de procesa-
miento en la estructura molecular de las proteinas prometen
ser una estrategia para fortalecer el entendimiento en esta area
de estudio. Entre estas estrategias, destacan los analisis in silico
y técnicas de acoplamiento molecular. Delboni y Barroso da
Silva (2016) demostraron la aplicacion de técnicas de mode-
lacion para el estudio de la formacion de complejos de a-Lac-
talbamina, B-lactoglobulina y lactoferrina. Reportaron que, a
150 mM de solucion salina, las fuerzas de repulsion disminuyen
y las fuerzas de Van der Walts regulan la formacion de comple-
jos entre las proteinas mencionadas. En contraste, a concentra-
ciones bajas de sales, los mecanismos de complejacion estan
regulados por interacciones electroestaticas y cargas protei-
nicas. Esimportante sefialar que en este estudio lasimulacion no
contempld el efecto particular de distintas sales, lo que plan-
tea la pregunta: json los efectos generalizados extrapolables a
la contribucion individual de cada sal presente en la leche? En
cuanto a las caseinas, son destacables los trabajos de Du et al.
(2023) y Farrell Jr. et al. (2002). Haciendo uso de simulacio-
nes de dinamica molecular, Du et al. (2023) observaron que
la presencia de calcio en las estructuras de caseina micelar
resultaba en complejos extendidos y holgados, en compara-
cion con las conformaciones mas compactas observadas en
los escenarios simulados de caseinas reducidas en calcio. Por
su parte, Farrell Jr. et al. (2002) trabajaron con estrategias de
minimizacion de energia para simular las interacciones sal-
proteina entre iones divalentes y la fraccion o de caseina.
Ambos grupos de trabajo concluyen que las simulaciones permi-
ten dilucidar el papel del calcio en el bioensamblado de las
micelas de caseina.

En estalinea, es interesante encontrar que ciertos autores
comienzan a sefialar la criticidad de descifrar el mecanismo de
ensamble de las micelas de caseinay el papel que desempefian
diferentes iones en la formacion de dichas estructuras. Esto se
hace con el fin de habilitar el uso de proteinas recombinantes
como sustitutos de proteinas lacteas. En el articulo de Hettinga
y Bijl (2022) se describe con detenimiento el reto de fabricar
in vitro los aglomerados de fosfato calcico caracteristicos de
las micelas de caseinay las propiedades funcionales que estos
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confierenatales proteinas. Sefialan que, aunque la capacidad de
reensamblar fracciones de caseinasaisladas de leche de bovina
ha sido demostrada, la habilidad de hacer micelas a partir de
proteinas recombinantes queda por ser estudiada.

CONCLUSIONES

Como se ha expuesto hasta ahora, el estudio de la particion
de sales en Ia leche no es precisamente nuevo. Sin embargo,
se conoce relativamente poco a nivel fundamental y mecanis-
tico sobre los factores que rigen el equilibrio dinamico en los
sistemas lacteos. Esto se ve exacerbado cuando se trabaja con
matrices complejas, es decir, aquellas que han sido participes
de multiples operaciones unitarias durante su manufactura,
que en su constitucion se han alterado las proporciones de
macroy micronutrientes de laleche nativa, o bien, que se consi-
deran complejas por ambas causas. Este ultimo caso repre-
senta a las férmulas infantiles. Ademas de las consecuencias
fisicoquimicas y de estabilidad térmica que la distribucion de
sales podria tener en el sistema, es indispensable considerar
de manera exhaustiva el efecto que esta puede tener en la
biodisponibilidad de nutrientes y, por ende, en la funcionali-
dad final planteada para el producto de estudio.

Por lo anterior, se ha sefialado la relevancia de construir un
entendimiento molecular y estructural como consecuencia de
la distribucion salina. Asimismo, se apunta a la oportunidad
de investigar integralmente estos cambios en sistemas y proce-
sos escalables, con el fin de poder traducir los hallazgos encon-
trados en productos comerciales.
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RESUMEN

lincremento de enfermedades crénico-degenerativas ha llevado a buscar alterna-

tivas de edulcorantes. Las proteinas dulces constituyen un grupo interesante de

edulcorantes de origen natural; actualmente se han identificado seis: taumatina,

monelina, mabinlina, brazeina, pentadina, y neoculina. Cada proteina posee dife-

rentes caracteristicas fisicoquimicas, por lo que suaplicacion en alimentos depen-
dera de la estabilidad que presenten. Sin embargo, la extraccion de proteinas dulces de su
fuente natural produce bajos rendimientos. La obtencién de estas proteinas dulces mediante
la expresion heteréloga es una solucion alternativa para la produccion de proteinas recombi-
nantes. Organismos como bacterias, levadurasy plantas, entre otros, se han estudiado paralle-
var a cabo esta expresion. La seleccion del sistema de expresion repercutira en el rendimiento
y los costos de produccion. En esta revision, se analizan varias estrategias de bioingenieria que
han sido utilizadas para obtener proteinas dulces con altos rendimientos. Asimismo, este arti-
culo presenta estudios recientes relacionados con las proteinas dulces, exponiendo sus carac-
teristicas fisicoquimicas, efectos sobre la salud y posibles aplicaciones como edulcorantes no
caldricosen laindustria alimentaria.

Palabras clave: endulzante natural, proteinas dulces, proteinas recombinantes,
expresion heterdloga, biorreactor.

ABSTRACT

Theincrease in chronic degenerative diseases has led to the search for alternative sweeten-
ers. Sweet proteins constitute an interesting group of sweeteners of natural origin; currently
six have been identified (thaumatin, monellin, mabinlin, brazzein, pentadin, and neocu-
lin), each of which has different physicochemical characteristics, so theirapplication in food
will depend on their stability. However, when extracting sweet proteins from their natural
source, low yields are obtained. Obtaining sweet proteins by heterologous expression is an
alternative solution for the production of recombinant proteins. Organisms such as bacteria,
yeast, plants, among others, have been studied to carry out heterologous expression. The
selection of the expression system will have an impact on yield and production costs. Sev-
eral bioengineering strategies that have been used to obtain sweet proteins with high yields
are analyzed in this review. Moreover, this article presents recent studies related to sweet
proteins, exposing their physicochemical characteristics, health effectsand possibles aplica-
tions, as non-caloric sweeteners, in the food industry.

Keywords: natural sweetener, sweet proteins, recombinant proteins, heterologous
expression, bioreactor.
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INTRODUCCION

El aumento global de enfermedades como la obesidad y dia-
betes mellitus ha llevado a la busqueda de edulcorantes natu-
rales saludables, que tengan un bajo o nulo aporte caléricoy
que posean un alto poder edulcorante. En la actualidad se han
identificado seis proteinas de sabor dulce: brazeina, tauma-
tina, monelina, neoculina, mabinlina y pentadina (Neiers et
al., 2016; Sharififar et al,, 2022). Asi, el uso de proteinas dulces
como edulcorantes naturales representa una nueva oportuni-
dad para el consumo en pacientes diabéticos y aquellos con
requerimientos nutricionales especiales, gracias a lo cual se
pueden evitar los posibles efectos no deseados que se presen-
tan al consumir azucares naturales. Sin embargo, la extrac-
cion de proteinas dulces de su fuente natural resulta dificil,
ya que estas fuentes a menudo son limitadas y la concentra-
cion del producto deseado generalmente es baja; por ello, se
ha optado por hacer uso de la ingenieria genética (Tripathiy
Shrivastava, 2019). Una de las ramas mas importantes de la
ingenieria genética es la expresion de proteinas recombinan-
tes mediante sistemas de expresion bioldgica (Karbalaei et al,
2020), los cuales se utilizan para la sintesis de proteinas hetero-
logas con importancia en diversos campos industriales (Gomes
et al,, 2016). Distintos estudios encaminados a la produccion
de proteinas recombinantes han logrado que el rendimiento de
la produccion de proteinas se incremente, lo que permite su
produccion a escala industrial, utilizando como sistema de
expresion bacterias, células de mamiferos, levaduras, células
de insectos, plantasy animales transgénicos. Por ejemplo, la bac-
teria Escherichia coli ofrece una tasa de crecimiento rapida
con un alto rendimiento del producto. Sin embargo, las bac-
terias tienen una maquinaria postraduccional muy limitada,
lo cual puede afectar la estructura y, por tanto, la funcionali-
dad de las proteinas obtenidas. En contraste, las levaduras son
capaces de realizar modificaciones postraduccionales (PTM) y
de obtener proteinas recombinantes a gran escala con bajos
requerimientos de crecimiento. Actualmente, las levaduras Sac-

charomyces cerevisiaey Pichia pastoris son los sistemas mas
utilizados para la produccion de proteinas. Las lineas celulares
de mamiferos son otro tipo de sistema de expresién que se han
utilizado para la produccion de farmacos; desafortunadamente,
representan una alternativa de produccion de proteinas cos-
tosa debido a los procesos de extraccion y purificacion reque-
ridos. Por lo tanto, es muy importante llevara cabo la evaluacion
de cada una de las condiciones de expresion de cada proteina
recombinante en conjunto con el desarrollo de bioprocesos
efectivos (Tripathiy Shrivastava, 2019).

El presente articulo aborda diversos estudios realizados
sobre las proteinas dulces, en el que se describen sus caracteris-
ticas fisicoquimicas, sus efectos en la salud y sus posibles apli-
caciones como endulzantes no caléricos en la industria de los
alimentos. Asimismo, se describiran diversas estrategias de bio-
ingenieria que se han empleado para obtener proteinas dulces
con altos rendimientos.

1. Proteinas dulces

El consumo excesivo de azucar ha ocasionado varios efectos
indeseables para la salud de los consumidores, lo que ha llevado
a sectores industriales alimenticios y a las autoridades regu-
ladoras a realizar esfuerzos conjuntos para reducir las practicas
de consumo de azicar en todo el mundo (Murasugi, 2010). Esto
ha originado la necesidad de buscar sustitutos del azicar que
puedan reducir la ingesta de calorias. Asimismo, los edulcoran-
tes bajos en calorias resultan ser una nueva oportunidad para el
consumo en pacientes diabéticos y pacientes con requerimien-
tos dietéticos especificos (Neiers et al., 2016), ya que no provo-
can una demanda de insulina, a diferencia de la sacarosa, que si
lo requiere (Rega et al., 2015). Ademas, este tipo de edulcorantes
no se han asociado con el desarrollo de caries dental (Garcia-
Almeida et al, 2013).

Los productos generados para reemplazar el uso de car-
bohidratos son conocidos como edulcorantes o sustitutos del
azucar (Stephens-Camacho et al,, 2018). Sin embargo, para que
un edulcorante sea considerado eficiente, requiere cumplir
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varios criterios: ser efectivos a bajas concentraciones, mante-
nersu estabilidad y dulzor a diferentes temperaturas, tener un
valor calérico bajo o nulo, ser compatible con las formulacio-
nes, no mostrar variaciones de un lote a otro y, finalmente, ser
baratos y facilmente disponibles (Sharififar et al.,, 2022).
Lainvestigaciony el desarrollo de nuevos edulcorantes bajos
en calorias son de gran interés para la sociedad debido al au-
mento de enfermedades ligadas al alto consumo de azucar,
como la obesidad, la hiperglucemia y enfermedades metabé-
licas (Gramazio et al, 2022). Esto ha conducido al desarrollo y
sintesis de edulcorantes no nutritivos (ENN), mismos que poseen
un mayor poder dulzor y un menor contenido caldrico en com-
paracion con los edulcorantes caléricos, como la sacarosa o el
jarabe de maiz (Garcia-Almeida et al., 2013; Stephens-Camacho
et al., 2018). Existen dos tipos de ENN: los artificiales, que son
sintetizados quimicamente, como la sacarina, el aspartame y
la sucralosa; y los de origen natural, como el esteviol y |a tau-
matina, que son derivados de plantasy presentan una elevada

IEENE Caracteristicas de diferentes proteinas dulces

capacidad para conferir sabor dulce en contraste con el azticar
de mesa o sacarosa (Stephens-Camacho et al,, 2018). Desgra-
ciadamente, el uso de edulcorantes artificiales se ha relacio-
nado con el desarrollo de trastornos metabolicosy la sintesis de
potentes precursores cancerigenos (Sharififar et al, 2022). Por
otra parte, las proteinas dulces son moléculas con alto poder
endulzante, que constituyen un grupo interesante de edulco-
rantes naturales (Szwacka et al, 2012; Neiers et al,, 2016) que
pueden ser utilizados en la industria de bebidas carbonatadas,
snacks, confiteria, entre otros alimentos (Kant, 2005).

En la actualidad, se han identificado seis proteinas dulces
aisladas de fuentes vegetales naturales: brazeina, taumatina,
monelina, neoculina, mabinlinay pentadina (véase la tablal),
las cuales son mucho mas dulces que la sacarosa y son extrai-
das de plantas que crecen en las selvas tropicales (Neiers et al.,
2016; Sharififar et al, 2022). Estas plantas constan de alrededor
de 50a 200 aminoacidos y poseen un rango de peso molecu-
lar aproximado de 6,500 a 30,000 Da. (Szwacka et al.,, 2012).

Proteina dulce Dulzura Aminoacidos Fuente natural Distribucion geografica
Taumatina 2,000 x 207 Thaumatoccus daniellii Benth Africa occidental
. 44 (Cadena A) / . . e .
Monelina 3,000 x 50 (Cadena B) Dioscoreophyllum cumminsii Africa occidental

- 33 (CadenaA) / . Lo .
Mabinlina 100 x 72 (Cadena B) Capparis masaikai Levi China
Brazeina 2,000 x 54 Pentad:planfira plcezece Africa occidental
Baillon
Pentadina 500 x 54 Pentadip Ianqra brazzenna Africa occidental
Baillon
Neoculina 550 x 14 Curculigo latifolia Malasia

Fuente: elaboracion propia, con informacion de Szwacka et al. (2012) y Joseph et al. (2019).
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Sin duda alguna, el alto poder edulcorante que poseen las
proteinas dulces en conjunto con su estabilidad, son dos de
las razones por las que dichas proteinas resultan sumamente
interesantes para su posible aplicacion industrial (Szwacka
etal,2012).

De acuerdo con la FDA, en Estados Unidos y Japdn, en con-
junto con la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
la taumatina se ha comercializado desde la década de 1990
como edulcorante bajo en calorias y modificador del sabor con
varios nombres comerciales como Talin® y San Sweet T-100(®.
Asimismo, el acuerdo sobre el uso de aditivosy coadyuvantes
enalimentos, bebidasy suplementosalimenticios, publicado en
2012 en el Diario Oficial de la Federacion, emitido por la Secre-
taria de Salud, reconoce a la taumatina como un edulcorante
permitido en México. A continuacion, se describiran las pro-
piedades fisicoquimicas de las proteinas dulces.

1.1. Taumatina

La taumatina es una mezcla de dos proteinas (taumatina 1 y 11)
que son aisladas de la fruta de Katemfe (Thaumatoccus danie-
lliiBenth) (DuBoisy Prakash, 2012), la cual pertenece a la familia
Marantaceae (Joseph et al., 2019) y se encuentra cominmente
en las selvas tropicales de Africa occidental, desde Sierra Leona
hasta la Republica Democratica del Congo (Joseph et al, 2019).
Posee un dulzoraproximado 2,000 veces mayor que el de lasaca-
rosa (en peso) (DuBois y Prakash, 2012) y esta conformada por
207 aminoacidos. En su estructura presenta ocho puentes disul-
furo que le confieren estabilidad en medios acidos (DuBois y
Prakash, 2012; Joseph et al, 2019). Su peso molecular es de
22 kDa (DuBois y Prakash, 2012). Actualmente, la taumatina es
la tnica proteina dulce aprobada por la FDA y es comerciali-
zada bajo los nombres de Talin® y San Sweet T-100® (DuBois
y Prakash, 2012; Sharififar et al., 2022).

Unavezextraida, se presenta como un sélido con unasolubi-
lidad en agua del 60 %% a 25 °C. Se ha reportado que es estable
en polvo seco o en solucidon acuosa en un rango de pH de 3.0a
6.0 (DuBoisy Prakash, 2012). De acuerdo con Joseph-Jewel et al
(2019), la proteina se mantiene estable durante procesos térmi-

cos como la pasteurizacién, el enlatado, el horneado y el proce-
samiento a temperaturas ultraaltas en valores de pH inferiores
a5.0. Sin embargo, al calentar la proteina por encima de 70 °C
en un pH de 7.0, existe una pérdida de dulzor (Joseph et al,
2019), lo que reduce sus posibles aplicaciones en alimentos
procesados térmicamente o en alimentos acidos. La taumatina
exhibe sabores amargos y similares al regaliz, asi como un ini-
cio marcadamente tardio y una persistencia de la dulzura muy
pronunciada (DuBoisy Prakash, 2012).

Estudios realizados por la FAO y la oMs afirman que la prote-
ina dulce esta libre de efectos toxicos, mutagénicos, genoto-
Xicos o teratogénicos; asimismo, no ha mostrado reacciones
adversas en estudios con animalesy humanos, porlo que ya ha
sido aprobada por Ia FDA para su uso como aditivo alimentario
(Joseph et al., 2019; Sharififar et al., 2022).

1.2. Monelina

La monelina es una proteina aislada de frutas u hojas de la
planta Dioscoreophyllum cumminsii (Farag et al., 2022), cono-
cida como la baya de la serendipia, originaria de Africa occiden-
tal. Lamonelinatiene un peso molecularde 11.4 kDa (Farag et al,,
2022) y se compone de dos subunidades (Ay B) unidas de forma
no covalente; [a cadena A contiene 44 residuos de aminoacidos
y la cadena B, 5o. Al desnaturalizar dicha unién ocurre una pér-
dida de dulzor (Sharififar et al,, 2022). El poder endulzante de la
monelina es 3,000 veces mayor que la sacarosa, pero es menos
dulce que lataumatinay labrazeina (Farag et al, 2022). La sensa-
cion dulce de la proteina llega lentamente hacia los receptores
y posee un sabor persistente. Sin embargo, se ha observado una
pérdida significante de dulzura al encontrarse en un pH inferior
a2.0ysuperiorag.o; porello, el uso de lamonelina esta limitado
debido a su baja estabilidad y alta propensién a la agregacion
en pH neutro (Farag et al, 2022). En consecuencia, se han rea-
lizado modificaciones estructurales con la finalidad de mante-
ner la estabilidad y mejorar moderadamente la resistencia en
pH alcalino y temperaturas elevadas, aunque no lo suficiente
para emplearse en procesos que requieran altas temperaturas
(Farag et al.,, 2022).
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1.3. Mabinlina

Lamabinlinaesuna proteina que se deriva de las semillas madu-
ras de la planta china de Capparis masai kai Levi, cominmente
conocida como mabinlang (Sharififar et al, 2022). Esta formada
pordos cadenas polipeptidicas Ay B; la primera contiene 33 ami-
noacidosy lasegunda, 72, las cuales estan estrechamente unidas
mediante unainteraccion no covalente. La mabinlina tiene cua-
tro isoformas (MBL 1, 11, 111, 1V) (Farag et al,, 2022); Ia forma 11 se
considera la isoforma mas dulce (400 veces mas que la sacarosa
en peso) (Sharififar et al,, 2022).

En comparacion con las seis proteinas dulces caracterizadas,
la mabinlina es la molécula que posee la mayor termoestabili-
dad, pues tolera hasta 8o °C por periodos superiores a una hora,
ademas de presentar una alta resistencia a los acidos (Sharififar
etal,2022).Suestabilidad térmica difiere de la de otras protei-
nas de sabor dulce, lo cual se atribuye a la presencia de cua-
tro puentes disulfuro (Farag et al, 2022). La mabinlina tiene un
sabor astringente-dulce, lo que permite enmascarar el amargor
de los compuestos vegetales; asimismo, es facilmente soluble en
agua (Sharififar et al, 2022). En la actualidad, la mabinlina no
se utiliza como edulcorante en la produccion de alimentos ya
que no hasido aprobada por la FDA (Sharififar et al, 2022).

1.4. Brazeina

La brazeina es |a proteina aislada mas pequefa (Farag et al,
2022); se deriva del fruto de la planta trepadora Pentadiplan-
dra brazzeana Baillon, originaria de Africa occidental (Sharififar
et al, 2022). Esta planta produce bayas globulares rojas de apro-
ximadamente dos pulgadas de didmetro, que contienen de una
a cinco semillas rodeadas por una gruesa capa de pulpa (Farag
et al, 2022). La brazeina se encuentra en la pulpa que rodea las
semillas. Unavez extraida, se presenta como un sélido blanco con
buena solubilidad en agua; ademas, es estable como polvo seco
yenunampliorango de pH, de 2.5a 8.0 (DuBoisy Prakash, 2012).
Posee una masa molecular de 6.4 kDa y un punto isoeléctrico
de 5. Es una proteina monomérica que consta de 54 residuos de
aminoacidos con ocho cisteinas y cuatro enlaces disulfuro
que le confieren la estabilidad térmica (Farag et al,, 2022).

Su sabor es similar al de la sacarosa y carece de regusto
metalico, lo que reduce eficazmente el resabio de otros susti-
tutos del azicar cuando se usan en combinacion (Sharififar et
al., 2022). Sin embargo, la deteccion inicial del sabor es signi-
ficativamente lenta (Sharififar et al,, 2022). La brazeina es 500
veces mas dulce que lasolucién de sacarosa al 10 o0 y 2,000 ve-
ces mas dulce que la solucion de sacarosa al 2 oo (Neiers et
al., 2021). Asimismo, presenta alta hidrosolubilidad y alta ter-
moestabilidad, y es capaz de mantener su dulzor ante diferen-
tes condiciones de temperatura y pH; dichas propiedades la
convierten en una proteina altamente compatible con dife-
rentes matrices alimentarias (Neiers et al.,, 2016).

En consecuencia, la brazeina resulta ser una de las proteinas
con mayor valor y potenciales aplicaciones industriales debido
asuestabilidad, potencia de sabory propiedades fisicoguimicas,
entre otras. Sin embargo, actualmente no esta aprobada por la
FDA para ninguna aplicacion en alimentos o bebidas (DuBois y
Prakash, 2012; Farag et al, 2022; Sharififar et al., 2022).

1.5. Pentadina

La pentadina es una proteina que se obtiene de la misma planta
de la que se extrae la brazeina (Pentadiplandra brazzeana Bai-
llon), con la diferencia de que la pentadina se extrae del fruto
deshidratado por calor, mientras que la brazeina se extrae del
fruto fresco (Farag et al,, 2022). Tiene un peso molecular de 12
kDay suintensidad de dulzura se estima 5oo veces la de la saca-
rosa, con una similitud a la monelina (Farag et al., 2022); asi-
mismo, essoluble en agua (Kashani-Amin et al., 2021; Sharififar
etal,2022). Debido a surelacién con la brazeina, la pentadina
parece serla formareticulada no nativa de la brazeina, aunque
difiere en su peso molecular (que es casi el doble). Sin embargo,
su dulzor se reduce significativamente en comparacion con el
de la brazeina (Faus, 2000; Farag et al., 2022). La estabilidad de
la pentadina se debe principalmente a la presencia de ciertos
aminoacidos como el acido aspartico, el acido glutamico, la
tirosina, lalisina, laargininay la prolina, en su mayoria. En con-
secuencia, esta proteina es altamente resistente a una tempe-
ratura de 100 °C por periodos de aproximadamente cinco horas
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(Kashani-Amin et al,, 2021; Sharififar et al,, 2022). Del mismo
modo, es capaz de conservar su sabor aun cuando se desnatu-
raliza quimicamente, por lo que puede resultar mas estable en
comparacion con otras proteinas dulces como la taumatina y
la brazeina (Farag et al,, 2022).

1.6. Neoculina

La neoculina, también llamada curculina, se aisla de los frutos
de Curculigo latifolia (Farag et al, 2022). Se compone de 114
residuos de aminoacidos, posee un peso molecular de 12 kDa
y un poder endulzante hasta 550 veces superior al de la saca-
rosa (Farag et al, 2022; Sharififar et al, 2022). Esta proteina tiene
dos subunidades diferentes con dos puentes disulfuro que son
necesarias para su actividad (Sharififar et al,, 2022); es decir,
si dichas estructuras llegasen a desnaturalizarse, la proteina
perderia su nivel de dulzory su estabilidad. La neoculina resiste
temperaturas de hasta 50 °C por periodos cortos de aproximada-
mente una hora; asimismo, es estable en unamplio rango de pH,
de 3 a 11 (Farag et al., 2022; Sharififar et al,, 2022). Aunque no
ha sido aprobada en Estados Unidos, esta reconocida como un
aditivo alimentario seguro en Japon, por lo que se haincluido
en lalista de aditivos alimentarios permitidos por el Ministe-
rio de Salud y Bienestar de ese pais (Bahadury Pal, 2020).

2. Proteinas y su efecto endulzante

Entre las cinco modalidades basicas de sabor (dulce, umami,
amargo, salado y acido), el dulce es uno de los principales deter-
minantes en la eleccion de la dieta (Laffitte et al, 2014). A
principios de la década de los 2000, se descubrio que la detec-
cion del dulzor esta mediada por un solo receptor compuesto
por dos subunidades: T1R2 y T1R3 (Laffitte et al, 2014). Estas
fungen como receptores especificos para la deteccion del sabor
dulce con unaaccionamplia; esdecir, son capaces de respondera
todos los estimulos de sabor dulce producidos por molécu-
las como azlicares naturales (glucosay sacarosa), aminoacidos
dulces (como la glicina), edulcorantes artificiales (sacarina y

acesulfame) y proteinas de sabor dulce (Calderén, 2011; Pue-
bla, 2011; Liu et al, 2012; Laffitte et al, 2014). Dichos receptores
gustativos convierten la estructura quimica de una molécula
dulce en una respuesta bioquimica que se propaga a la corte-
za cerebral, donde la actividad de las neuronas refleja la per-
cepcion cognitiva (Max y Meyerhof, 2008).

En la figura 1 se puede observar el modelo del receptor de
sabor dulce y las subunidades T1R2 y T1R3. Ambos poseen un
dominio Venus atrapamoscas (VFT) conectado a un dominio
helicoidal transmembrana (TMD). El VFT se compone de dos
|6bulos separados por una gran hendidura, en la que se unen la
mayoria de los edulcorantes; asimismo, posee un dominio corto
rico en cisteina, que conecta la depleciéon aguda de triptd-
fano (ATD) con la caracteristica del dominio transmembrana
a-helicoidal (Laffitte et al, 2014).

VFT

T™MD

Modelo del receptor de sabor dulce. Adaptada de Laffitte
etal. (2014).
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La activacion del receptor del sabor dulce en las papilas
gustativas induce una cascada de transduccion intracelular
que conduce a la despolarizacion de las células receptoras del
gusto; esto genera un potencial de accion y da lugar a la libe-
racion de trifosfato de adenosina (ATP) como transmisor para
activar las aferentes gustativas (Laffitte et al,, 2014; Calderdn,
2019). Experimentos realizados por Behrens-Maik (2011) de-
mostraron que las proteinas dulces son capaces de activar los
receptores T1R2 y T1R3, por lo que pueden ser percibidas por
humanos, simiosy monos (Liu et al., 2012).

3. Produccion biotecnoldgica de proteinas dulces
La produccion de proteinas recombinantes surgié a princi-
pios de la década de 1980 con el desarrollo de herramientas de
ingenieria genética. Esta tecnologia representa unaalternativa
eficiente a la extraccion de proteinas a partir de fuentes natu-
rales, pues el aislamiento de proteinas, especialmente de fuen-
tes vegetales, puede resultar costoso, complejo y prolongado.
En estesentido, la expresion heteréloga proporciona unaalter-
nativa conveniente que permite la produccion a gran escala
de proteinas vegetales en diferentes organismos (Yesilirmak y
Sayers, 2009; Karbalaei et al., 2020).

Las proteinas recombinantes han alcanzado un mercado
sustancioso, con un valor de 1,654 millones de délares en 2016.
Entre los sistemas disponibles para realizar 1a expresion hete-
réloga, las levaduras se han utilizado para producir una amplia
variedad de proteinas aplicadas a productos quimicos, com-
bustibles, alimentosy productos farmacéuticos; por ello, cons-
tituyen uno de los huéspedes mas utilizados para la producciéon
de proteinas recombinantes (Vieira Gomes et al.,, 2018). Las téc-
nicas de ingenieria genética se aplican en la biosintesis de
proteinas a gran escala para su uso en las industrias biofarma-
céutica, alimentaria, de diagnéstico y médica. Sin embargo, es
necesario emprender un trabajo extenso para abordar los desa-
fios técnicos en la produccion microbiana de proteinas de sabor
dulce a granel (Murasugi, 2010).

3.1. Sistemas de produccion de proteinas dulces

La produccion de alto nivel de proteinas a partir de huéspedes
modificados proporciona una alternativa a la extraccion de
proteinas desde fuentes naturales, puesto que estas suelen
ser limitadas y la concentracion del producto deseado gene-
ralmente es baja; esto hace que su obtencién sea muy costosa
o, incluso, imposible. Ademas, la extraccion puede conllevar
el peligro de contaminacién téxica o infecciosa, dependiendo
del origen natural de la proteina (Mattanovich et al., 2012).
La expresion heteréloga implica la identificacion de genes
y la transferencia de los fragmentos de ADN correspondientes a
huéspedes distintos de la fuente original que son modifica-
dos genéticamente para la sintesis de las proteinas codificadas
(Yesilirmaky Sayers, 2009).

Algunas proteinas recombinantes aprobadas hasta media-
dos de 2018 incluyen anticuerpos monoclonales, hormonas, en-
zimas, vacunas y una proteina dulce. Asimismo, los avances
en el area de produccion de proteinas recombinantes han cam-
biado, permitiendo la produccion de tales proteinas a escala
industrial (Porro et al., 2005; Mattanovich et al, 2012; Tripathi
y Shrivastava, 2019). La produccidn de proteinas recombinan-
tes se lleva a cabo mediante sistemas de expresion procarioti-
cosy eucarioticos, tales como células de mamiferos, bacterias,
levaduras, células de insectos y plantas transgénicas, que son
capaces de generar estas proteinas tanto a escala de laborato-
rio como a gran escala (Joseph et al,, 2019; Tripathi y Shrivas-
tava, 2019).

La brazeina se ha obtenido mediante diversos sistemas de
expresion como Escherichia coli, Lactococcus lactis, Pichia
pastorisy Kluyveromyces lactis. Sin embargo, la expresion en
la bacteria E. colidificultd la purificacién; en la bacteria L. lactis
se obtuvo un bajo rendimiento, mientras que en la levadura
P. pastoris se requirié de un procedimiento de purificacion
mas complejo (Hung et al,, 2019). Asimismo, la expresion de
la taumatina se ha llevado a cabo en diferentes microorganis-
mos como E. coli; no obstante, el rendimiento de la proteina

"TO0N

81l



fue bajo y el producto obtenido no logro estimular al receptor
de sabor dulce debido a la ausencia de modificaciones pos-
traduccionales y a un mal plegamiento. Se logré obtener un
rendimiento de 100 mg/L de taumatinaa partir de lalevadura
Hansenula polymorpha, aunque la levadura P. pastoris tam-
bién demostré capacidad para producir altas concentraciones
de brazeina (Joseph et al, 2019). Asi, para la seleccion de un sis-
tema de expresion se deben conocer las propiedades estructura-
les necesarias para que la proteina ejerza su funcion biolégica,
puesto que las modificaciones postraduccionales —como la
glicosilacion, la formacion de enlaces disulfuro, la fosforila-
cién o el procesamiento proteolitico— estan involucradas en
los procesos de plegamiento, estabilidad y funcion correcta de
la proteina. En consecuencia, generalmente se eligen sistemas
de expresion eucarioticos, ya que las bacterias actualmente
no pueden incorporar tales modificaciones (Porro et al., 2005;
Overton, 2014; Neiers et al,, 2016; Tripathi y Shrivastava, 2019).
Las levaduras son organismos capaces de realizar modi-
ficaciones postraduccionales (Tripathiy Shrivastava, 2019), asi
como caracteristicas eucaridticas que incluyen unavia secretora
que conduce al correcto procesamiento de proteinasy modifi-
caciones postraduccionales (Mattanovich et al,, 2012). La exis-
tencia de sistemas de expresion eucariotas, como el tabaco,
proporciona un sistemaecondmico. Lamphear-Barry et al. (2005)
obtuvieron una alta expresion de brazeina, con acumulacion de
hasta 4 %% de proteina soluble total en semilla de maiz, con una
altaintensidad de dulzura (hasta 1,200 veces la de la sacarosa en
peso). Sin embargo, el rendimiento es mucho menor en compa-
racion al obtenido en las levaduras, en especial P. pastoris.

Enlatablallse pueden observaralgunos sistemas de expre-
sion que han sido utilizados para la obtencién de las proteinas
dulces taumatina y brazeina; ademas, se observa que el sis-
tema de expresion, en conjunto con las condiciones de creci-
miento y expresion (nutrimentales o ambientales), repercuten
enelrendimiento de la proteina obtenida; por lo tanto, es fun-
damental evaluar cada una de las condiciones de cultivo para
la expresion de cada proteina recombinante y el desarrollo de
bioprocesos efectivos (Tripathiy Shrivastava, 2019).

ICUIENIE  Expresion heterologa de proteinas dulces en
diversos sistemas

Proteina Sistema de expresion Referencias
Pichia pastoris Joseph et al. (2022)
. - lllingworth et al.
Taumatina Bacillus subtilis (1988)
. . Daniell et al.
Escherichia coli (2000)
Bacillus licheniformis ~ Hung et al. (2019)
Brazeina Kluyveromyces lactis Jo et al. (2013)
Pichia pastoris Neiers et al. (2016)

Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Bioprocesos para la produccion de proteinas dulces
Existen varios parametros de cultivo como la composicion del
medio, el pH, laagitacion, laaireacion, la temperatura, la densi-
dad celular, la concentracion de inductores, el tiempo de induc-
cién, asi como las estrategias de alimentacion, los cuales pueden
afectar el nivel de expresion de la proteina segun los sistemas de
expresion (Tripathi y Shrivastava, 2019). Debido a que los ren-
dimientos se correlacionan en gran medida con la densidad
celular, la fermentacién es esencial para las proteinas secreta-
das,y puede realizarse en pequefia escala (en matraz) o en escala
industrial (biorreactor) en algunos casos. Sin embargo, el cambio
de 2 expresion en matraces a fermentadores ocasiona un au-
mento en el rendimiento, que puede ser hasta diez veces mas
alto que en los matraces (Li et al,, 2007). Lo anterior se debe a que

el disefio de los biorreactores asegura la homogeneidad entre
los componentes del sistema (medio de cultivo, agente anties-
pumante, aireaciony solucionesamortiguadoras), lo que genera
condiciones optimas para el crecimiento microbiano y la ob-
tencion del producto deseado (Ruiz-Leza et al., 2007).

No obstante, las condiciones 6ptimas de expresién depen-
deran del huésped y la proteina a expresar. Por ejemplo, en la
tabla |1l se pueden observar las condiciones de cultivo bajo
las cuales se ha llevado a cabo la expresion heterdloga de dos
proteinas dulces en diferentes sistemas de expresion (bacte-
rias y levaduras); asi como el rendimiento que se ha obtenido,
recordando que este depende de factores como la composi-
cion del medio de cultivo, el tipo de organismo, factores no
nutricionalesy ambientales.

AEGIER[[B Obtencion de proteinas dulces mediante expresion heteréloga bajo diferentes condiciones de expresién

Condiciones de cultivo Referencias

Proteina | Rendimiento | Sistema de expresion
67.43 mg/L Pichia pastoris
Taumatina 1mg/L Bacillus subtilis
40 mg/L Escherichia coli

57 mg/L Bacillus licheniformis

Brazeina 104 mg/L Kluyveromyces lactis
345 mg/L Pichia pastoris

pH 6.0, 29 °C, tiempo de expresion: 96 horas

Medio BMGY, pH 6.0
4°C

Joseph et al. (2022)
lllingworth et al. (1988)
30 °C Daniell et al. (2000)
Tiempo de expresion: 36 horas Hung et al. (2019)
pH 5.5, 30 °C Jo et al. (2013)

Neiers et al. (2016)

Fuente: elaboracién propia.
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4. Aplicaciones potenciales en alimentos

Las posibles aplicaciones alimentarias de las proteinas dulces
dependen, en gran medida, de las caracteristicas fisicoquimi-
cas que presentan, como la estabilidad térmicay la estabilidad
ante diferentes valores de pH.

Lataumatina actualmente es utilizada como potenciador del
sabor, endulzante natural y para enmascarar sabores. Se aplica
en productos farmacéuticos para ocultar el sabor amargo de
jarabesysoluciones; asimismo, suaplicacion puede extendersea
bebidas carbonatadas (Sharififar et al., 2022), productos lac-
teos fermentados, golosinas en gelatina, helados, productos
de cacaoy chocolate, productos de confiteria, dulces para refres-
car el aliento, chicles, edulcorantes de mesa (en forma liquida,
en polvo o en tabletas), bebidas saborizadas, snacksa base de
patata, cereal, harina o almiddn, asi como complementos ali-
menticios suministrados en forma sélida, con excepcion de
los complementos alimenticios para lactantes y nifios peque-
fios (Younes et al.,, 2021).

Por otro lado, laisoforma 11 de la mabinlina posee un sabor
astringente-dulce, por lo que puede emplearse para enmasca-
rar el amargor de compuestos vegetales (Sharififar et al., 2022).
Ademas, puede utilizarse en alimentos sometidos a procesa-
mientos térmicos, como lacteos, alimentos enlatados y pre-
parados farmacéuticos, debido a su alta termoestabilidad.

Otra de las proteinas con multiples aplicaciones es la bra-
zeina (codigo de patente: U5326580A). De acuerdo con Hellekant
et al. (1994), puede emplearse como endulzante en productos
como café, té, bebidas carbonatadas, o bien combinarse con
otro edulcorante. Ademas, es posible expresar a la brazeina
en embriones de semillas de maiz, lo que abre la posibilidad de

producir cereales preendulzados sin aztcares afiadidos (Sharifi-
faretal,2022).

Debido a que Ia pentadina es una proteina con caracteris-
ticas fisicoquimicas similares a la brazeina, se puede deducir
que sus aplicaciones pueden ser las mismas. La neoculina tiene
una actividad modificadora del sabor, ya que, tras el consumo
de soluciones acidas, se presentara un sabor dulce. Esto permite
su uso como agente enmascarador en preparados farmacéuticos
(como jarabes, soluciones o emulsiones) (Sharififar et al,, 2022).
Deigual manera, laneoculina hasido considerada como posible
agente endulzante por la empresa The Coca-Cola Company(®),
de acuerdo con la patente EP1971228A1 (Prakash et al., 2008).

Sin embargo, la monelina posee una limitada aplicacion
en alimentos procesados debido a la pérdida significante de
dulzura ante diferentes valores de pH (Sharififar et al, 2022).
Aunque se se han realizado modificaciones estructurales para
mantener su estabilidad y resistencia en diferentes valores de
pH y temperaturas elevadas, aun no se ha logrado mantener
dicha estabilidad (Farag et al., 2022).

CONCLUSIONES

En conclusidn, el uso de proteinas dulces como edulcorantes
naturales representa una opcion viable para la industria. En
comparacion con la sacarosa, presentan un alto poder endul-
zante incluso a bajas concentraciones, mantienen su estabi-
lidad fisicoquimica, aportan menos calorias en comparacion
con la sacarosa y no favorecen la aparicion de caries dental,
entre otros beneficios.
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De igual manera, a lo largo de este articulo de revision
se demostrd que es posible obtener proteinas dulces mediante
técnicas de bioingenieria, lo que permite incrementar el ren-
dimiento a través del uso de biorreactores. No obstante, se
requieren mas estudios sobre las condiciones de expresion
optimas, considerando tanto el sistema de expresiéon como los
factores ambientales y nutricionales. En este sentido, resulta
necesario emplear modelos de optimizacion que sean capaces
de mejorar el rendimiento obtenido, tomando en considera-
cion los factores antes mencionados para la produccion en gran
escala de endulzantes proteicos.
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RESUMEN

as bebidas probidticas no lacteas (8PNL) han surgido como una opcién de ali-

mento funcional para personas con restricciones alimentarias. El sustrato y el pro-

bidtico seleccionados son los factores principales que dan lugar a las caracteristicas

deseables eindeseables en la bebida terminada. El objetivo de esta revision es reco-

pilar informacion sobre las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y los benefi-
ciosa lasalud reportados en bebidas probidticas fermentadas a partir de sustratos no lacteos.
Debido alafermentacion, el pH, laacidez titulable, la viscosidad, los azicaresy los acidos orga-
nicos son modificados, lo que a su vez influye en las caracteristicas sensoriales de la bebida.
Ademas, la fermentacion podria generar compuestos bioactivos con beneficios para la salud.
Sin embargo, algunos retos en la formulacion de BPNL son la viabilidad de los probiéticos, el
uso de nuevas cepas como cultivos iniciadoresy el uso de aditivos para mejorar su aceptabili-
dad porel consumidor.

Palabras clave: bacterias acido lacticas, levaduras, caracteristicas sensoriales, salud.

ABSTRACT

Non-dairy probiotic beverages (BPNL) have emerged as a suitable functional food option for
people with food restrictions. The substrate and probiotic used as starter culture in BPNL pro-
duction may lead to desired and non-desired characteristics. The objective of this revi-
sion article is to gather information about physicochemical and sensorial characteristics as
wellas health benefits reported in fermented non-dairy probiotic beverages. Due to fermen-
tation, pH, titratable acidity, viscosity, sugar content, and organic acid content are modi-
fied. These parameters will also affect BPNL sensorial characteristics. Besides, fermentation
could lead to bioactive components with health benefits. However, some BPNL formula-
tion challenges are the probiotics viability, the use of new strains as started cultures and the
use of food additives to improve BPNL consumer acceptability.

Keywords: lactic-acid bacteria, yeasts, sensorial attributes, health.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, se ha observado un cambio en las tenden-
cias de consumo de alimentos. Los consumidores son cada vez
mas conscientes del impacto de la comida en su bienestar. La
decision de compra de alimentos ya no se basa unicamente
en la aceptabilidad sensorial, sino también en el aporte nutri-
cional e incluso en la posibilidad de que el alimento tenga un
efecto terapéutico en la prevenciony tratamiento de enferme-
dades (Kokwar et al., 2022). En este contexto, se ha registrado
un crecimiento sostenido en el desarrollo de alimentos fun-
cionales, entre los que se encuentran los probiéticos.

Deacuerdo con la FAO (2001), los probidticos son microorga-
nismosvivos que, en cantidades adecuadas, confieren beneficios
a la salud del consumidor. Para que una cepa sea considerada
probiotica debe ser identificada, ser capaz de colonizar el intes-
tino, no ser patogena, ser resistente a pH acido y a sales biliares
y tener la capacidad de crecer a 37 °C (Di Cagno et al., 2020). Se
ha establecido que el consumo de probidticos en una concen-
tracion minima de 1x10’/mL o g (equivalente a 7 log UFC/mL
0 g) equilibra la microbiota intestinal y genera beneficios en |a
salud gastrointestinal, larespuestainmuney lasalud metabdlica
(Ignat et al., 2020).

Dentro de |a categoria de alimentos probiéticos, los pro-
ductos fermentados son los mas populares. La fermentacion
ofrece ventajas como el incremento de la vida de anaquel de
la materia prima, el desarrollo de caracteristicas organolépti-
casunicasylamejora delacalidad nutrimental de losalimentos.
En este sentido, las bebidas probidticas fermentadas son una
opcidn practica, rapida y de facil consumo. En particular, las
bebidas lacteas fermentadas han sido la opcidn por excelencia
al tener alta aceptabilidad por los consumidores; sin embargo,
el incremento de la poblacion con intolerancias alimentarias
a lacteos (caseina, B-lactoglobulina y lactosa), asi como pro-
blemas metabolicos (dislipidemias, diabetes y obesidad) y el
crecimiento de dietas vegetarianas y veganas, han impulsado
el desarrollo de alternativas de BPNL (Lopusiewicz et al., 2021).
Cuando se emplean matrices no lacteas para la fermentacion de
bebidas, la viabilidad de los probiéticos puede ser mas dificil
de alcanzar en comparacion con la leche, puesto que algunos
sustratos para la fermentacion —como proteinas, hidratos de
carbono, mineralesyvitaminas— pueden estar limitados (Cunha
Janior et al,, 2022). A pesar de ello, no debe perderse de vista que
los sistemas no lacteos contienen otros nutrimentos como fibra

dietética y compuestos fendlicos (TPC), que pueden mejorar
la actividad y crecimiento de los probidticos (Valero- Cases et
al,, 2020). El efecto de la fermentacion acido-lactica sobre las
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas depende tanto de
la matriz vegetal como de la cepa utilizada, pudiendo generar
atributos deseables o indeseables (Lopusiewicz et al., 2021;
Fonseca et al., 2022).

El objetivo de este articulo de revision es recopilar los estu-
dios mas recientes sobre el uso de microorganismosy matrices
alimentarias no lacteas en el desarrollo de bebidas probioti-
cas, con énfasis en los efectos que producen los microorga-
nismos en las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del
producto terminado, asi como los beneficios en la salud ge-
nerados por su consumo. Por dltimo, se mencionaran algunos
retos y oportunidades identificados en investigaciones recien-
tesen el desarrollo de BPNL.

1. Probiéticos usados como cultivos iniciadores
en bebidas de origen vegetal

Entre los probidticos mas utilizados en la fermentacion de
bebidas se encuentran bacterias y levaduras. Las bacterias de los
géneros mas utilizados son Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactocaseibacillus (L. paracasei, L. rhamnosusy L. casei) y Lac-
tiplantibacillus plantarum. Estas bacterias comparten propie-
dades metabdlicas y fisioldgicas, como ser Gram positivas, no
esporulantes y capaces de fermentar hidratos de carbono en
acido lactico (Wang et al,, 2022).

Por su parte, las levaduras probidticas se caracterizan por
ser capaces de neutralizar enterotoxinas, resistir antibioticos
y tener bajo riesgo de generar compuestos antagonicos (Wang
et al., 2022). Hasta el momento, Saccharomyces cerevisiae es
la inica cepareguladay vendida de forma comercial (Di Cagno
et al., 2020). La produccion de etanol suele ser una preocu-
pacion en el uso de levaduras; no obstante, se han reportado
como cultivos iniciadores de BPNL, tanto de forma indepen-
diente como en cocultivos con bacterias acido-lacticas (BAL),
donde el contenido de etanol esta por debajo del nivel estable-
cido para catalogarse como bebida no alcohdlica (Gerardi et
al., 2019; Di Cagno et al,, 2020; Oh et al., 2020; Romero-Espinoza
etal, 2020; Freitas et al,, 2021; Ferreira et al.,, 2022).

Asimismo, se ha estudiado el uso de cocultivos compues-
tos por levaduras y BAL. Se ha reportado que estos microor-
ganismos podrian generar sinergia en la fermentacion de Ia
bebida e incrementar la viabilidad de los probiéticos durante



Bernal Pérez, L. K., Islas Romero, L. M. y Ortega Regules, A. E. (2024). TSIA, 18.

su almacenamiento. Esto se debe, en parte, a que las levadu-
ras otorgan factores de crecimiento como vitaminas (folatos),
aminoacidos con actividad biolégica, B-glucano y carotenoi-
des, que favorecen la proliferacion de BAL (Menezes et al.,, 2018;
Ferreira et al,, 2022). Por otro lado, al ser usados en conjunto,
se reduce la produccion de metabolitos indeseados que, en
exceso, podrian incrementar el estrés oxidativo del medio y
limitar la supervivencia de los probiéticos durante su almace-
namiento. Los cultivos individuales de BAL tienden a produ-
ciracido lactico en exceso, mientras que las levaduras pueden
producir etanol en porcentajes superiores a los permitidos para
una bebida no alcohdlica. En cambio, cuando las BAL y levadu-
ras son empleados como cocultivos, compiten por los aztcares
fermentables disponibles en el medio, lo que reduce la pro-
duccion de ambos metabolitos (Ferreira et al., 2022; Wang et
al., 2022). Sin embargo, no todos los cocultivos han sido sinér-
gicos, por lo que el efecto de cocultivos debe ser analizado en
cada matrizalimentaria (Menezes et al,, 2018).

De forma general, la preparacion de BPNL coincide en cier-
tos pasos, independientemente de la materia prima utilizada
(figura1). En primer lugar, es necesario seleccionar, lavary des-
infectar la materia prima, seguido de un proceso de molien-

Adicion de agua,

da. Después, la materia prima es diluida en aguay se filtra. En
esta etapa pueden afiadirse algunos ingredientes para favore-
cerlafermentacion, la estabilidad de los probidticos o el sabor
(fructooligosacaridos, inulina, azucar, canela o buffers). Luego,
la mezcla tiene un tratamiento térmico para asegurar la ino-
cuidad del producto, ya sea mediante pasteurizacion o esteri-
lizacion, las condiciones del tratamiento térmico dependen en
gran medida de la materia prima utilizada y de los compues-
tos que quieran protegerse de la degradacion térmica. Tras
enfriarse, la bebida es inoculada con la cepa de probiético o
cocultivo iniciador, en una concentracion de alrededor de 7
log UFc/mL. La fermentacion ocurrira entonces de forma aero-
bia 0 anaerobia sin agitacion a una temperatura cercana a
los 37 °C. El tiempo de fermentacion depende de |a facilidad
de los microrganismos para metabolizar los hidratos de car-
bono disponiblesydisminuir el pH por debajo de 4.5. Por dltimo,
labebidase almacenaag°C.El éxito de fermentacion se deter-
mina por la capacidad de alcanzar un pH menor a 4.5 en un
maximo de 24 horas, asi como por la obtencién de un producto
de buenaaceptacion sensorial y unaviabilidad de probiéticos de
al menos 7 log urc/mL al momento de consumo (Palencia-
Argel et al,, 2022).

Alimento

4

Seleccion, lavado

y desinfeccién

v

azlcares, FOS,
gomas

Prenaracion de Estandarizacion
p:ebida < de pH con NaOH,
Na:C0:

\ 4

Pasteurizacion (<100°C)
Esterilizacion (>100°C)
Tratamientos alternativos

Tratamiento
térmico

2

v

Seleccion de
prebidtico

Activacion del
probiético

Inoculacién del
probidtico
(7 log UFC/mL)

¥

Fermentacion
37°C/ 24h

2

Almacenamiento

4°C por 28 dias

Bebida fermentada probidtica

Fuente: elaboracidn propia, adaptada de Palencia-Argel et al. (2022).
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1.1. Frutosy verduras cion producen diferentes caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas que, en
Las frutasson ricas en hidratos de carbono (10-20 %) y en sumayoriasonazi-  general, favorecen suaceptacion (Maldonado et al,, 2017; Wu et al,, 2021).
cares fermentables (> 5 9/%) como glucosa, sacarosay fructosa. También tienen En diferentesinvestigaciones se ha fermentado coco con cepasde L. plan-
una alta cantidad de agua (81-90 9o), asi como buen aporte de vitamina A tarum (Prado et al, 2015), L. casei (Cunha Junior et al,, 2022) y L. acidophilus
y C, y de compuestos bioactivos (carotenoides y antocianinas), que sirven (Chavan et al, 2018). Los frutos rojos (mora, arandano, granada, ciruelay agai),
como fuente de carbono, energiay factores de crecimiento necesarios para  se han fermentado con Pichia kudriavzevii en combinacion con Wickerha-
la supervivencia de los probiéticos durante la fermentacién. Los frutos tienen momyces subpelliculosus(Di Cagno et al., 2020); con L. casei(tabla1) (Bernal-
como ventajas el tener sabores agradablesy dulces, que durante la fermenta-  Castro et al, 2019; Cheng et al., 2020; Freitas et al., 2021).

Tablal. Formulacion y condiciones de fermentacion de bebidas probidticas a base de frutas, verduras y hojas

; Condiciones de Carga Carga
. Porcentaje . . P .
Sistema . . . Tratamiento fermentacion inicial | final log %o .
. . de Otros ingredientes Inéculo A pH . Referencia
alimentario dicié térmico log urc/ | UFc/ acidez*
adicion T? t° Otros mL mL
. 35 %/ 40 g/L FOS+10 g/L L. casei NRRL Sin o ) Freitas
Acai (p/v) sacarosa B- 442 pasteurizar Z8RCy 22 2 97 45 012 et al. (2021)
2 %o de sacarosa, 0.1 Vapor
0
Agua de 100 % Yodeextractode L. plantarum 4 niaqs  37°C 10h Anaerobiosis 6 9.1 4 066 Prado
coco levaduray 3 % de AC-1 . et al. (2015)
. minutos
proteina de soya
Brote de 4:6 105 °C Zhao
bambuy (jujuba: = L. plantarum durante 15 37°C 14h = 7 8.9 342 014
- . . et al. (2021)
jujuba bambu) minutos
P. kudriavzevii  HHP6,000
Cereza 50 % _ DCNaly W. bara5 °C o Agitacion a Di Cagno
coralina (p/p) b.h. subpelliculosus  durante 180 2ORE ol 200 rpm 6 8.01 e et al. (2019)
DFNb6 segundos
L. plantarum 90 °C
a9 .
Cereza de 169/ - FGe9y . duranteun  25°C 20d - 6 88 72 - Gerardi
Santa Lucia (p/v) cerevisiae . et al. (2019)
. minuto
Li180-7
. 75 °C durante Battistini
0 = o o
Edamames 10 %o p/v S. thermophilus 15 segundos 37°C 24h 6 8.22 48 0.2 et al. (2018)
Fresa, 120 °Ca 15 Bernal-
zarzamoray 35 %o (v/v) 190 de inulina L. casei psidurante  37°C 10h = 7.03 7.6 332 0.52* Castro
papaya 15 minutos et al. (2019)
Fruto de L. acidophilus LIRS Gao
7% 5 % de aziicar : PIIUSY " 4urante15  30°C 48h - 5.95 796 369 -
pan L. plantarum e —— et al. (2019)
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Tablal. Formulacion y condiciones de fermentacién de bebidas probidticas a base de frutas, verduras y hojas (continuacién)

Porcentaie Condiciones de Carga Carga
Sistema ) Otros . Tratamiento fermentacion . final log %o .
R . de . . Inéculo L. inicial log pH . Referencia
alimentario . ingredientes térmico UFc/ acidez®
adicién T2 to otros UFC/mL mL
NaoH 4 N para L. plantarum S Mantzourani
Granada NE ajustar pHia 3.5 ATCC 14917 durante 5 30°C 24h = 11.42 10.51 35 0.2 et al. (2019)
minutos
_ 190 de (w/w) 120 °C S
Macroalgas 0 &'=3 B aucanasay s boulardii  durantels 32°C 9eh ~eltaciona 6.2 84 472 096 Trung
%o (p/v) . . 100 r/min et al. (2021)
B-galactosidasa minutos
3 M NaOH para L plantarum 80°C Fonseca
Maracuyd  16.60 % X P P Y durantes 37°C 18h - 6 9 396 -
ajustar pH de 5.6 L. paracasei . et al. (2022)
minutos
1.5 % de glucosa; | rhamnosus 90 °C
5 %0 : o Yan
Mora azul ajuste de pH a 6.2 GGy durante10  37°C 12h - 7.5 .19 38 465
(v/v) 3 et al. (2019)
con Na,co, L. plantarum-1 minutos
ajuste de pH con @
Mora azul >0 %o J g 0 L. plantarum durgaitg 20 37°C 48h = 7.2 84 3 0.391 Wu
(v/v) Na,co, al 10 % P ‘ : : : et al. (2021)
(w/v) minutos
100 % 4N dg NaoH
jugo de para ajustar pH Nguyen
Pifia Jugo iniciala 6.7y L. plantarum = 37°C 24h Anaerobiosis 6 8 3.9 -
pifa . . et al. (2019)
comercial fructooligosacarido
(Raftaline) al 1 %o
2.5 90 FOS, 0.5 80 °C -
® 5
Pulpa de 25 9% o/ pectinay 5 % L. casei durante10  37°C 12h Anaerobiosis 6.5 92 41 o024 Cunhajunior
coco (p/v) . . et al. (2022)
azucar minutos
. 80 °C
0
Puré de 44 % = L. casei durante15 37°C 42h = 7 7 3.24 = Cheng
mora azul (p/v) R et al. (2020)
minutos
5 0/ 0.5 %0 de glucosay Cs,\'lg&ull_(;ﬁ” 121 °C Wan
Té verde 0.06 %o de extracto y durante15 30°C 48h = 7 85 4.7 = g
(p/p) L. plantarum . et al. (2022)
de levadura minutos
299V
121 °C Oh
Tomate 5 9%/ = L. plantarum durante15 370C 24h = 7 9.78 339 0.95
. et al. (2020)
minutos
. Filtros de o Di Cagno
Verdolaga L. kunkeei 0.22 pm 30°C 36h 7 8 4.8 et al. (2019)

Fuente: elaboracién propia.

Nota: *temperatura, "tiempo, <acido lactico y ¢high hydrostatic pressure.




Algunos frutos tropicalesy exéticos han sido utilizados para
la fermentacion de BPNL, ya que este proceso disminuye la as-
tringencia, aumenta la vida de anaquel y diversifica su con-
sumo (Gerardi et al., 2019). Algunos ejemplos son el datil chino
fermentado con L. plantarum; maracuya con L. plantarumy L.
paracasei; pifia con L. plantarum; fruto de pan con L. acidoph-
ilus, L. caseiy L. plantarum;y la cereza de Santa Lucia con L.
plantarumy S. cerevisiae (Gao et al.,, 2019; Gerardi et al., 2019;
Nguyen et al, 2019;Zhao et al., 2021; Fonseca et al., 2022).

No obstante, ciertos frutos no son aptos para la fermenta-
cion probidtica. En un estudio realizado por Maldonado et al.
(2017) se observd inhibicién de crecimiento de L. casei, Strep-
tococcus thermophilus y L. bulgaricus tras 72 horas de fer-
mentacion con carambolo, mientras que en pitaya se obtuvo
un contenido de 7x104 UFC/mL de BAL, valor inferior al que fue
inoculado (1x10° UFC/mL). Los autores atribuyeron este cam-
bio a la presencia de compuestos antimicrobianos (flavonoides,
glicdsidos, alcaloides, saponinos y esteroides) en el carambolo,
y a la posible deficiencia de nutrientes esenciales para el meta-
bolismo de los probidticos en la pitaya (Das et al,, 2013). El
efecto antibacteriano también se ha reportado en frutos como
granada, liményarandano, en los que se redujo la carga inicial
de L. plantarum debido a su alto contenido de fenoles, lo que
pone en riesgo el efecto probidtico de la bebida (Mantzourani
etal, 2019).

Por otra parte, las verduras han sido poco empleadas como
sustrato para la fermentacion de BPNL. Esto se debe a que tie-
nen un bajo aporte de proteina (< 2 %) y lipidos (< 0.5 %), asi
como una menor cantidad de hidratos de carbono en compa-
racion con los frutos (~10 9%); ademas, estos ultimos son en su
mayoria complejos, por lo que los microorganismos emplea-
dos en la fermentacion deben contar con enzimas hidroliticas
para metabolizarlos. Como ventaja, las verduras aportan vita-
minas (C, A, Boy B12) y minerales (P, Mg, Ca, Fe, Zn, K e |) que
pueden servir a los probidticos como factores de crecimiento.
Algunas verduras usadas en la fermentacion de bebidas pro-
bidticas son macroalga, tomate, edamames, verdolaga y té, en
las que se ha empleado L. kunkeei, S. boulardii, L. casei, L. aci-
dophilus, Bifidobacterium animalisy S. thermophilus solos o
en combinacién con L plantarum (tabla 1) (Battistini et al,,
2018; Di Cagno et al., 2019; Oh et al, 2020; Trung et al., 2021;

Wang et al, 2022). Se han observado distintos efectos segun
la cepa o cocultivo utilizado. En la fermentacion de verduras,
L. plantarum ha demostrado un incremento rapido en creci-
miento y acidificacion cuando se utiliza de forma individual;
sin embargo, cuando se combina con cepas como S. boulardii, 1a
velocidad de crecimiento disminuye, pero incrementa la mag-
nitud de crecimiento de |a bacteria hasta en 1.5 log urFc/mL.
Los autores sugieren que este efecto se debe a que las levadu-
ras estimulan el crecimiento de BAL durante la fermentacion
y el almacenamiento de la bebida (Oh et al., 2020; Wang et al,,
2022). De formasimilar, L. casei ha mostrado una acidificacion
mas rapida que cuando se usa en combinacién con S. boular-
dii, lo que evidencia su capacidad para producir enzimas que
hidrolizan oligosacaridos en azucares fermentables (Trung et
al., 2021). En la fermentacion de verdolaga, L. kunkeei preservo
el contenido de vitaminas C, Ay E, ademas de incrementar la
biodisponibilidad de B2 y Tpc (Di Cagno et al., 2019). Resulta-
dos similares fueron reportados por Oh et al. (2020), quienes
observaron que en la fermentacion de tomate con L. plantarum
seincremento en un 157 % el contenido total de polifenoles.

Tanto en la fermentacion de frutos como en verduras, L.
plantarumse distingue por serunade las especies mas aptas para
la fermentacion de BPNL debido a su tolerancia a pH acido y
a su frecuente aislamiento de matrices vegetales, lo que faci-
lita su adaptacion a este tipo de sistemas alimentarios (Mant-
zourani et al, 2019; Zhao et al, 2021; Fonseca et al., 2022).
Después de L. plantarum, 1as especies L. caseiy L. acidophilus
suelen ser las mas utilizadas. También se han realizado inten-
tos para fermentar frutos y verduras con S. thermophilus; sin
embargo, este probidtico ha demostrado tener menor poten-
cial de crecimiento en mora azul, debido a que crece a una
temperatura superior a 45 °C, aunque se ha adaptado adecua-
damente en la fermentacién de edamames a 37 °C (Wu et al.,,
2021; Wang et al,, 2022).

1.2. Cerealesy tubérculos

Los cereales son ricos en hidratos de carbono (50-80 o), fibra
dietética (~2 %), vitaminas (A, D, E, B1, B2, By B12), minerales
(P, Mg, Ca, Fe, Zn, K e ) y fitoquimicos que los hacen aptos para
la fermentacion con BAL y levaduras probidticas (Kokwar et
al, 2022). Una limitacion de los cereales como sustrato de fer-
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mentacion consiste en su bajo contenido de proteinay deficiencia de lisina
y triptofano, por lo que algunos autores han propuesto la germinacion de
cereales previo a la fermentacion y a la fortificacion de proteina (Mridula D. y
Sharma, 2015; Aparicio-Garcia et al,, 2021).

Algunos de los cereales mas usados en la fermentacion de BPNL son el
maiz (Menezes et al., 2018; Wacoo et al,, 2019; Vakevainen et al,, 2020); el teff
(Alemneh et al, 2021y 2022); la avena (Aparicio-Garcia et al, 2021); el trigo, I
cebada (Mridula D. y Sharma, 2015); el sorgo (Vila-Real et al,, 2022); el mijo
(Mridula D.y Sharma, 2015; Vila-Real et al., 2022); el yacén (Watanabe et
al., 2020), asi como mezclas de cereales (Freire et al., 2017; Arslan-Tontul y
Erbas, 2020; Kokwar et al,, 2022). Los microorganismos mas usados para la

fermentacion de cereales son L. plantarum, L. acidophilus, L. caseiy L.
rhamnosus de forma individual y algunos cocultivos probidticos, como
L. paracasei con S. cerevisiae, L. rhamnosus con L. plantarum, Weisella
confusacon L. plantarumy Toralaspora delbrueckiicon L. plantarum. En
menor medida se han usado cepas de Bifidobacteria (tabla Il). Se ha notado
un antagonismo en el uso de L. paracasei con P. kluyverien la fermenta-
cion de maiz, al reducir la concentracion de L. paracasei de 7.9 a 7.1 log
UFc/mL,y de 6.1a5.8log uFc/mL en la levadura tras fermentacion por 24
horas (Menezes et al., 2018). Al igual que en las verdurasy frutas, S. thermo-
philus aparenta ser una cepa con menor adaptacion a la fermentacion de
cereales en comparacion con los lacteos (Wacoo et al., 2019).

ICIERIE Formulacion y condiciones de fermentacion de bebidas probidticas a base de cereales

. Porcentaje . Condiciones de Carga Carga 0
.S|stema. de . Otr.os Indéculo Trat'am!ento fermentacion inicial log | finallog | pH _/0 Referencia
alimentario S ingredientes térmico acidez*
adicion T2 | to I Otros UFc/mL | UfFc/mL
Avena:
cebada: L. plantarum 65 °C
0
trigo 1090 (p/v) /: ° ddee ';c;fa" (L'g:‘ (NCIM 2084/  durante30 37°C  6h - 9 97 487 036 t'é‘l’k(‘g’g;z)
sarraceno: € g NCIB 8531) minutos '
arroz rojo
(Boza) maiz: 10 %% de azdcar « L. acidophilus 90 °C I-Ar;sr:attzl-
trigo © 2590 (p/v) 1090 de harinade LA-g durante90 37°C 24 h Anaerobiosis 5 7.92 408 258 y Erbas
garbanzo minutos (2020)
0.35 %o de
Avena bicarbonato de L plantarum 90 °C Agitacion a Aparicio-
erminada 18 %% (p/v)  sodio, 0.2 % de : pWCFS1 durante30 30°C 4h 140 rpmy 6.8 8.9 6.9 0.42 Garcia
& sucralosa y 0.1 %0 minutos anaerobiosis et al. (2021)
de sal
50 %0 de bebida
V;fzt:laﬁ::):agg L. acidophilus 90 °C Mridula D.
Cebada 6 % p/v y ’ p durante5 37°C 9h - - 10.9 43 0.6 y Sharma
%o de guar + 7 % NDC14 .
b minutos (2015)
de azucary 0.01
%0 de cardamomo
L. rhamnosus 60 ° Lopusiewicz
Linaza 9 % 190 de glucosa : durante30 42°C 24 h Anaerobiosis 6 7.16 3.53 1.47 P
@@ : et al. (2021)
minutos
SRS NS Ievaguras pai.ascl;sei Menezes
. o _ o,
Maiz 89/ (p/v) . con' ' dl:r:ia\nn:foio 37°C 24h Y7L y7.0 4 >0.5 et al. (2018)
- cerevisiae paracasei levadura
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Tablall. Formulacion y condiciones de fermentacidn de bebidas probidticas a base de cereales (continuacion)

. Porcentaje . Condiciones de Carga Carga 0
.Slstema. de . Otr.os Inéculo Trat'am!ento fermentacion inicial log | finallog | pH ,/° Referencia
alimentario S ingredientes térmico acidez*
adicion T2 | © | Otros urc/mL | UFc/mL
W. confusa
Mijo de 8 3 . 2LABPTO5 y Sin o Agitacion a Vila-Real
dedo 10% WO ClSeHiy L. plantarum  pasteurizar HORE | Bl 200 rpm 6 8 S e et al. (2022)
299V
50 %o de bebida
vegetal de soya +
6 %0 de avena + L acidophilus 90 °C Mridula D.
Mijo perla 490/ p/v 0.6 %o de guar ’ NDCI1)4 durante 5 37°C 10h = = 1.1 43 0.6 y Sharma
+7 %0 de azucar minutos (2015)
y 0.01 %o de
cardamomo
7.5 %o de miel, 0.5
90 de pectina, 0.12 90 °C .
salvado de 10 % %0 de acido citrico L. casei durante10 37°C 72h s = 9 5.8 = Hatami
arroz ) . . et al. (2021)
y hidrolizado con minutos
fitasa
A .
Trigo :: ef)ald::ebsec:)Izzli21 L. acidophilus 90 °C Mridula .
& 7.86 % & Y ' P durante5 37°C  8h - - m 43 09  ySharma
germinado 6 %0 de avena + NDC14 e 015)
0.6 % de guar
- B. animalis 121 °C
0 0
Yacon 60 9% 0.5 % de acido ssplactis  durante15 35°C 10h Anaerobiosis 8 733 414 o004 Watanabe
(p/v) ascorbico . et al. (2020)
BB-12 minutos
L. plantarum 90 °C 5
6 %0 yucay _ CCMA 0743y o _ levaduras Freire et al.
Yucay arroz 3 06 arroz T delbruechii dlr::iannut:oio 37°C 48h e 7.6 4 0.083 @017)
CCMA 0235 bacterias

Fuente: elaboracién propia.
Nota: *temperatura, "tiempo, “acido lactico.

1.3. Leguminosasy semillas
Las semillas y leguminosas suelen ser una adecuada fuente para la fermen-
tacion de bebidas con probidticos. Las leguminosas son ricas en proteina
(18-30 9/0), hidratos de carbono (30-60 %) y fibra (~5 %%0), con buen aporte de
vitamina Bo, fosforoy magnesio. Sin embargo, la proteina vegetal puede tener
deficiencia de algunos aminoacidos esenciales, como metioninay cisteina,
que se encuentran en cereales en adecuadas cantidades. Es por ello que
algunos autores han optado por la combinacién de leguminosas, cerealesy
semillas (Santos et al,, 2014; Chavan et al,, 2018; Ferreira et al.,, 2022).

Las semillas son densas en energia, con una alta cantidad de acidos gra-
sos mono y poliinsaturados (15-20 9%0), fibra (> 2.5 %0), vitaminas (B6 y B2) y
minerales (Mg, Cay Fe) (Muncey y Hekmat, 2021). Este grupo de alimentos se

distingue de otras fuentesvegetales por tener un alto contenido de proteina, y
cuando se usan como bebidas vegetales que simulan a laleche, tienen atribu-
tos sensoriales parecidos a los lacteos (Muncey y Hekmat, 2021).

Las semillas mas utilizadas son el cacahuate, la almendra y las semillas
de girasol, mientras que las leguminosas mas empleadas son el garbanzo y el
frijol. De forma innovadora, se ha implementado la fermentacion de semi-
llasautéctonas como nueces brasilefiasy cacao blando. Los probidticos mas
usados en la fermentacion de semillas son L. rhamnosus, L. casei, L. paraca-
sei, L. acidophilus, L. plantarum y algunas levaduras como Debaryomyces
hanseniiy S. cerevisiae (tabla I11) (Santos et al., 2014; Mridula D. y Sharma,
2015; Pereira et al., 2017; Chavan et al., 2018; Cunha Janior et al., 2020; Mes-
quita et al., 2020; Muncey y Hekmat, 2021; Ferreira et al., 2022).
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Formulacion y condiciones de fermentacién de bebidas probioticas a base de leguminosas y semillas
Sistema Porc:ntaje Otros Inécul Tratamiento Cf:l:[:l;l:;;j?é:e Carga inicial | Carga final H %o Ref .
alimentario o ingredientes nocuio térmico log UFC/mL | log UFC/mL P acidez* elerencia
adicion T2 | tb | Otros
Pediococcus
acidilactici
Cacahuate QAL BIAAES NS Santos
20 %o (p/v) = 27.1) con durante20 37°C 24h = 7 9 43 0.5
y soya . . et al. (2014)
S. cerevisiae minutos
(UFLA YFFBM
18.03)
121 °C Muncey y
Almendra 2 %. e SLL ot durante15 37°C 9h Anaerobiosis 7 8 6.5 = Hekmat
inulina GR-1 .
minutos (2021)
I;Zf:‘(‘fo 34 % (p/v) - L e 4A2'RRL - 30°C 18h - 7 9.3 43 055 tiir?;c?m
10 %o de
bebida
vegetal de 121°C
Chicharo chicharo L. paracasei o Mesquita
. ¥ 90 % = LBC 81 dur.ante 15 37°C 9h = 7.2 8.6 48 0.22 et al. (2020)
. minutos
de bebida
vegetal de
coco
50 %o de
bebida
vegetal de
Frijol soya + 6 %0 de L acidophilus 90 °C Mridula D.
mungo 6 %0 (p/v) avena+ 0.6%0 NDC14 durante 5 37°C 10h = = 10.9 43 0.6 y Sharma
de guar +7 minutos (2015)
90 de azucar
y 0.01 % de
cardamomo
92 %0 de
Semillas bebida
germinadas vegetal de 90 °C Chavan et
de cebada, 4 9%o0 (p/v) coco, 4 % L. acidophilus ~ durante 5 37°C 6h = 4 1.4 45 1.2 al. 2018)
ragi, frijol de azucary minutos ’
makusta 0.07 % de
cardamomo
2.5 90 de
Nueces inulina, 0:5 . 80 °C o CEm.ha
brasilefias 25 %0 %0 de pectina L. casei durante10 37°C 12h Anaerobiosis 6.5 9.46 5.5 0.12 Janior
y 5 %0 de minutos et al. (2020)
azucar
Semillas
. .. 80 °C 6 levaduras .
de girasol, 25 % (p/v) _ D. hanseniiy durante 40 30°C 12 h _ ol 7.5lev.y 8.5 028 Ferreira
avenay L. plantarum X L. plantarum et al. (2022)
minutos L. plantarum
almendras

Fuente: elaboracién propia.
Nota: *temperatura, "tiempo, <acido lactico.
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2. Efecto de la fermentacion con probioticos en
las caracteristicas de las bebidas terminadas

2.1. Caracteristicas fisicoquimicas

2.1.1. pH, acidos organicos y azucares

La disminucion del pH de forma rapida es un factor impor-
tante para el desarrollo de BPNL, ya que mejora la superviven-
cia de los probidticos en cantidades superiores a 6 log UFc/mL
(Fonseca et al,, 2022). Es vital alcanzar valores de pH por debajo
de 4.5 de formarapida, puesto que disminuye el riesgo de conta-
minacion microbiana durante Ia fermentacién (Oh et al., 2020;
Alemneh et al,, 2021; Zhao et al, 2021). Esto se debe a que el
pH bajo incrementa la concentracion de acidos organicos no
disociados, lo que genera efectos antimicrobianos e inhibe los
microorganismos causantes de deterioro que pudieran compe-
tir por nutrientes (Fonseca et al,, 2022). £l metabolismo de azu-
cares produce acidos organicos, por lo que la acidez de la bebida
esta intimamente relacionada con las rutas metabdlicas usadas
por los microorganismos.

En particular, L. acidophilus prefiere la glucosa y la fruc-
tosa; se trata de una bacteria homofermentativa que emplea la
ruta de Embden Meyerhof Parnas para la produccion de acido
lactico (Yan et al, 2019). En la fermentacion del fruto de pan
y bebida vegetal de coco, L. acidophilus se ha distinguido por
provocar una disminucion mas rapida del pH en comparacion
con L. plantarum, L. rhamnosus o L. casei (Chavan et al., 2018;
Gao et al., 2019).

Por su parte, L. plantarumy L. casei producen acido lactico
mediante el metabolismo de glucosay fructosa. La velocidad de
produccién de acido lacticoy, por tanto, de acidificacion, depen-
dera del contenido de estos sustratos en la matriz alimentaria

(Bernal-Castro et al, 2019; Freitas et al,, 2021; Cunha Janior et
al,, 2022). En la fermentacion de mora azul (Yan et al,, 2019)
y teff (Alemneh et al, 2021) con L. rhamnosus GGy L. planta-
rum-1 se utilizaron diferentes fuentes de carbono priorizando
el uso de glucosa, seguido de fructosa, sacarosa y maltosa, y se
alcanzo un pH cercano a 4.5. En algunos casos, como en la fer-
mentacion de jujubay brotes de bambu con L. plantarum, no
se registraron cambios significativos (p < 0.05) en el contenido
de azucares (sacarosa, glucosay fructosa) después de la fermen-
tacion tras 14 horas (Zhao et al, 2021). L. casei se distingue de L.
plantarum por tener adaptabilidad a medios pobres en mono-
sacaridos, ya que, por su actividad enzimatica, metaboliza con
mayor facilidad los oligosacaridos (agarosa) y la lactosa, lo que le
permite incrementar el contenido de azlcares a partir de oligo-
sacaridosy continuar acidificando el medio (Trung et al,, 2021).

L. paracasei, por su parte, es una bacteria heterolactica,
capaz de producir acido acético y lactico. Cuando se utiliza de
forma individual, ha mostrado una rapida acidificacion del
sustrato, aunque menor que cuando se emplea en cocultivo
con levaduras. Aplicada en una bebida de maiz de forma indi-
vidual, logrd reducir el pH alrededor de 5.0 en aproximada-
mente 12 horas, mientras que en combinacidn con S. cerevisiae,
alcanzo un pH de 4.0 en seis horas (Menezes et al., 2018).

Pocas investigaciones incluyen la fermentacion con Bifido-
bacteria de forma individual. En pifia adicionada con azucares,
los autores identificaron que prefiere la glucosa a la fructosa y
otros azlcares, aunque tiene la ventaja de hidrolizar carbohi-
dratos e incluso puede usar sacarosa en su forma nativa, aun-
que tienen una baja velocidad de acidificacion y una mayor
producciéon de acido acético (Nguyen et al, 2019). B. lactis ssp.
lactis ha sido empleado para la fermentacion de yacén, aunque
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se observd una tendencia de disminucion de la viabilidad en el
almacenamiento (Watanabe et al.,, 2020).

Por otra parte, las levaduras prefieren la glucosa y fructosa
como sustrato para la fermentacion y generaran acido malico
(Gerardi et al, 2019; Zhao et al., 2021). Son mas eficientes en el
uso de glucosa como sustrato en comparacion con las bacterias,
dependen de la concentracién inicial de azucares en el medio,
por lo que una vez agotado este sustrato, dejaran de fermentar
la bebida, y habra una disminucién en la velocidad de acidifica-
cion. En la fermentacion de cereza coralina con P. kudriavzevii
DCNa1y W. subpelliculosus DFNb6, hubo una disminucién sig-
nificativa (p < 0.05) en el contenido de glucosa y fructosa entre
elinicioy término de la fermentacion (Di Cagno et al,, 2020). En
la investigacion realizada por Gerardi et al. (2019), la fermenta-
cion de cereza de Santa Lucia con S. cerevisiae L1180-7 mostro
un uso mas efectivo de glucosa en comparacion con la fer-
mentacién con L. plantarum. La eficiencia del uso de glucosa
incremento cuando ambos microorganismos se utilizaron como
cocultivo siendo indetectable a los siete dias de fermentacién.
Losacidos organicos generados dependieron también de la cepa
utilizada, S. cerevisiae tuvo como subproducto acido malico,
etanol y glicerol, L. plantarum produjo acido lactico, mientras
que al usarse como cocultivo generaron acido acético y lactico,
asi como una mayor concentracion de etanol.

Asimismo, durante la fermentacion, algunos acidos organi-
cos diferentes al acido lactico pueden disminuir en contenido,
ya que algunos microorganismos como L. casei tienen la capaci-
dad de emplear al acido citrico como fuente de carbono, mien-
tras que L. plantarumy S. thermophilus pueden biotransformar
el acido malico o pirdvico por fermentacion homolactica, hete-
rolactica y otras vias metabdlicas, lo que da como resultado un

incremento de acido lactico, acido acético y diacetil (Freitas et
al, 2021; Wu et al,, 2021). Esto sucedid en la fermentacion de
mora azul (Yan et al, 2019) con L. rhamnosus GGy L. planta-
rum-1, en la que también disminuyeron el acido tartarico y
oxalico.Asuvez, Wu et al. (2021) observaron que en lazarzamora
ylamoraazul con L. plantarumy B. bifidum, ademas de presen-
tar una disminucion del acido malico y citrico, también hubo
una reduccion en el contenido de acido shikimico.

Cabe considerar que la concentracion y el tipo de matriz ali-
mentaria modifican la velocidad de acidificacion y las caracte-
risticas finales de labebida. En un estudio realizado por Hatami
et al. (2021), se observd que la concentracion de extracto de
salvado de arroz afecto el pHy la acidez titulable, asi como una
disminucion del contenido de sélidos totales. Esto es similar
a lo reportado por Mridula et al. (2015), quienes hallaron que
el incremento en el porcentaje de bebida vegetal de soya para
fermentar cereales tuvo un efecto positivo en la velocidad de
acidificacion. En cuanto al tipo de matriz alimentaria, algu-
nos microorganismos como L. acidophilus logran adaptarse
mejor en alimentos ricos o adicionados con proteina y, por
tanto, producen una mayor concentracion de acido lactico que
se traduce en un pH mas bajo (Prado et al,, 2015; Chavan et al,,
2018; Wang et al., 2022).

Por dltimo, otra circunstancia que afecta la velocidad de
acidificacion de las BPNL es la seleccion del cultivo iniciador. El
uso de cepas individuales ha permitido alcanzar la concentra-
cion de probidticos necesariay acidificar labebida. Sin embargo,
el uso de cocultivos ha logrado los mismos resultados en menor
tiempo. En el caso de una bebida a base de teff, L. plantarum fue
mas efectivo en combinacion con L. rhamnosus que de forma
individual (Alemneh et al,, 2021).



2.1.2. Viscosidad

Pocos estudios han evaluado la viscosidad de las BPNL. La vis-
cosidad puede modificarse tras la fermentacién por la natura-
leza de la matriz alimentaria. Di Cagno et al. (2020) notaron un
incremento significativo (p < 0.05) de la viscosidad aparente de
la bebida fermentada a base de cereza coralina en comparacion
con el control sin fermentar. Se obtuvo un valor inicial de 35.6
mPa que incrementd a 51.5 mPa tras 48 horas de fermentacion a
30 °C con P. kudriavzevii DCNa1y Wucherhamomyces subpelli-
culosus DFNb6. De acuerdo con los autores, ello pudo deberse a
la capacidad de estas levaduras para producir polisacaridos, los
cualesincrementan de forma inherente su viscosidad.

Otro factor que puede modificar la viscosidad es el uso de
aditivos como gomasy fructooligosacaridos (Fos) en la formu-
lacion. En un experimento realizado por Kokwar et al. (2022),
donde se fermentd una mezcla de cereales con diferentes mez-
clas de FOSy gomas, se observo que una adicién de 5 o/ de FOS
y 0.04 % de goma guar produjo una viscosidad de 61.67 cP, con
una aceptacion de 8.13 puntos en consistencia en una evalua-
cion hedonica de nueve puntos. Asimismo, los autores identi-
ficaron que una viscosidad superior a 65 cP genera productos
muy espesos, por lo que no es deseable en bebidas.

Vila-Real et al. (2022) proponen que los cambios de visco-
sidad en la fermentacion de BPNL puede deberse también al
tipo de cepa utilizada. En su investigacion, identificaron una
mayor viscosidad en el cocultivo de W. confusa con L. planta-
rum en una bebida a base de mijo de dedo. Tras la fermenta-
cion, laviscosidad incremento significativamente de 11.9a 35
mPas-s, que se atribuye a la capacidad de W. confusa de pro-
ducir exopolisacaridos durante la fase estacionaria. Este fend-
meno esdependiente del contenido de sacarosa. Por otro lado,
algunos microorganismos pueden disminuir la viscosidad, ya
que ocupan lafibrasoluble como sustrato de fermentacién. Esto
pudo observarse en una bebida a base de linaza, en la que L.
rhamnosus usé parcialmente al mucilago como sustrato de
fermentacion, lo que redujo su presencia y disminuy9 signifi-
cativamente (p < 0.05) la viscosidad final de la bebida (13.05
MPa-s) (Lopusiewicz et al., 2021)

La temperatura también influye en Ia viscosidad y puede
incrementarla hasta diez veces cuando la bebida pasa de tem-

peratura ambiente a refrigeracion. Este fendmeno puede expli-
carse por la retrogradacion del almidén en bebidas a base de
cereales (Vila-Real et al., 2022).

2.2. Caracteristicas sensoriales

2.2.1. Color

En las bebidas fermentadas, el color puede modificarse por la
reaccion de Maillard, 1a oxidacion de lipidosy compuestos fend-
licos, asi como por oscurecimiento enzimatico (Prado et al,
2015; Lopusiewicz et al, 2021). Adicionalmente, se ha atribuido
el cambio de color al aumento de la concentracion de microor-
ganismos, ya que estos pueden actuar como particulas de dis-
persion de luz que modifican los parametros de color (Mesquita
etal, 2020).

En bebidas de coco, la pasteurizacién y la fermentacion
generan un producto mas claro y amarillo indeseable (Cunha
Junior et al., 2022). En cambio, en las bebidas a base de frutos
rojos se ha demostrado que la fermentacion tiene un efecto
positivo, ya que al acidificarse el medio, ocurren cambios es-
tructurales en las antocianinas presentes en el fruto, lo que
da lugar a colores mas vivos y mejor calificados por el panel
evaluador (Freitas et al,, 2021; Wu et al,, 2021).

Sin embargo, también existen frutos en los que la fermenta-
cion no genera cambio de color perceptible por el ojo humano
(AE < 2.0), como ocurre con la produccion de una bebida de
maracuya (Fonseca et al,, 2022) y en una bebida de jujuba y
brote de bambu (Zhao et al, 2021). Una de las estrategias para
evitar cambios de color consiste en escaldar la matriz alimen-
taria junto con el uso de acido ascérbico como pretratamiento
previo a la fermentacién; ambas estrategias han resultado efica-
ces para fijar el color del producto y evitar cambios en el color
por oxidacion enzimatica (Watanabe et al.,, 2020).

2.2.2. Sabor

En gran medida, los sabores presentes en las bebidas fermen-
tadas también dependen de las caracteristicas iniciales de Ia
matriz alimentaria utilizada, asi como de la incorporacion de
ingredientes adicionales que mejoren el sabor, como acidulan-
tesy azucares. Multiples BPNL han sido aceptadas organolépti-
camente (tabla IV).
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ICLIENIAN Evaluacion sensorial heddnica de bebidas probidticas no lacteas

Tipo de . -
. ; . iy Numero y o Aceptabilidad
Microorganismo Alimento evaluacion . . Caracteristicas evaluadas Fuente
. tipo de jueces general
sensorial
L casei Salvado de Hedonica, 10 panelistas Color: 8.0, sabor: 8.5, 3.8 Hatami
’ arroz 10 puntos P aroma: 9.0 ’ et al. (2021)
- . N Mridula D.
L. acidophilus Trigo Hedénica, 9 panelistas Apariencia: 8.1, cuerpo: 843 y Sharma
9 puntos entrenados 8.6, olor: 8.4, sabor: 8.3
(2015)
L. plantarum ATCC Hedénica, 30 jueces no ; ) Mantzourani
14917 Cpale 10 puntos entrenados G G, S5 E 8.2 et al. (2019)
Cebada, -~ Apariencia: 7.1, aroma:
. . L Hedonica, . . . Chavan
L. acidophilus ragi y frijol 15 panelistas 8.2, consistencia: 6.3, 8
9 puntos et al. (2018)
makusta sabor: 7.9
c':‘;rliz Apariencia: 7.86,
L. plantarum (NCIM e ’ Hedonica, 10 jueces sabor: 7.9, aroma: 7.86, 799 Kokwar
2084/NCIB 8531) € 9 puntos entrenados sensacion en boca: 8.06, ’ et al. (2021)
sarracenoy . .
. consistencia: 8.13
arroz rojo
. . Frijol Hedénica, 9 panelistas Cuerpo: 7.4, olor: 7.6, L
L. acidophilus 7.6 y Sharma
mungo 9 puntos entrenados sabor: 7.5
(2015)
. . Heddnica, 9 panelistas Apariencia: 7.4, cuerpo: O
L. acidophilus Avena 7.5 y Sharma
9 puntos entrenados 6.9, olor: 6.9, sabor: 7.1
(2015)
- . N Mridula D.
L. acidophilus Cebada Heddnica, 9 panelistas Apariencia: 7.4, cuerpo: 74 y Sharma
9 puntos entrenados 8.6, olor: 8.4, sabor: 8.5
(2015)
ot q : . : Aparicio-
L. plantarum WCFS] Avgna Heddnica, 16 panelistas  Color: 7, aroma: 60 sabor: 6.8 Carcia
germinada 9 puntos no entrenados 6.3, consistencia: 8.8
et al. (2021)
. Hedonica, . Apariencia: 6.2, color: 6.6, Wacoo
S (LIS Maiz 9 puntos LR THES aroma: 6.7, sabor: 6.8 64 et al. (2019)
. . Heddnica, 60 jueces no Color: 6.07, apariencia: Freitas
e Acal 9 puntos entrenados 5.7, sabor: 6.43 6.13 et al. (2021)
T CCMA.. Yucay Heddnica, 50 panelistas Apariencia: 6.17, sabor: Freire
CEE T b CALIIEE arroz 9 puntos no entrenados 4.94, color: 6.01 223 et al. (2017)
CCMA 0235 P % color 6. :
Agua de Hedonica, 20 no Aspecto: 4.35, color: 3.90, Prado
Slelee el coco 7 puntos entrenados aroma: 3.1, sabor: 4.05 375 et al. (2015)
Descriptiva . .
L. plantarum FG69y  Cereza de ' 7 jueces no ) — Gerardi
S. cerevisiae Li180-7  Santa Lucia 5inptl;:ts(i)<jad; entrenados DIELIE e Hoh 257 et al. (2019)

Fuente: elaboracién propia.
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Un parametro crucial en la aceptabilidad del sabor es la
presencia de acido lactico, que en ocasiones se ha correlacio-
nado con una mayor aceptabilidad e intencion de compra. No
obstante, cuando este metabolito se encuentra en cantidades
excesivas, puede generar una percepcion aumentada de sabo-
res amargos y acidos que comprometeria la aceptacion del
producto (Wu et al, 2021). Por otro lado, el acido acético es
indeseable en las bebidas fermentadas, ya que se ha relacionado
con sabores pungentes y desagradables. Diversos autores (Yan
etal,2019; Freitas et al., 2021) han mostrado que para reducir
la produccion de acido acético se recomienda un tiempo de
fermentacion inferior a 24 horas y no inocular el probiético
con masde 7log urc/mL.

Adicionalmente, ciertos componentes de la matriz alimen-
taria pueden afectar la aceptacion del sabor de la bebida. Por
ejemplo, alimentos ricos en taninos, como frutas y verduras,
pueden presentar una mayor acidez y astringencia en la bebida
terminada. Se ha observado que en estos casos la fermenta-
cién con probidticos puede mejorar la calidad sensorial del ali-
mento al biotransformar algunos acidos organicos y fendlicos,
lo que disminuye la percepcion de sabores indeseables (Wu et
al,, 2021). En el caso de los cereales, que inicialmente tienen un
sabor mas neutro, su aceptabilidad esta determinada en gran
medida por la acidez; a mayoracidez, menoraceptacion (Wacoo
et al, 2019). En algunos casos se ha optado por afadir especias,
como canela o cardamomo, y edulcorantes (sacarosa, sucralosa
y glucosa) que mejoran el sabor de la bebida fermentada (Mri-
dula D.y Sharma, 2015; Cunha Junior et al., 2022).

Por otra parte, los sabores obtenidos en la fermentacién
de BPNL también se han correlacionado con el tipo de cultivo
usado. En particular, Gao et al. (2019) mostraron que, entre
las diferentes cepas utilizadas para la fermentacién de fruto
de pan, las fermentadas de forma individual y en combina-
cion con L. casei generaron sabores desagradables. También ha
sucedido con la fermentacion de maiz con L. plantarum, que
generd sabores acidos, pungentes, intensos y desagradables,
en comparacion con L. lactisy P. pentosaceus, que generaron

sabores mas suaves, frescos y dulces (Vakevdinen et al,, 2020).
Por el contrario, el uso de cocultivos de probidticos puede
generar sabores con mayoraceptabilidad, como es el caso de L.
plantarum con L. acidophilus o con levaduras, combinaciones
que han reportado sabores frutales agradables y un nivel de
acidez suave (Gao et al., 2019; Gerardi et al,, 2019).

2.2.3. Aromay compuestos volatiles

El tipo y la cantidad de compuestos volatiles presentes en las
bebidas fermentadas determinan caracteristicas organolépti-
cas unicas; porello, su presencia es deseable y esta intimamente
ligada con la aceptacion sensorial del producto. La produccion
de compuestos volatiles se ve favorecida por el alto conte-
nido de hidratos de carbono, de modo que las frutas, verduras,
cereales y leguminosas fermentadas suelen producir diferen-
tes olores agradables (Trung et al., 2021). Debe recordarse que,
al igual que otros parametros sensoriales, el tipo y cantidad
de compuestos volatiles son dependientes de la cepa usada en
la fermentacion, dado que son metabolitos generados por las
rutas metabélicas preferidas por cada microorganismo (Fon-
seca et al, 2022).

En el caso de la fermentacion de cereza coralina, se han
identificado alcoholes (1-pentanol, feniletil alcohol, etanol, far-
nesol, 2-metil-1-propanoly neridol) y ésteres (etil acetato) rela-
cionados con aromas florales y frutales agradables (Di Cagno et
al,, 2020). En |a fermentacion de granada se han identificado
alcoholes con perfil floral, como el 2-etil-1-hexanol (Mantzou-
rani et al, 2019). En la fermentacion de maracuya se produje-
ron 2,6-octadien-1-ol, 3,7-dimetil- y 1-dodecanol, compuestos
atribuidos a olores frutales, florales y a grasa (Fonseca et al.,
2022). En la fermentacion de té se ha observado produccion de
etil-ésteres, metil-salicilato, geranio y 2-feniletil alcohol, rela-
cionados con aromas frutales y mentolados, asi como una re-
duccion de sabores herbalesy frescos (Wang et al., 2022).

En cereales, |a fermentacion proporciona la formacién de
compuestos volatiles, como acidos organicos, alcoholes, aldehi-
dos, cetonas y carbonilos, que contribuyen a sabores complejos
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que los hace mas apetitosos (Kokwar et al, 2022). En semillas
se ha identificado la produccion de compuestos volatiles con
percepcion sensorial amaderada, especiada, floral, de lavanda,
rosas, dulces, afrutada y de cocoa, asi como aromas desagrada-
bles a grasa, pungentes y rancio (Ferreira et al,, 2022). En con-
traste, las altas concentraciones de aldehidos se han vinculado
con percepcion sensorial desagradable, por generar olores simi-
laresalacteos, grasa, jabon, metalicosy pungentes (Mantzourani
etal, 2019; Di Cagno et al, 2020; Ferreira et al,, 2022).

3. Beneficios a la salud asociados al consumo de
bebidas probioticas fermentadas no lacteas

3.1. Aporte nutrimental

Las BPNL son ricas en fibra por la naturaleza de sus ingredientes,
laadicion de gomas o Fosy por la produccion de exopolisacari-
dos de los probidticos durante la fermentacion. La fibra otorga
multiples beneficios a la salud, ademas de funcionar como pre-
bidtico y aumentar la viabilidad de los probiéticos de las bebi-
das durante su almacenamiento (Zhao et al, 2021). Las bebidas
a base de cereales han mostrado tener un aporte de 4.5 % de
fibratotal, mientras que las bebidas a base de frutos suelen tener
un menor contenido de fibra, cercano al 1 %% (Zhao et al, 2021;
Kokwar et al, 2022). El contenido y tipo de hidratos de carbono
de las bebidas a base de plantas les confiere un indice glucé-
mico bajo (< 55), por lo que pueden ser consumidas por pobla-
cion con enfermedades metabdlicas como diabetes, sindrome
metabdlico, dislipidemias, entre otras (Kokwar et al., 2022).

En cuanto al aporte proteinico, la fermentacion de fuen-
tes vegetales ha incrementado hasta tres veces la presencia
inicial de treonina, arginina, acido gamma aminobutirico y
glutamina, aminoacidos con impacto positivo en el mante-
nimiento de laintegridad de la mucosay la barrera intestinal,
asi como en la modulacion de la motilidad intestinal. Ademas
del aporte de aminoacidos, la fermentacion mejora la digesti-
bilidad de las proteinas, ya que el pH bajo favorece la desnatu-
ralizacion de proteinasy, al mismo tiempo, mejora la actividad

enzimatica de proteasas. Este proceso transforma las estructu-
ras proteinicas complejas en péptidos de menor tamafio que
pueden absorberse de forma mas eficiente (Oh et al., 2020;
Vila-Real et al,, 2022).

En cuanto a las grasas, los probidticos pueden producir aci-
dos grasos de cadena corta que ayudan a combatir trastornos
como diarrea, sindrome de intestino irritable, problemas car-
diacos y diabetes tipo 2. También se han producido acidos
grasos de cadena larga como acido linoleico y miristico, que
intervienen en el metabolismo del colesterol y los triglicéridos,
ademas de disminuir laresistenciaalainsulina (Aparicio- Garcia
etal,2021; Ferreira et al, 2022).

Igualmente, la fermentacion de fuentes vegetales puede
incrementar la presencia de compuestos bioactivos, como com-
puestos fendlicos, flavonoides, glutation, butirato, folato y ami-
noacidos bioactivos, los cualesa suvez incrementan la actividad
antioxidante (Nguyen et al, 2019; Oh et al., 2020; Freitas et al,
2021; Lopusiewicz et al, 2021). Por otra parte, la fermentacion
reduce la presencia de antinutrientes que pudieran afectar la
digestibilidad proteinica, la biodisponibilidad de micronutrien-
teseincluso el metabolismo de algunos microorganismos, dado
que algunos microorganismos producen enzimas capaces de
degradar estos compuestos.

En una bebida a base de mijo de dedo, la digestibilidad de
proteinas incremento de 25 a 64 % después de la fermentacion.
Los autores atribuyeron este efecto a la posible reduccion de
taninos en la bebida tras la fermentacion, ya que estos com-
puestos pueden interferir con la accion de las enzimas digesti-
vas; al disminuir su presencia, se incrementan la digestibilidad
y biodisponibilidad de proteinas. En el mismo estudio, se desa-
rrollé una bebida fermentada a base de sorgo que, en compa-
racion con la de mijo de dedo, presentd menor velocidad de
acidificaciony menor crecimiento microbiano, especialmen-
te de levaduras. Los autores mencionan que esto pudo deberse
al alto contenido de taninos en la harina de sorgo, los cuales
pudieron haber interferido con el crecimiento de Weisella,
mientras que L. plantarum 299V resultd ser una cepa mas apta



para la fermentacion de este cereal por presentar actividad de
tanasa, la cual es capaz de metabolizar estos compuestos fendli-
cos (Vila-Real et al,, 2022).

Adicionalmente, antinutrientes como los fitatos pueden
afectar la absorcion de minerales y vitaminas. Se ha identifi-
cado que algunos probidticos, en especial Lactiplantibacillus,
pueden producir fitasas que resultan en un incremento de vi-
taminas del complejo B, zing, calcio, magnesio, fosforo, hierro y
manganeso en las bebidas terminadas, en comparacién con el
sustrato inicial. Este efecto puede incrementarse si se combina
con una fermentacion de entre 35y 42 °C, temperatura ideal
para la actividad de fitasas (Freire et al, 2017; Di Cagno et al,
2019; Vila- Real et al., 2022).

Por ultimo, recientemente se ha investigado el efecto de la
fermentacion en la reduccion de micotoxinas; en este sentido, L.
rhamnosushareducido de forma exitosa el contenido de aflato-
xinas en bebidas fermentadas a base de maiz (Wacoo et al, 2019).

3.2. Estudios preliminares de efectos en la salud de
bebidas probiodticas no lacteas

El consumo de probidticos se usa como estrategia para mejorar
el equilibrio de la microbiotay, de esta forma, obtener benefi-
cios en la salud. Al consumir probidticos se corrige la disbiosis
intestinal, lo que mejora el metabolismo de lalactosa, lainmu-
nidad, laabsorcion de calcio, la digestibilidad de proteinasy la
sintesis de vitaminas, ademas de reducir los niveles de coleste-
rol (Watanabe et al,, 2020; Rasika et al., 2021).

Algunos estudios han aplicado BPNLen modelos invivoe in
vitro para demostrar el efecto en la salud. El efecto antimicro-
biano es uno de los mas reportados en probioticos, como con-
secuencia de la produccion de compuestos antimicrobianos
—bacteriocinas, peréxido de hidrégeno y acidos organicos—
que evitan la colonizacion de microorganismos patégenos en
el intestino. Este efecto fue evaluado con una cepa de L. rham-
nosus presente en una bebida fermentada de bagazo de linaza
desgrasado y artificialmente contaminado con E. coli, P. aeru-
ginosa, S. entéricay S. aureus, y mostré una reduccién com-
pleta de estos microorganismos patdgenos después de 48 horas
(Lopusiewicz et al., 2021). En un estudio similar, Zamfir et al.

(2022) obtuvieron una inhibicién total de E. coli, B. cereus, S.
entérica, L. monocytogenesy S. aureus en bebidas a base de
salvado de trigo con zanahoria o betabel fermentadas por L.
plantarum o L. acidophilus. De igual forma, Angelescu et al.
(2019) confirmaron laactividad antibacteriana in vitro de dife-
rentes cepas aisladas de bebidas lacteas y vegetales, como L.
harbinensis, L. ghanensis, L. satsumensisy L. plantarum ante
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Sta-
phylococcus aureus, Salmonella entericay E. coli. Por su parte,
Di Cagno et al. (2020) identificaron, en un estudio in vitro, que
Pichia kudriavzevii tiene alta adherencia al intestino, hidro-
fobicidad y autoagregacion, caracteristicas que le otorgarian
una mayor facilidad de colonizacién en el intestino y que, por
tanto, podria prevenir la colonizacién de patogenos.

Asimismo, Yan et al. (2019) midieron in vitro en ratones el
efecto antiestrés oxidativo e hipocolesterolemiante de una
bebida probidtica de mora azul fermentada con L. plantarum.
Losautoresatribuyeron labaja colesterolemiaala posible union
hidrofobica del colesterol con las antocianinas presentes en la
bebida que evitaban suabsorcion. El efecto antiestrés oxidativo,
por su parte, se vinculé a una mayor presencia de polifenoles
y flavonoides en la bebida fermentada en comparacion con la
bebida control. Estos antioxidantes redujeron la presencia de
radicales libres que causan fatiga, lo que se tradujo en un incre-
mento en la resistencia de nado de los ratones. Cabe mencionar
que el efecto fue directamente proporcional a la dosis consu-
mida de la bebida fermentada probiotica.

Otro de los efectos en salud se observd en una bebida de
verdolaga fermentada con L. kunkeei, que disminuyé los nive-
les de citocinas proinflamatorias y radicales libres. Al mismo
tiempo, inhibié la inflamacion inducida de células monocapa
Caco-2, lo que sugiere que esta bebida tiene la capacidad de
contrarrestar la inflamacion intestinal y el dafio epitelial. Los
autores atribuyen este efectoal TrCy alasvitaminas C, A, Ey B2
de la bebida, los cuales podrian limitar la produccion de pros-
taglandina E2, un compuesto critico en la reaccién inflamato-
ria aguda (Di Cagno et al., 2019). Se requieren mas estudios
paralaaplicacion in vivo de estas bebidas.
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4. Retos y oportunidades en el uso de probioticos
como cultivos iniciadores

4.1. Viabilidad de los probidticos

La viabilidad y supervivencia de los probidticos en las BPNL
establecen el tiempo de vida de anaquel del producto, ya que
para que una bebida sea considerada probidtica debe mante-
nerunaconcentracion minima de microorganismos vivos en el
momento del consumo. La FAO (2001) establecié como minimo
un valor de 1x10” UFC/mL; otras organizaciones, como The Cana-
dian Food Inspection Agency, establece una cantidad de 9 log
UFC por porcion (Alemneh et al,, 2022). La viabilidad de los
probidticossuele disminuiralo largo del almacenamiento, por
lo que se han aplicado diversas estrategias para mantener esta-
ble su contenido.

La primera estrategia consiste en otorgar los suficientes
nutrientes para que los probidticos contintien incrementando
suconcentracion durante el almacenamiento; para ello es esen-
cial una buena fuente de nutrientes como azlcares, proteinasy
minerales de reserva tras la fermentacion (Kokwar et al., 2022).
No obstante, el aumento de fuentes de carbono también incre-
mentara la produccion de acido, lo cual, como se ha mencio-
nado, podriano ser deseable (Yan etal, 2019; Freitas et al., 2021).

Debe considerarse que un ambiente acido, en conjunto con
otros compuestos antimicrobianos producidos por probioti-
cos (diacetil, bacteriocinas y perdxido de hidrégeno), puede
evitar el riesgo de contaminacién con microorganismos paté-
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genos, pero también incrementar el estrés de los probioticos
en la bebiday poner en riesgo su supervivencia. Por ello, una
segunda estrategia consiste en evitar un pH debajo de 3.5 al
finalizar la fermentacion (Lopusiewicz et al., 2021). Adicional-
mente, podrian afiadirse prebidticos que funjan como reserva
de fuente de carbono o que encapsulen a los probicticos, prote-
giéndolos del ambiente acido y hostil que pudiera generarse a
lolargo del almacenamiento (Nguyen et al., 2019; CunhaJunior
et al, 2020y 2022; Freitas et al,, 2021; Muncey y Hekmat, 2021;
Kokwar et al., 2022).

Otra estrategia es el uso de cocultivos, el cual parece mejorar
laviabilidad de algunas BPNL; como se ha comentado, los mi-
croorganismos podrian competir por los sustratos, generando
menos metabolitos indeseados, o bien producir compuestos
utiles, de modo que se genere una sinergia y se incremente
la viabilidad de ambos microorganismos (Freire et al., 2017;
Menezes et al., 2018; Gerardi et al., 2019; Di Cagno et al., 2020;
Alemneh et al, 2021; Trung et al., 2021).

Por ultimo, la refrigeracion ha sido el método de conser-
vacion mas utilizado en las BPNL. Mdltiples bebidas han logra-
do mantener su efecto probidtico en almacenamiento por al
menos 28 diasa 4 °C(tablaV). Esto es posible porque la refrige-
racion disminuye la velocidad de crecimiento de los microor-
ganismos como resultado de la disminucién de la actividad
enzimatica (amilasa y glucosidasa) y de las reacciones quimi-
cas necesarias para el metabolismo de los microorganismos
(Alemneh et al, 2022).

.Slsterr]a- Probidtico Prebiotico Tiempo | Temperatura C.o.nt.eo Conteo final Referencias
alimenticio inicial
828 L.
L. plantarumy ) . 2q 8.2LA6Y plantarum Alemneh
L L. thamnosus CLIED 4-6°c 8.4 LGG y7.86 L. et al. (2022)
rhamnosus
. L. plantarum ) . o Aparicio-Garcia
Avena germinada WCES] 20 dias 4°C 8.9 8.9 et al. (2021)
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IELIERAN  Viabilidad de probidticos en almacenamiento (continuacion)

lactis BB-12

.SISte"Ta. Probidtico Prebidtico Tiempo | Temperatura C‘o'nt'eo Conteo final Referencias
alimenticio inicial
ey o L. acidophilus : . o Arslan-Tontul y
(Boza) maiz: trigo LA-5 12 dias 4°C 7.92 6.96 Erbas (2020)
Edamames S. thermophilus = 28 dias 5°C 8.22 7.9 CEL UL CH
(2018)
2.5 %0 de inulina, 0.5 e Tar
Nueces brasilefias L. casei %/ de pectinay 28 dias 4°C 9.46 8.58
. al. (2020)
5 0/o de azucar
2.5 9/o FOS*, 0.5 %0 de Cunha Junior et
Pulpa de coco L. casei pectina 28 dias 4°C 9.2 9.06
. al. (2022)
y 5 %0 de azucar
. 7.5D.
Semillas de . . .
. D. hanseniiy L. . o hansenii Ferreira et al.
girasol, avenay = 28 dias 4°C >8
plantarum y 8.5 L. (2022)
almendras
plantarum
. L plantarumy L. . o Fonseca et al.
Maracuya paracasei 28 dias 4°C 9 8.5 (2022)
. L. casei NRRL 40 g/L FOS +10 g/L . o Freitas et al.
Acal B- 442 sacarosa 42 dias a4 97 8.9 (2021)
. . o Hatami et al.
Salvado de arroz L. casei = 21 dias 4°C 9 7.2 2021)
Avena, cebada, L. plantarum
0 0
trigo sarracenoy  (NCIM 2084/ > %% f)onf; %;34 20 dias 4°C 97 7.58 K°k(‘g’g;§)t Chs
arroz rojo NCIB 8531) g €
L. plantarum . o Mantzourani et
Granada ATCC 14917 28 dias 4°C 10.51 8.83 al. (2019)
. L. paracasei ) . o Mesquita et al.
Chicharo y coco LBC 81 10 dias 4°C 8.6 8.9 (2020)
Almendra L. rhamnosus 2 %o de inulina 30 dias 4°C 8 >8 Muncey y
GR-1 Hekmat (2021)
Pifna L. plantarum FOS: (Raftaline) al 1% 56 dias 4°C 8 >9 Ngu();eoqge)t el
L. plantarum . o Prado et al.
Agua de coco AC-1 28 dias 4°C 9.1 8.7 2015)
. . o Wacoo et al.
Maiz L. rhamnosus = 28 dias 4°C 87 >8 (2019)
S. boulardii
Té verde CNCM 1745 y L. - 31 dias 25 °C 75 7 Wiggzezt)“"
plantarum 299V
Yacén B. animalis ssp ) 28 dias 7°¢ 733 8.05 Watanabe et al.

(2020)

Fuente: elaboracion propia.
Nota: *FOS: fructooligosacaridos.
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4.2. Uso de aditivos

A pesar de que es posible fermentar fuentes vegetales con pro-
bidticos, las BAL suelen tener dificultades para sobrevivir, ya
que las matrices alimentarias vegetales son mas complejas que
las lacteasy carecen de algunos nutrimentos esenciales, como la
proteina(Maldonado et al., 2017). Pararesolver este problemase
ha afiadido proteina de soya, gluten, zeina, extracto de leva-
dura o harina de chicharo a matrices alimentarias como coco,
té, maiz y boza (Prado et al,, 2015; Arslan-Tontul y Erbas, 2020;
Wang et al, 2022). La adicion de proteina de soya (3 % p/v)
con extracto de levadura (0.1 %% p/v) en una bebida a base
de coco resultd en una mayor densidad dptica de L. planta-
rumy B. animalis subsp lactis en comparacion con la adi-
cion de ambos ingredientes en porcentajes inferiores (Prado et
al., 2015). En un estudio realizado por Arslan-Tontul y Erbas,
(2020), se realizé una bebida estilo boza enriquecida con pro-
teinay evaluaron el efecto de la fuente (gluten, zeina o harina
de chicharo) y la cantidad de proteina afiadida a Ia bebida pre-
vio a la fermentacion. Se observo que el tipo de proteina tuvo
un efecto significativo (p <0.05) en el pH, el contenido de pro-
teina total y el crecimiento de S. boulardii, L. acidophilusy B.
bifidum, ademas de reportar una mayor produccién de com-
puestos volatiles; la harina de chicharo fue la que genero los
mejores resultados.

También se ha propuesto la adicion de prebioticos (fruc-
tooligosacaridos, inulina y galactooligosacaridos) a bebidas
prebidticas fermentadas, ya que, ademas de aumentar la viabi-
lidad de los probidticos, pueden aportar mayor dulzor, mejorar
el sabory la textura de las bebidas, ademas de prevenir sinéresis
durante el almacenamiento (Prado et al,, 2015; Bernal-Castro et
al, 2019; Freitas et al,, 2021; Kokwar et al., 2022). No obstante, en
algunos casos, como en la fermentacion de edamames y pifia,
la adicion de inulina, fructooligosacaridos o ambos no tuvo
efecto en la viabilidad de los probidticos (Battistini et al., 2018;
Nguyen et al., 2019).

El pH inicial de los alimentos puede influir en la fermenta-
cion, ya que algunos probidticos son susceptibles a condicio-
nes extremas de acidez (pH 2.5-3.6) (Bernal-Castro et al,, 2019).
En un estudio realizado por Freitas et al. (2021) se evaluaron dife-
rentes niveles de pH para el crecimiento de L. casei mediante
una superficie de respuesta, en las que se hallé que un pH

cercano a 6.0 mejoraba la viabilidad del probiético. Por ello,
en algunos alimentos acidos se opta por alcalinizar el pH de la
matriz alimentaria antes de la inoculacién mediante la adicion
de Na,co., o NaoH (Mantzourani et al, 2019; Yan et al., 2019;
Freitas et al, 2021; Wu et al,, 2021). Aunque en general la alca-
linizacion tiene efectos favorables, en otros casos, como lo
reportaron Aparicio-Garcia et al. (2021) en la fermentacion
de avena germinada, laadicién de alcalinizantes provocd que el
pH no disminuyera lo suficiente (pH > 6.0), lo que comprome-
tié la inocuidad de la bebida. La alcalinizacion se realizé con
bicarbonato con el objetivo de disminuir la actividad de lipasas,
cuyaaccion se incrementatras la germinacion, lo cual libera aci-
dos grasos y genera sabores amargos no deseables que después
podrian repercutir en la aceptacion de la bebida. Cabe sefialar
que su adicion no afecto la viabilidad ni crecimiento de los
probidticos. Por este motivo, el impacto negativo en el conte-
nido nutrimental, sensorial y de inocuidad por la alcalinizacién
conNa,co, y NaoH de la materia primaain debe ser estudiado
(Palencia-Argel et al,, 2022). Asimismo, se ha propuesto el uso de
alimentos naturalmente alcalinos, como la papaya, paraaumen-
tarel pH de bebidas fermentadas (Bernal-Castro et al., 2019).

Por ultimo, se han afiadido sabores artificiales, especias,
sacarosay sucralosa para intensificar sabores o mejorar el per-
fil de las bebidas fermentadas (Mridula D. y Sharma, 2015; Gao
etal,2019; Arslan-Tontul y Erbas, 2020; Freitas et al,, 2021; Cunha
Junior et al., 2022). Esto abre una nueva area de oportunidad,
en |a que las bebidas fermentadas puedan combinarse con
ingredientes que mejoren su aceptacién sensorial, recuperen
aromas perdidos durante el proceso o disminuyan |a percep-
cién del saboracido inicial.

CONCLUSIONES Y
COMENTARIOS FINALES

De acuerdo con los articulos analizados, se puede concluir que
las caracteristicas finales de las BPNL dependen de la composi-
cion inicial del sustrato y de la cepa utilizada durante el pro-
ceso; por lo tanto, se requiere un analisis especifico de cada
bebida probidtica no lactea. Los probioticos masempleados en
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el desarrollo de este tipo de bebidas son L. casei, L. rhamnosus, L.
paracasei, S. cerevisiae, S. boulardiiy L. plantarum. Cuando las
BALY las levaduras se utilizan como cocultivo, se ha observado
un mayor tiempo de fermentacion, aunado a una creciente
viabilidad de ambos microorganismos. La sinergia entre cepas
debe ser estudiada y puede variar con respecto al sustrato y
las condiciones de fermentacion. Los frutos, cereales, legu-
minosas y semillas suelen preferirse para la preparacion de
BPNL porsualto contenido de hidratos de carbono fermentables
por probidticos, los cuales aseguran unaviabilidad de 8 log urc/
mL después de la fermentacion. Las BPNL se caracterizan por
tener un pH inferior a 4.5 debido a la presencia de acido lactico
y acético, y a una disminucion en la concentracion de glucosa,
fructosa y sacarosa. En cuanto al aromay sabor, se ha reportado
una gran variedad de compuestos volatiles como acidos orga-
nicos, alcoholes, aldehidos, cetonas y carbonilos que general-
mente se asocian aaromas frutalesy florales agradables.

El consumo de BPNL ha demostrado beneficios a la salud,
debido a la presencia de compuestos antimicrobianos, hipo-
colesterolemiantes, antiinflamatorios y antioxidantes. Desde
el punto de vista nutrimental, la fermentacién incrementa el
contenido de fibra, mejora la biodisponibilidad de proteinas,
aporta acidos grasos de cadena corta, incrementa la presencia
de compuestos bioactivos y disminuye antinutrientes como
fitatos. Sin embargo, el beneficio a la salud depende de la via-
bilidad de microorganismos al momento del consumo. Para
asegurarlaviabilidad de los microorganismos durante el almace-
namiento, se ha optado por la adicion de prebiéticos, azuca-
res, extracto de levadura o proteinas vegetales que sirvan como
fuente de carbonoy nitrégeno durante el almacenamientoy la
refrigeracion, con lo que se logra una mayor viabilidad de los
probidticos por hasta cuatro semanas.

AGRADECIMIENTOS

La autora Bernal-Pérez agradece al Consejo Nacional de Huma-
nidades, Cienciay Tecnologia (CONAHCYT) —hoy Secretaria de
Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion (SECIHTI)—y
a la Universidad de las Américas Puebla (UDLAP) por el apoyo
otorgado parasus estudios de doctorado.

REFERENCIAS

Alemneh, S. T, Emire, S. A. y Hitzmann, B. (2021). Teff-based probiotic functional
beverage fermented with Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus plan-
tarum. Foods, 10(10), Article 10. https://doi.org/10.3390/foods10102333

Alemneh, S. T, Emire, S. A, Jekle, M. y Hitzmann, B. (2022). Effect of refrigerated
storage on some physicochemical characteristics of a teff-based fermented
beverage and the viability of the fermenting Lactiplantibacillus plantarum
and Lacticaseibacillus rhamnosus used. Journal of Food Processing and Pre-
servation, 46(11), e17034. https://doi.org/10.1111/jfpp.17034

Angelescu, I. R, Zamfir, M., Stancu, M. M. y Grosu-Tudor, S. S. (2019). Identifica-
tion and probiotic properties of /actobacilliisolated from two different fer-
mented beverages. Annals of Microbiology, 69(13), 1557-1565. https://doi.

Aparicio-Garcia, N., Martinez-Villaluenga, C, Frias, J. y Pefias, E. (2021). Produc-
tion and characterization of a novel gluten-free fermented beverage based
on sprouted oat flour. Foods, 10(1), Article 1. https://doi.org/103390/
foodsioc010139

Arslan-Tontul, S. y Erbas, M. (2020). Co-culture probiotic fermentation of pro-
tein-enriched cereal medium (boza). Journal of the American College of
Nutrition, 39(1), 72-81. https://doi.org/101080/07315724.2019.1612796

Battistini, C, Gullon, B., Ichimura, E. S., Gomes, A. M. P., Ribeiro, E. P., Kunigk, L.,
Moreira, ). U. V. y Jurkiewicz, C. (2018). Development and characterization of
an innovative synbiotic fermented beverage based on vegetable soybean.
Brazilian Journal of Microbiology, 49(2), 303-309. https://doi.org/101016/].
bjm2017.08.006

Bernal-Castro, C. A, Diaz-Moreno, C.y Gutiérrez-Cortés, C. (2019). Inclusion of pre-
biotics on the viability of a commercial Lactobacillus casei subsp. Rham-
nosus culture in a tropical fruit beverage. journal of Food Science and
Technology, 56(2), 987-994. https://doi.org/10.1007/513197-018-03565-W

Chavan, M., Gat, Y., Harmalkar, M.y Waghmare, R. (2018). Development of non-dairy
fermented probiotic drink based on germinated and ungerminated cereals
and legume. LWT, 91,339-344. https://doi.org/101016/]lwt 2018 01 070

Cheng, Y., Wu, T, Chu, X, Tang, S., Cao, W., Liang, F. Fang, Y., Pan, S.y Xu, X. (2020).
Fermented blueberry pomace with antioxidant properties improves fecal
microbiota community structure and short chain fatty acids production inan
invitro mode. LWT, 125, 109260. https://doi.org/10.1016/]lwt. 2020109260

Cunha Junior, P. C. da, Oliveira, L. de S. de, Blanco, ). C, Silva, M. T. de C,, Galvez, S.
G. L, Rosenthal, A.y Ferreira, E. H. da R. (2022). Elaboration, characterization,

and probiotic viability of synbiotic non-dairy drink based on coconut. Ciéncia

Rural, 53. https://doi.org/10.1590/0103-8478¢r20210723


https://doi.org/10.3390/foods10102333
https://doi.org/10.1111/jfpp.17034
https://doi.org/10.1007/s13213-019-01540-0
https://doi.org/10.1007/s13213-019-01540-0
https://doi.org/10.3390/foods10010139
https://doi.org/10.3390/foods10010139
https://doi.org/10.1080/07315724.2019.1612796
https://doi.org/10.1016/j.bjm.2017.08.006 
https://doi.org/10.1016/j.bjm.2017.08.006 
https://doi.org/10.1007/s13197-018-03565-w
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.01.070
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109260
https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20210723

Bernal Pérez, L. K., Islas Romero, L. M. y Ortega Regules, A. E. (2024). TSIA, 18.

Cunha Junior, P. C. da, Oliveira, L. de S. de, Gouvéa, L. de P., Alcantara, M. de, Rosen-
thal, A.y Ferreira, E. H. da R. (2020). Symbiotic drink based on Brazil nuts (Ber-
tholletia excelsa H. B. K): Production, characterization, probiotic viability and
sensory acceptance. Ciéncia Rural, 51. https://doi.org/101500/0103-847
8cr20200361

Das, J., Datta, Z, Saha, A, Mohammad Nur, S, Barua, P, Rahman, M., Ahmed, K,
Mostofa, M., Chowdhury, R. y Mannan, A. (2013). A comprehensive study on
antioxidant, antibacterial, cytotoxic and phytochemical properties of Averr-
hoa carambola. International Journal of Bioassays, 02, 803-807.

Di Cagno, R, Filannino, P., Cantatore, V., Polo, A, Celano, G., Martinovic, A, Cavoski,
I. y Gobbetti, M. (2020). Design of potential probiotic yeast starters tailored
for making a cornelian cherry (Cornus mas L.) functional beverage. Interna-
tional Journal of Food Microbiology, 323, 108591. https://doi.org/101016/].
i .

Di Cagno, R, Filannino, P., Vincentini, 0., Cantatore, V., Cavoski, . y Gobbetti, M.
(2019). Fermented Portulaca oleracea L. juice: a novel functional beverage
with potential ameliorating effects on the intestinal inflammation and epi-
thelial injury. Nutrients, 11(2), article 2. https://doi.org/103390/nu11020248

FAO. (2001). Probiéticos en los alimentos. Propiedades saludables y nutricionales
ydirectrices para la evaluacion.

Ferreira, I, de Sousa Melo, D., Menezes, A. G.T., Fonseca, H. C,, de Assis, B. B.T., Ramos,
C. L, Magnani, M, Dias, D. R. y Schwan, R. F. (2022). Evaluation of potentia-
Ily probiotic yeasts and Lactiplantibacillus plantarum in co-culture for the
elaboration of a functional plant-based fermented beverage. Food Research
International, 160,111697. https://doi.org/101016/] foodres 2022111697

Fonseca, H. C, Melo, D. de S, Ramos, C. L, Menezes, A. G. T, Dias, D. R. y Schwan,
R. F. (2022). Sensory and flavor-aroma profiles of passion fruit juice fermen-
ted by potentially probiotic Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 strain.
Food Research International, 152,110710. https://doi.org/101016/].foodres.
2021110710

Freire, A. L, Ramos, C. L., da Costa Souza, P. N., Cardoso, M. G. B. y Schwan, R. F.
(2017). Nondairy beverage produced by controlled fermentation with poten-
tial probiotic starter cultures of lactic acid bacteria and yeast. Internatio-
nal Journal of Food Microbiology, 248, 39-46. https://doi.org/101016/].

Freitas, H. V., Dos Santos Filho, A. L., Rodrigues, S., Abreu, V. K. G., Narain, N.,
Lemos, T. D. 0., Gomes, W. F.y Pereira, A. L. F. (2021). Synbiotic agai juice
(Euterpe oleracea) containing sucralose as noncaloric sweetener: proces-
sing optimization, bioactive compounds, and acceptance during storage.
Journal of Food Science, 86(3), 730-739. https://doi.org/10.1111/1750-
384115617

Gao, Y., Hamid, N., Gutierrez-Maddox, N., Kantono, K.y Kitundu, E. (2019). Develop-
ment of a probiotic beverage using breadfruit flour as a substrate. Foods, 8(6),
article 6. https://doi.org/103390/foods8060214

Gerardi, C, Tristezza, M., Giordano, L., Rampino, P., Perrotta, C, Baruzzi, F., Capozzi, V.,
Mita, G.y Grieco, F. (2019). Exploitation of Prunus mahaleb fruit by fermenta-
tion with selected strains of Lactobacillus plantarum and Saccharomyces
cerevisiae. Food Microbiology, 84, 103262. https://doi.org/101016/j.fm.
2019103262

Hatami, S, Tajabadi, N, Massoud, R.y Sharifan, A. (2021). Chemical and sensorial pro-
perties of probiotic beverage based on rice bran extract and honey. Biomass
Conversion and Biorefinery. https://doi.org/10.1007/513399-021-01500-2

Ignat, M. V., Salantd, L. C,, Pop, O. L., Pop, C. R, Tofan3, M., Mudura, E., Coldea, T. E,,
Borsa, A. y Pasqualone, A. (2020). Current functionality and potential impro-
vements of non-alcoholic fermented cereal beverages. Foods, 9(8), 1031.
https://doi.org/103390/foodsgo81031

Kokwar, M. A, Arya, S.S.y Bhat, M. S. (2022). A cereal-based nondairy probiotic func-
tional beverage: an insight into the improvement in quality characteristics,
sensory profile, and shelf-life. Journal of Food Processing & Preservation,
46(1),1-12. https://doi.org/10.1111/jfpp.16147

Lopusiewicz, L, Droztowska, E., Trocer, P., Kostek, M., Bartkowiak, A. y Kwiatkowski,
P. (2021). The development of novel probiotic fermented plant milk alter-
native from flaxseed oil cake using Lactobacillus rhamnosus GG acting as
a preservative agent against pathogenic bacteria during short-term refrigera-
ted storage. Emirates Journal of Food and Agriculture, 266-276. https://doi
o1g/10.9755/¢jfa.2021.33.14.2679

Maldonado, R. R, Araljo, L. da C, Dariva, L. C. da S., Rebac, K. N, Pinto, I. A. de S,
Prado, J. P.R, Saeki, ). K, Silva, T.S., Takematsu, E. K, Tiene, N. V., Aguiar-Oliveira,
E., Buosi, R. E., Deziderio, M. A.y Kamimura, E. S. (2017). Potential application
of four types of tropical fruitsin lactic fermentation. LWT, 86, 254-260. https://
doi.org/10.1016/j.lwt.2017.08.005

Mantzourani, I, Kazakos, S., Terpou, A, Alexopoulos, A., Bezirtzoglou, E., Bekatorou,
A.y Plessas, S. (2019). Potential of the probiotic Lactobacillus Plantarum ATcc
14917 strain to produce functional fermented pomegranate juice. Foods,
8(1), article 1. https://doi.org/10.3390/foods8010004

Menezes, A. G. T., Ramos, C. L, Dias, D. R. y Schwan, R. F. (2018). Combination of
probiotic yeast and lactic acid bacteria as starter culture to produce maize-
based beverages. Food Research International, 111, 187-197. https://doi.
org/10.1016/j foodres 2018 04.065

Mesquita, M. C, Leandro, E. dos S., de Alencar, E. R. y Botelho, R. B. A. (2020). Fer-
mentation of chickpea (Cicer arietinum L.) and coconut (Coccus nucifera L.)

beverages by Lactobacillus paracaseisubsp paracasei LBC 81: the influence

"TO0N

81l



https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20200361
https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20200361
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2020.108591
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2020.108591
https://doi.org/10.3390/nu11020248
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.111697
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110710
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110710
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2017.02.011
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2017.02.011
https://doi.org/10.1111/1750-3841.15617
https://doi.org/10.1111/1750-3841.15617
https://doi.org/10.3390/foods8060214
https://doi.org/10.1016/j.fm.2019.103262
https://doi.org/10.1016/j.fm.2019.103262
https://doi.org/10.1007/s13399-021-01500-2
https://doi.org/10.3390/foods9081031
https://doi.org/10.1111/jfpp.16147
https://doi.org/10.9755/ejfa.2021.v33.i4.2679
https://doi.org/10.9755/ejfa.2021.v33.i4.2679
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.08.005
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.08.005
https://doi.org/10.3390/foods8010004
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.04.065
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.04.065

of sugar content on growth and stability during storage. LWT, 132, 109834.

Mridula D.y Sharma, M. (2015). Development of non-dairy probiotic drink utilizing
sprouted cereals, legume and soymilk. LWT - Food Science and Technology,
62(1), 482-487. https://doi.org/101016/].lwt2014.07.011

Muncey, L.y Hekmat, S. (2021). Development of probiotic almond beverage using
Lacticaseibacillus rhamnosus Gr-1 fortified with short-chain and long-chain
inulin fibre. Fermentation, 7(2), article 2. https://doi.org/10.3300/fermenta-
tion7020090

Nguyen, B. T, Bujna, E., Fekete, N, Tran, A. T. M., Rezessy-Szabo, ). M., Prasad, R. y

Nguyen, Q. D. (2019). Probiotic beverage from pineapple juice fermented with
Lactobacillus and Bifidobacterium strains. Frontiers in Nutrition, 6. https://

Oh,Y.J., Kim,T.S., Moon, H.W., Lee, S.Y.,, Lee, S.Y., Ji, G. E.y Hwang, K. T. (2020). Lac-
tobacillus plantarum pmo 08 as a probiotic starter culture for plant-based
fermented beverages. Molecules, 25(21), article 21. https://doiorg/103390/
molecules25215056

Palencia-Argel, M., Rodriguez-Villamil, H., Bernal-Castro, C., Diaz-Moreno, C.y
Fuenmayor, C. A. (2022). Probiotics in anthocyanin-rich fruit beverages:
Research and development for novel synbiotic products. Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, 0(0), 1-17. https://doi.org/10.1080/10408398.
20222104806

Pereira, A. L.F, Feitosa, W.S.C, Abreu, V. K. G, Lemos, T.de O., Gomes, W. F., Narain, N.
y Rodrigues, S. (2017). Impact of fermentation conditions on the quality and
sensory properties of a probiotic cupuassu (Theobroma grandiflorum) beve-
rage. Food Research International, 100, 603-611. https://doi.org/10.1016/i.

foodres.2017.07.055
Prado, F. C, Lindner, ). D. D,, Inaba, J., Thomaz-Soccol, V., Brar, S. K.y Soccol, C. R.

(2015). Development and evaluation of a fermented coconut water beve-

rage with potential health benefits. Journal of Functional Foods, 12, 489-497.

o L

Rasika, D. M. D., Vidanarachchi, J. K, Luiz, S. F,, Azeredo, D. R. P., Cruz, A. G. y
Ranadheera, C. S. (2021). Probiotic delivery through non-dairy plant-based
food matrices. Agriculture, 11(7), article 7. https://doi.org/103390/agricul-
Lure11070599

Romero-Espinoza, A. M., Serna-Saldivar, S. 0., Vintimilla-Alvarez, M. C., Brio-
nes-Garcia, M. y Lazo-Vélez, M. A. (2020). Effects of fermentation with pro-
biotics on anti-nutritional factors and proximate composition of lupin
(Lupinus mutabilis sweet). LWT, 130, 109658. https://doi.org/10.1016/]
lwt2020.109658

Santos, C. C. A. do A, Libeck, B. da S.y Schwan, R. F. (2014). Co-culture fermen-
tation of peanut-soy milk for the development of a novel functional beve-
rage. International Journal of Food Microbiology, 186, 32-41. https://doi.

Trung, V. T, Van Huynh, T, Thinh, P. D,, San, P. T., Bang, T. H.y Hang, N. T. (2021).
Probiotic fermented beverage from macroalgae. Natural Product Communic-
ations, 16(12), 1934578X211066145. https://dol.org/10.1177/1934578X2
11066145

Vakevainen, K, Hernandez, )., Simontaival, A. I, Severiano-Pérez, P., Diaz-Ruiz, G.,
von Wright, A, Wacher-Rodarte, C. y Plumed-Ferrer, C. (2020). Effect of diffe-
rent starter cultures on the sensory properties and microbiological quality of
Atole agrio, a fermented maize product. Food Control, 109, 106907. https://
doi.org/10.1016/j.foodcont 2019.106907

Valero-Cases, E., Cerda-Bernad, D., Pastor, ). J. y Frutos, M. ). (2020). Non-dairy fer-
mented beverages as potential carriers to ensure probiotics, prebiotics, and
bioactive compounds arrival to the gut and their health benefits. Nutrients,
12(6), article 6. https://doi.org/10.3390/nu12061666

Vila-Real, C, Pimenta-Martins, A, Mbugua, S., Hagrétou, S. L., Katina, K., Maina,
N. H., Pinto, E. y Gomes, A. M. P. (2022). Novel synbiotic fermented finger
millet-based yoghurt-like beverage: nutritional, physicochemical, and sen-

sory characterization. Journal of Functional Foods, 99, 105324. https://doi.

L


https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109834
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.07.011
https://doi.org/10.3390/fermentation7020090
https://doi.org/10.3390/fermentation7020090
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnut.2019.00054
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnut.2019.00054
https://doi.org/10.3390/molecules25215056
https://doi.org/10.3390/molecules25215056
https://doi.org/10.1080/10408398.2022.2104806
https://doi.org/10.1080/10408398.2022.2104806
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2017.07.055
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2017.07.055
https://doi.org/10.1016/j.jff.2014.12.020
https://doi.org/10.3390/agriculture11070599
https://doi.org/10.3390/agriculture11070599
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109658
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109658
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2014.06.011
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2014.06.011
https://doi.org/10.1177/1934578X211066145
https://doi.org/10.1177/1934578X211066145
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2019.106907
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2019.106907
https://doi.org/10.3390/nu12061666
https://doi.org/10.1016/j.jff.2022.105324
https://doi.org/10.1016/j.jff.2022.105324

Bernal Pérez, L. K., Islas Romero, L. M. y Ortega Regules, A. E. (2024). TSIA, 18.

"TO0N

81l

Wacoo, A. P., Mukisa, I. M., Meeme, R, Byakika, S., Wendiro, D., Sybesma, W. y Kort,
R. (2019). Probiotic enrichment and reduction of aflatoxins in a traditional
african maize-based fermented food. Nutrients, 11(2), article 2. https://doi.
0rg/103390/nU11020265

Wang, R., Sun, )., Lassabliere, B., Yu, B.y Liu, S. Q. (2022). Green tea fermentation with
Saccharomyces boulardii cNcMm 1-745 and Lactiplantibacillus plantarum
299V. LWT, 157,113081. https://doi.org/101016/]lwt 2022 113081

Watanabe, F. M. F., Marques, C., Farias, F. 0., Ellendersen, L. N.y Masson, M. L. (2020).
Yacon-based beverage as non-dairy vehicle for Bifidobacterium animalis
ssp. lactis: stability and In vitro probiotic viability. Biointerface Research in
Applied Chemistry, 11(4), 11458-11472. https://doi.org/1033263/BRIACI14
1145811472

Wu, Y, Li, S, Tao, Y., Li, D., Han, Y,, Show, P. L, Wen, G.y Zhou, ). (2021). Fermen-
tation of blueberry and blackberry juices using Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophilus and Bifidobacterium bifidum: growth of pro-
biotics, metabolism of phenolics, antioxidant capacity in vitro and sensory
evaluation. Food Chemistry, 348, 129083. https://doi.org/101016/].food-
chem.2021.129083

Yan, Y. Zhang, F., Chai, Z, Liu, M., Battino, M.y Meng, X. (2019). Mixed fermen-
tation of blueberry pomace with L. rhamnosus GG and L. plantarum-1:
enhance the active ingredient, antioxidant activity and health-promo-
ting benefits. Foodand Chemical Toxicology, 131, 110541. https://doi.
0rg/10.1016/}.fct.2019.05.049

Zamfir, M., Angelescu, I. R, Voaides, C, Cornea, C. P., Boiu-Sicuia, 0.y Grosu-Tudor,

S.S. (2022). Non-dairy fermented beverages produced with functional lactic

acid bacteria. Microorganisms, 10(12), Article 12. https://doi.org/10.3390/

microorganisms10122314
Zhao, C-M., Du, T,, Li, P, Du, X. J. y Wang, S. (2021). Production and characterization

of a novel low-sugar beverage from red jujube fruits and bamboo shoots fer-

mented with selected Lactiplantibacillus plantarum. Foods, 10(7), article 7.

https://doi org/103390/fonds10071439


https://doi.org/10.3390/nu11020265
https://doi.org/10.3390/nu11020265
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2022.113081
https://doi.org/10.33263/BRIAC114.1145811472
https://doi.org/10.33263/BRIAC114.1145811472
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129083
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129083
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.05.049
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.05.049
https://doi.org/10.3390/microorganisms10122314
https://doi.org/10.3390/microorganisms10122314
https://doi.org/10.3390/foods10071439

Retos y oportunidades
en el diseho y optimizacion
de emulsiones alimentarias .

Regina Navarrete Gonzalez* y Enrique Palou Garcia

*Programa de Doctorado en Ciencia de Alimentos

Correos electrénicos: regina.navarretegz@udlap.mx - enrique.palou@udlap.mx

Navarrete Gonzalez, R. y Palou Garcia, E. (2024). Retos y oportunidades en el disefio y optimizacion de emulsiones alimentarias. TSIA, 18.



mailto:regina.navarretegz%40udlap.mx?subject=
mailto:enrique.palou%40udlap.mx?subject=

UDLAP.

RESUMEN

| presente articulo comprende una revision de los avances en el disefio de ali-

mentos desde un enfoque de optimizacion. El estudio se centra en los alimentos

formados mediante sistemas de emulsion y focaliza la revision bibliografica en las

distintas aplicaciones que presentan la ciencia de las emulsiones, que abarcan

las emulsiones multiples, las multicapa, los sistemas HIPE (high internal phase
emulsion), las microemulsionesy las nanoemulsiones.

Asimismo, el presente articulo destaca la importancia de seleccionar el tipo de disefio,
desde un sistema prueba y error hasta los métodos hibridos que integran modelos mate-
maticos de optimizacion y algoritmos predictivos mediante herramientas computaciona-
les denominadas cAMD (computer-aided methodology design). Al centrar los elementos
(proporciones, parametros fisicoquimicos de ingredientes e ingredientes activos), es posible
optimizar el disefio de alimentos, ya sea por el disefio de mezclas que integraria la opti-
mizacion estadistica o de manera hibrida; esto permite disefiar emulsiones alimentarias
mediante modelos matematicos predictivos de simulacion tedrica que ofrecen ventajas res-
pecto al disefio de pruebay error. Esta alternativa permite, ademas, reducir el ndmero de
experimentos, la cantidad de insumos, optimizar la funcionalidad de los ingredientes claves
y, por ultimo, reducir los costos que implica lainnovacion de emulsiones alimentarias.

Palabras clave: Disefio de mezclas, ecuaciones matematicas, sistemas de dispersion.

ABSTRACT

Thisarticle includes a review of the developments in food design from a mathematical point
of view, it focuses on foods formed by emulsion systems, review on the differentapplications
orvariants that emulsions present, being multiple emulsions, multilayer, (H1PE: High Inter-
nal Phase Emulsion) and nanoemulsions.

This article highlights the importance in the selection of the type of design, from a trial
and error system to those hybrid methods that integrate mathematical optimization mod-
els and predictive algorithms through computational tools called camb (Computer-aided
methodology design) as a hybrid method, which distinguish the elements that structure a
food emulsion, among them: the ingredients, the functionality that is given to the appli-
cations and the physicochemical properties associated with these systems. By integrating
these elements, food design can be optimized either by the design of mixtures integrat-
ing statistical optimization orin an integral way, designing food emulsions using predictive
mathematical models that simulate theoretically, offering an advantage over trial-and-error
design. This alternative also allows reducing the number of experiments, reducing the num-
ber of resources, optimizing the functionality of the key ingredients and finally allows reduc-
ing the costs that mean the innovation of food emulsions.

Keywords: Emulsions, design, optimization, mathematic models.
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INTRODUCCION

En laactualidad, la industria alimentaria enfrenta diversos retos
asociados alaalimentacion de la poblacion mundial de una ma-
nera segura, inocua, saludable y sustentable, ante un panorama
de sobrepoblaciéon, malnutricién y una sociedad de consumo
acelerado. Estos desafios pueden abordarse a nivel tecnold-
gico desde el inicio de la cadena alimentaria, por ejemplo, con la
actividad del disefio de alimentos, que intenta responder a esas
necesidades de alimentacion, donde los tecnélogos en alimen-
tos deben ofrecer, a una velocidad acelerada, alternativas en la
formulacion de alimentos, en las técnicas de manufacturay en
los procesos hacia la sustentabilidad. En este sentido la optimi-
zacion de recursos, ya sea ingredientes, tiempos, combustibles,
personas, procesos o costos, juega un papel central.

Ante ello, puede ubicarse a la innovacion de alimentos bajo
la optica de formulacion por optimizacion, donde el disefio in-
tegre no solo la parte experimental, sino también la incorpo-
racion de modelos matematicos que permitan describir las
propiedades fisicoquimicas de los ingredientes, sus interaccio-
nesy las respectivas limitantes, evaluando el margen de error en
la formulacion y su aplicabilidad hacia el consumidor final,
en respuesta a laactual ofertay demanda de la sociedad.

Este enfoque en la optimizacion matematica podria am-
pliarse a multiples sectores de la industria alimentaria en sus
diversas categorias; sin embargo, este articulo centrasuatencion
en el sector de las emulsiones alimentarias, al ser una categoria
poco estudiada. Si bien hoy en dia se comercializan con éxito
diferentes productos (leche en polvo, salsas, aderezos, postres,
coberturas y complementos semisdlidos), es posible ampliar la
innovacion en la formulacion de estas emulsiones hacia otras
aplicaciones alimentarias. Desde la diversificacion de los com-
ponentes a utilizar y la optimizacion de su aplicabilidad tecno-
l6gica, es posible describir los sistemas de dispersion a partir de
sus componentes y sus respectivas propiedades fisicoquimicas

(porejemplo, el uso de polisacaridos o péptidos proteicos como
agentes emulgentes). Otra variante consiste en la modificacion
intencionada de la estructura de dichas emulsiones respecto
al tamafio y la forma de los sistemas, clasificindolos como
microemulsiones, nanoemulsiones, emulsiones de alta fase
interna, nanoparticulas de lipidos sélidos, liposomas y biopoli-
meros de micro gel, siendo cada una de estas modificacio-
nes una categoria de emulsiones con multiples aplicaciones
comerciales o tecnoldgicas.

Es destacable el trabajo de tecnélogos de alimentos que
suman esfuerzos para ofrecer esta alternativa de solucion a pro-
blematicas de salud mediante emulsiones alimentarias, con
aplicaciones como sistemas de emulsion maltiple, denomina-
dos dispersiones bifasicas, que pueden ayudara reducir los nive-
les de nutrientes no deseados (como grasas saturadas, exceso de
sal y azlcar), orientando la oferta hacia alimentos para personas
con enfermedades como hipertension o diabetes. Otro ejemplo,
son los sistemas coloidales (nanoemulsiones), que permiten
una liberacion controlada de ingredientes bioactivos (o nutra-
céuticos), respondiendo a estimulos bioldgicos focalizados (por
ejemplo, la encapsulacion de vitaminas y minerales que no son
solubles en un alimento de manera nativa). Un tercer ejemplo
corresponde al disefio de sistemas coloidales complejos que
pueden ayudar a garantizar la seguridad de los alimentos; algu-
nos sistemas disefiados con especificidad pueden modificar la
interaccion alimento-tracto digestivo (incluida la percepcion
oral, el control de la saciedad y la inaccesibilidad de micronu-
trientes), lo cual resulta relevante en personas con trastornos
alimentarios como obesidad o anemia.

En este nicho tecnolégico del disefio de emulsionesalimen-
tarias surge la necesidad de abordar un estudio amplio. El obje-
tivo de estarevision esanalizar el avance tecnolégico desde una
dptica matematica; entender qué tipo de disefios de mezclas
estadisticas se han utilizado en los dltimos afos, qué ecua-
ciones matematicas se han aplicado, como se integran estas
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metodologias hibridas y qué ventajas presentan respecto al
disefio experimental, asi como las estrategias de innovacion
empleadas en sumanufactura.

1. Avances del disefio de alimentos en las ultimas
décadas

Esta época se caracteriza por un crecimiento significativo de la
poblacion mundial, con tendencias demograficas al alza. Esto
implica que las organizaciones gubernamentales requieren, con
premura, generar politicas pablicas y programas sociales para
reducirelhambre en el mundo, asi como hacer frente alas enfer-
medades asociadas a la alimentacidn. En este sentido, el disefio
de alimentos, desde su concepcién, formulacion y proceso, ha
evolucionado a la par del crecimiento poblacional (Floros et al.,
2010). Ante ese desafio, los departamentos responsables de lain-
novacion en las industrias alimentarias se ven presionados para
desarrollar nuevos productos en respuesta a las demandas del
mercado, reducir el impacto ambiental, cumplir con la legisla-
cion pertinente y optimizar los costos productivos, donde las
materias primas son uno de los factores econdmicos relevan-
tes(Granatoy Ares, 2014; Musina et al., 2017; Sijtsema et al., 2020).

Unaformulacion alimentaria implica el cdlculo de los ingre-
dientes en proporciones adecuadas para ofrecer un producto de
calidad. Si bien el calculo manual fue una técnica utilizada, en
laactualidad muchas propuestas se desarrollan mediante pro-
gramas estadisticosy, en su caso, bajo un enfoque de optimiza-
cion, con el objetivo de reducir tiempos y costos en esta tarea
exhaustiva, en el cual lamano de obra humanasigue siendo un
factor clavey, enalgunos casos, un factor de ahorro en recursos
(Granato y Ares, 2014; Calvo et al., 2022).

Ante ello, los métodos estadisticos, también conocidos
como disefio de experimentos, abarcan la formulacion concep-
tual de mezclas por diversas técnicas, como el full factorial'y
los disefios de mezclas por denominador combinatorio. En el
caso de la optimizacion de féormulas, usualmente enfocada en

maximizar los nutrientes del alimento, los métodos mas utili-
zados son la metodologia de superficie de respuestay el arreglo
ortogonal de Taguchi, ya que minimizan el nimero de experi-
mentos y ofrecen un modelo numérico que permite optimizar
lavariable de respuesta (Musina et al,, 2017).

El disefio de experimentos se basa en definir un objetivo
principal (generalmente el ahorro de recursos). De acuerdo con
Leardi R. (2013), se determinan los factores que afectan al ali-
mento, se genera un plan de experimentos y se analizan los
resultados para obtener las condiciones 6ptimas de formu-
lacion (Buruk Sahin et al., 2016). Estos métodos, presentados
de forma candnica como ecuaciones lineales, cuadraticas o
cubicas, permiten identificar coeficientes (b1, b2), factores
evaluados (x1, x2) e interacciones (x1x2), cOmo se muestra en
laecuacion 1, en funcion de la respuesta objetivo-planteada:

y = blx1 + b2x2 + b12x1x2 + b21x1x2

A partir de estas ecuaciones matematicas resultantes, es po-
sible identificar dos tipos de disefio de mezclas: el latex simple
(definido por rango r/m con un grado polinomial) y los disefios
simples centrales (definidos como 1/q, donde q representa cada
componente en lamezcla). Dependiendo del grado de factoresy
lasinteraccionesresultantes, se evalua el tipo de representacion
grafica mas adecuado; en muchos casos, resulta mas compren-
sible utilizar una superficie de respuesta para evaluar las condi-
ciones dptimas. Cabe destacar que el disefio de mezclas es parte
de las herramientas computacionales denominadas chemo-
metrics (Einax et al,, 2007; Leardi R., 2013).

Un estudio sobre el avance en el disefio de mezclas ali-
mentarias realizado por Squeo et al. (2021) analiza diezafios de
informes cientificos (2011-2021), con una base de 420 articulos,
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utilizando como criterios de busqueda «ciencia y tecnologia
de alimentos» y «biotecnologia aplicadax. El andlisis identi-
fica los disefios de experimentos mas reportadosy las categorias
de alimentos asociadas (mencionadas en la tabla ). Se destaca
el disefio D-6ptimo como el mas frecuente (25 o), seguido

del disefio central compuesto (23 %) y el disefio latex simple
(21 %0). Asimismo, se observa como limitante el uso de hasta
seis componentes en las mezclas reportadas, debido al incre-
mento en la complejidad, siendo la mezcla de tres componen-
tes el denominador comun.

IELIEREN Disefios experimentales orientados a la optimizacion de mezclas

Producto alimentario

Factores

Disefio de
experimentos

Referencia

Bebida fermentada
de avena

Cerveza con mezcla
de lupulo

Bebida a base de
suero de leche

Yogur simbiotico
suplementado

Jugo de verduras
con alto contenido
de polifenoles

Jugo de frutas con
bajo aporte caldrico

Bebida con
alta capacidad
antioxidante

Bebida fermentada
de harina de fruta

Hamburguesas
de cordero

Salchichas
fermentadas

Mezcla de avena (60-70 %o), lupino
(25-10 %) y hojas de nettle (5-15 %0)

Mezcla de granos enteros con variantes
de lupulo (seco y humedo)

Mezcla de suero con jarabe irani en
propiedades de viscosidad, consistencia
y aceptabilidad de bebida

Mezcla de lactobacilos en medio de leche
con harina libre de gluten y niveles de
concentracion de indculo y temperatura

Mezcla de proporcién de polvo de brécoli,
zanahoria y calabaza, efecto de actividad
antioxidante, contenido fendlicoy
aceptabilidad

Proporciones de naranja, pifia'y persimon en
efecto de sélidos totales, acidez, color
y capacidad antioxidante

Mezcla de extracto de jamaica con
zanahoria, pifia y naranja sobre la capacidad
antioxidante, contenido de acido ascérbico
y aceptabilidad

Proporcion de fruta en polvo y azicar sobre
efecto de uFc de indculo, pH, acidez titulable
y concentracion de azucar

Mezcla de cMc e inulina en hamburguesas
de cordero sobre efectos de textura, color,
diametro de reduccion y aceptabilidad

Mezcla de fibra dietética, almiddn y celulosa
en reduccion de porcentaje de grasa y sales
sobre efectos de textura, acido lactico
y actividad de agua

D-Optimo

Disefo simple-latex
de cuarto grado

Superficie de
respuesta

Disefo simple-
central

Superficie de
respuesta

Disefio simple-
central y analisis
de componentes

principales

Superficie de
respuesta

D-Optimo

Disefio simple-latex
de cuarto grado

Disefio de mezclas
simple-central

Alemayehu
et al. (2022)

Lafontaine y
Shellhammer
(2018)

Zendeboodi
et al. (2018)

Bevilacqua
et al. (2019)

Kim
et al. (2017)

Curi
et al. (2017)

Ogundele
et al. (2016)

Gao
et al. (2019)

Guedes-Oliveira
et al. (2019)

Santos
et al. (2021)
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Tablal. Disefios experimentales orientados a la optimizacion de mezclas (continuacion)

de frutas regionales
y sélidos totales

Goma de mascar a
base de curcuma

Pan libre de gluten

Uso de goma a partir
de semilla basil
como estabilizante
de helado

. . Diseio de .
Producto alimentario Factores . Referencia
experimentos
Mezcla de frutas: tincozi, tineyi y umfomfo
Mermelada a base en siete formulaciones combinatoriales sobre Disefio de mezcla Dlamini

evaluacion sensorial, pH, actividad de agua

Efecto de la mezcla de goma de mascar en
propiedades de cohesividad, compresibilidad,
extensibilidad y masticabilidad

Efecto de la mezcla goma xantana, guar e

hidropropil metilcelulosa en receta de pan

(quinoa, maiz y arroz) sobre propiedades
de textura, reologia y densidad

Evaluar mezcla de goma de semilla basil,
CMCy goma guar sobre efectos de overrun,
viscosidad, punto de fusiony
evaluacion sensorial

simple-latex et al. (2019)

& Al Hagbani

D-Optimo et al. (2018)
D-Gptimo Encina-Zelada

et al. (2019)

Bahram Parvar
et al. (2015)

Disefo de mezclas
simple-central

Fuente: elaboracion propia con informacién de Galvan et al. (2021).

Por otra parte, el estudio de Galvan et al. (2021) evalda las
categorias de alimentos que emplean disefio de experimentos
como metodologia matematica de formulacion y experimen-
tacion. En la tabla I, Ia informacion se divide en bebidas y ali-
mentos, con subcategorias especificas (bebidas alcohdlicas,
lacteas, jugos, entre otros; asi como productos de origen animal,
vegetal, panaderia, lacteos y mermeladas). En todos los casos se
identifican procesos de optimizacién asociados a propiedades
funcionales de los ingredientes. En la categoria de alimentos, el
nimero de optimizaciones corresponde a estos porcentajes de
estudio: productos de panaderia (25 %o), jugos (24 %), produc-
tos carnicos (15 %), y solo un 13 %% en productos emulsionados
como salsasy aderezos (Squeo et al., 2021).

Uno de los casos mas reportados es el uso de mezcla de hari-
nas para sustituir el gluten y conservar las propiedades de tex-
tura que caracterizan al sector de panaderia. Asimismo, destaca
la optimizacion de ingredientes activos, en especifico el uso de
hidrocoloides como la goma guar o goma xantana, aplicados en
mezclas que maximizan la textura y otros atributos sensorialesy
de aceptacion (Encina-Zelada et al, 2019; Ataei Nukabadi et al,,
2021; Difonzo et al, 2021).

Sin embargo, de acuerdo con el estudio, la subclasificacion
de alimentos tipo emulsién representa una minoria de estudio,
lo que evidencia una oportunidad de profundizar en la ciencia
de emulsiones, sus tipos y los enfoques de disefio utilizados
en estos sistemas de dispersion, ante la limitada optimizacion
reportada de emulsiones alimentarias.

2. Tendencias en diseiio y funcionalidad de los
sistemas de emulsién

En la clasificacion de alimentos, una emulsion puede definirse
como una dispersion termodinamicamente inestable de dos
liquidos inmiscibles, normalmente de naturaleza apolary polar,
en la que uno de ellos forma gotas de pequefio tamafio (de
0.1a 100 micras), denominada fase dispersa o interna, mien-
tras que el otro constituye la fase continua o externa (Tan y
McClements, 2021). En [a practica, debe contener un tercer
componente: un emulgente, sustancia anfifilica que facilita
la formacion de la emulsion al disminuir la tensién interfacial
entre la fase apolar (oleosa) y la polar (acuosa), y que ademas
aporta cierta estabilidad fisica durante un tiempo. Dependien-
do de la naturaleza de las fases dispersa y continua, en una
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primera clasificacién pueden identificarse las emulsiones O/W
(aceite disperso en agua) y, de forma inversa, W/0 (agua dis-
persa en aceite), asi como emulsiones multiples del tipo W/
0/Wy0/W/0.

Por otra parte, las dispersiones coloidales se pueden clasi-
ficar en funcion de su tamafio de particula en macroemulsiones
convencionales, microemulsiones y nanoemulsiones (Nikma-
ram et al, 2017). Una segunda clasificacion engloba algunas
emulsiones consideradas avanzadas, como las emulsiones mul-
ticapa, las nanoparticulas sélidas lipidicas y las emulsiones de
alta fase interna o, por sus siglas en inglés, sistemas HIPE (high
internal phase emulsion). Estos sistemas presentan atributos
de mejora tecnoldgica, entre ellos, reduccion de la ingesta calé-
rica, disminucion de compuestos lipidicos no deseados, encap-
sulacion y posterior solubilidad de compuestos nutrimentales
inmiscibles de manera nativa y aumento controlado de la bio-
disponibilidad de componentes bioactivos en el tracto gastroin-
testinal humano, en ingredientes que noson solubles de manera
convencional (Tan y McClements, 2021). A continuacion, se
presentaran los casos especificos de emulsiones multiples,
emulsiones de alta fase internay nanoemulsiones.

2.1. Emulsiones multiples

Las emulsiones multiples, también conocidas como emulsiones
duplex, consisten en una fase acuosa interna (W1) dispersa en
forma de pequefas gotas dentro de gotas de aceite mas grandes
(0), las cuales, a su vez, se dispersan en una fase de agua exterior
(W2). Estas estructuras aportan caracteristicas fisicas con bajo
contenido de grasa sin limitar la apariencia, la textura ni la sen-
sacion en boca. Porello, pueden utilizarse con dos propésitos en
las formulaciones alimentarias: en primer lugar, como sustituto
de grasa, al encapsular las particulas intermedias oleosas y redu-
cirsuporcentaje en el sistema; en segundo lugar, como sistemas

de encapsulacion de compuestos bioactivos hidréfobos (anto-
cianinas, resveratrol, fitoesterol, vitaminas B, Ey D), que pueden
liberarse durante el proceso digestivo bajo efectos mecanicos o
cambios de pH y temperatura (Muschiolik y Dickinson, 2017).
Estos sistemas, al igual que las emulsiones simples, presentan
una metaestabilidad coloidal y son susceptibles a fenomenos de
floculacion de gotas, la coalescencia, la maduracion de Ostwald
y la sedimentacion, por lo que se consideran sistemas relativa-
mente inestables.

Asimismo, presentan dos interfaces O/W distintas, lo que
requiere diferentes tipos de emulsionantes (Leister y Karbstein,
2020). Por tanto, la formulacion de emulsiones dobles implica
una seleccion sinérgica de estabilizantes y sustancias surfac-
tantes. El componente lipofilico suele ser el polirricinoleato de
poliglicerol (PGPR), utilizado en un rango de 4 a 6 %o en peso,
aunque algunos estudios reportan optimizaciones de hasta 1.25
o/0 en peso; este se combina con un emulgente hidréfilo como
Tween (monooleato de sorbitan de polietileno), disuelto en la
fase W2 (Muschiolik y Dickinson, 2017). Diversos autores han
estudiado la optimizacion de emulsiones multiples mediante el
uso de emulgentes lipofilicos e hidrofilicos para maximizar la
estabilidad de los sistemas (indices superiores al 85 9%). Uno
de los objetivos tecnoldgicos es encapsular sustancias bioacti-
vasy mantener a los sistemas estables (Zhu et al.,, 2019).

Dentro de esta formulacion de sistemas diplex, las emulsio-
nes multicapa son aplicaciones disefiadas con base en el método
de deposicion electrostatica (LBL), que consiste en pequefias
gotas de aceite recubiertas por multiples capas de polielectroli-
tos formadas a partir de biopolimeros con cargas opuestas, que
generan esta interaccion electroestatica en cada capa (Guzey y
McClements, 2006).

Se han propuesto mdltiples interacciones entre protei-
nas y polisacaridos para ensamblar esas dispersiones multi-
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capa. Generalmente, la primera capa se estructura con proteinas
(ovoalbumina, proteina séricay lactoferrina), debido a su inte-
raccion anfifilica, mientras que las capas posteriores se confor-
man con polisacaridos (gomaarabiga, alginatoy pectinas), que
aportan la repulsion electroestatica.

El uso sinérgico de proteinas y polisacaridos representa un
reto de optimizacion en laformacion de biopolimeros mediante
diversas mezclas, donde las variables de respuesta afectan la
capacidad de concentracion de gotas, la fuerzaionica, el pHy
laestabilidad del sistema formado. Una aplicacion altamente
reportada en este disefio por optimizacion es la encapsulacion
de antioxidantes y metabolitos lipofilicos de alto interés nutri-
mental (Chungy McClements, 2014).

2.2. Emulsion de alta fase interna (HIPE)

La emulsion de alta fase interna (HIPE) representa una alter-
nativa a las emulsiones convencionales W/0, principalmente
en el sectoralimentario de las grasas, donde se posiciona como
una posibilidad para crear texturas sélidas en alimentos grasos y
ofrecer un sustituto a los aceites parcialmente hidrogenados
(Tany McClements, 2021).

Se destacan por su alta concentracion de la fase dispersa,
constituida por particulas empaquetadas que exceden el limite
de fase (¢p) de 0.74 (relacion volumen-volumen). En estos sis-
temas, la fase dispersa se organiza de manera altamente orde-
nada, dejando un espacio minimo de movimiento entre cada
particula; mientras que la fase externa actia como una peli-
cula liquida. Este grado de organizacion estructural limita a
movilidad de las particulas dispersas, lo que confiere al sistema
unaelevadaviscosidad y una consistencia semisélida (Okuro et
al., 2019). Estas emulsiones suelen ser metaestables en funcion
del tiempo, ya que son susceptiblesalareversion de fases sin la
seleccion del emulgente adecuado. En este sentido, la formu-

lacion depende en gran medida de las propiedades fisicoquimi-
casdel emulgente, que debe presentaralta humectabilidad y un
angulo de contacto trifasico cercano a 900, esto para garanti-
zarel empaquetamiento de particulas. Asimismo, debe mostrar
una afinidad al sistemay capacidad de inhibir la coalescencia
o floculacion de las particulas de grasa (Bai et al,, 2021; Tan y
McClements, 2021).

El disefio y optimizacion de emulgentes capaces de formar
sistemas HIPE han sido producto de multiples estudios (Dai L.
et al, 2019; Huang X. N. et al, 2019), desde el enfoque inte-
raccion polisacarido-proteina, hasta el disefio de compuestos
de grado alimenticio. Entre las formulaciones desarrolladas se
encuentran sistemas gliadina-goma arabiga (extraido del glu-
ten de trigo), diversos polisacaridos de celulosa con proteina
de soya y el complejo proteina-zeina, alginato de propilengli-
coly ramnolipidos (Zhou et al., 2018). Estos complejos suelen
formarse mediante la técnica de microfluidizacion, alcanzando
volumenes de concentracion superiores al 70 o/. El enfoque
de estos estudios se centra en la manipulacién del autoen-
samblaje interfacial y el empaque de particulas compuestas
mediante simulaciones computacionales (in sillico), lo que
permite la formacion de una red de gotas de aceite en 3D
que promueve laformacion de sistema HIPE con fuerte viscoe-
lasticidad, tixotropiay estabilidad al almacenamiento.

Esta aplicacion tecnoldgica permite ofrecer emulsiones
semisolidas, estables ante separacion fisica, con una textura
gel, ampliamente aceptada en productos como aderezos, sal-
sas, complementos dip y mayonesas, con capacidad de reem-
plazar moléculas de grasa.

2.3. Nanoemulsiones
Las nanoemulsiones, también denominadas emulsiones ultra-
finas o submicronicas, se caracterizan por presentar tamafios de
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gota en el rango de 20 a 200 nm, asi como una distancia redu-
cida entre particulas (Solans et al, 2005). Estos sistemas son
definidos como dispersiones coloidales termodinamicamente
estables e isotrépicas, compuestas de agua, aceite, tensoacti-
vos o cotensoactivos. Debido a su tamafio de particula, presen-
tan alta transparencia y baja viscosidad (Hong et al., 2020).
En esta escala nanométrica, las nanoemulsiones ofrecen mul-
tiples funcionalidades en la formulacién y optimizacion de ali-
mentos, particularmente en laincorporacion de ingredientes
activos en recubrimientos comestibles disefiados para exten-
der la vida atil de los alimentos. De igual manera, permiten
mejorar la inaccesibilidad y biodisponibilidad de compuestos
bioactivos hidréfobos (Tan y McClements, 2021). Como resul-
tado de estas aplicaciones, los métodos mas utilizados en su
manufactura incluyen la sonicacion, la homogenizacion de alta
presion, la microfluidizacion, la emulsificacion de fase inversa o
emulsificacion espontanea. La eleccion del método influye
directamente en la calidad del producto final (Tan y McCle-
ments, 2021).

La formulacion de nanoemulsiones depende del método
de manufactura, ya que debe evitarse el uso excesivo de emul-
gentesy estabilizantes que puedan generar sabores residuales y
aumenten los costos productivos (Tan y McClements, 2021).

Diversos estudios (Qian et al,, 2012; Mehmood et al,, 2018)
utilizan modelos matematicos para desarrollar y optimizar el
analisis fisicoquimico de las nanoemulsiones alimentarias, prin-
cipalmente la estabilidad coloidal mediante el diagrama pro-
medio de particula y el potencial zeta del sistema, los cuales
permiten definir la estabilidad. Asimismo, se considera la in-
fluencia del tamafo de particula en parametros farmacocinéti-
cosy laabsorcion en el tracto gastrointestinal, como lo reportan
Cortés-Rios et al. (2020).

Los modelos mas utilizados incluyen modelos de superfi-

cie de respuesta, el disefio central compuesto y el disefio Box-
Behnken. En casos donde estos modelos no presentan un ajuste
adecuado, se emplean disefios 6ptimos. Este ultimo modelo
matematico fue estudiado por Safayay Rotliwala (2020), quienes
lograron una nanoemulsion multiple W/0/W para encapsular
extracto de polen mediante un modelo matricial, mejorando
labaja biodisponibilidad del compuesto bioactivo en su forma
independiente, su escasa calidad sensorial y optimizando las
propiedades del tamafo y distribucion de particula e inestabi-
lidad quimica.

2.4. Propiedades fisicoquimicas que describen las
emulsiones

Al abordar la diversificacion de dispersiones alimentarias, como
nanoemulsiones, emulsiones multiples, entre otras, se requiere
entender a profundidad estos sistemas desde su caracterizacion
fisicoquimica, tanto en sumacroestructura como en sumicroes-
tructura, ya que estos factores influyen en la estabilidad global
del sistema, en suaplicacién alimentariay, a suvez, en sudisefio
basado en la optimizacion.

Sobre el estudio de la microestructura, uno de los parame-
tros mas estudiados es el tamafio de gota y su distribucién, ya
que se ha demostrado que este factor puede favorecer fend-
menos de desestabilizacion como la floculacion, el cremado, la
coalescencia o la sedimentacion. Ademas, influye en las pro-
piedades sensoriales y funcionales de estos sistemas (Hu et al.,
2017). De manera grafica, la desestabilizacion de las emulsio-
nes puede observarse en la figura 1; dichos fenédmenos pueden
presentarse si el disefio de la formulacion no es seleccionada
correctamente. Por tanto, la seleccion correcta del surfactante o
sustancia emulgente es el factor determinante de la estabilidad,
al ser capaz de inhibir estos fenomenos de separacion (coales-
cencia, floculacion y sedimentacion).
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Fendmenos fisicos de inestabilidad en sistemas de emulsion. Adaptada de Tan y McClements (2021).

El tamafio de gota esta directamente influido por la con-
centracion de la fase dispersa y la presencia del surfactante.
Otros factores adicionales incluyen la homogenizacion del sis-
tema, es decir, la fuerza mecanica aplicada y la concentracion
del componente surfactante. Algunos estudios han reportado
el uso de ultrasonido de alta potencia y homogenizacion de
alta presion para maximizar la formacion de emulsiones a es-
cala nanométrica y favorecer la estabilidad cinética (Artiga-
Artigas et al., 2019).

Porotra parte, el estudio reoldgico de las emulsiones resulta
fundamental y depende del tipo de ingredientes utilizados,
de las interacciones de cargas electroquimicas, del pH, de las
concentraciones utilizadas y de las interacciones particula-
particula, asi como del tamafio molecular, los mecanismos de
interaccion y la presencia de surfactantes (Goralchuk y Riabets,
2019). Asimismo, la estabilidad de la emulsion es afectada por
fenomenos de floculacién cuando la viscosidad se encuentra en
valoresaltos (Hu et al., 2017).

Las propiedades reoldgicas pueden describirse mediante
multiples ecuaciones matematicas que parten de la ley de Stokes
y laecuacion Krieger-Dougherty, las cuales predicen la microes-

tructuray viscosidad de una emulsion. Dado que la viscosidad
depende de la temperatura, es necesario reportar las condi-
ciones de temperatura al estimar parametros tales como el
modulo elastico, el estrés de fractura, la fuerza de fractura,
el esfuerzo cortante y la velocidad de corte, los cuales descri-
ben el comportamiento reoldgico de estos sistemas (Bourne,
1975; Hu et al,, 2017).

Entre las propiedades adicionales que se estudian en la ma-
croestructura de las emulsiones se incluye la densidad, como
medida directa para determinar el volumen de la fase dis-
persa; la conductividad eléctrica del componente mayorita-
rio de la emulsién; la cristalinidad de particulas mediante un
perfil calorimétrico diferencial de barrido. De igual manera,
la morfologia de estos sistemas puede caracterizarse mediante
microscopia electrénica de barrido o microscopia 6ptica (Chung
y McClements, 2014).

3. Métodos de disefio y optimizacion de
emulsiones

De acuerdo con los avances en la ciencia de las emulsiones,
estos sistemas presentan un amplio espectro de aplicaciones en
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diferentes sectores mas alla de la industria alimentaria, como
el cosmético, petroquimico, farmacéutico, biotecnoldgico y
nanotecnoldgico (Calvo et al., 2022).

El disefio de emulsiones puede abordarse desde dos enfo-
ques principales: uno basado en experimentos (pruebay error),
apoyado en herramientas como el disefio de mezclas (DMm), y
otro basado en modelos matematicos (Torres et al., 2020).

En este contexto, el proceso de disefio de emulsiones se
havuelto progresivamente mas critico, ya que laindustria se esta
moviendo con velocidad hacia la produccion de productos
orientados al consumidor y de bajo costo (Kalakul et al,, 2018).
En el ambito alimentario, el disefio de emulsiones implica a
creacion de formulaciones y mezclas capaces de satisfacer las
necesidades nutrimentales del consumidor final. Si bien los di-
sefios experimentales (disefios factoriales, método de superficie
de respuesta, arreglos ortogonales de Taguchi y disefios mix-
tos) se utilizan ampliamente para optimizar las formulaciones,
la tendencia actual se orienta hacia enfoques integrales que
incorporan métodos heuristicos, principios combinatoriales,
disefo asistido por computadora y aproximaciones in silico
(Musina et al., 2017).

Un enfoque basado en modelamiento matematico permite
analizar una emulsion desde su dimension microscdpica y ma-
croscopica, convirtiendo el proceso de disefio en un sistema
multifactorial y no solo técnico, inherente a la formulacion
(Torres et al., 2020). Ademas, este método contribuye a una
manufactura de menor costo productivo y permite ampliar
la oferta de productos al mercado comercial con mayor veloci-
dad al reducir los experimentos que requieren mayor tiempo
en las primeras etapas del disefio, asi como recursos para desa-
rrollar los productos (Kalakul et al., 2018).

3.1. El disefio asistido por computadora
Los métodos de disefio de formulaciones (mezclas) asistidos
por computadora CAMD plantean la principal ventaja de gene-

rary evaluar rapidamente miles de ingredientes candidatos,
asi como estimar un gran numero de propiedades fisicoquimi-
cas. Esto permite seleccionar un conjunto reducido de ingre-
dientes viables para su posterior verificacion y refinamiento
mediante experimentacion instrumental (Kalakul et al,, 2018).

La metodologia CAMD se basa en la identificacién del pro-
blema de disefio, el cual se descompone en una secuencia de
subproblemas. A medida que se avanza de niveles externos a
internos, el proceso consta de tres fases. La primera, relacio-
nada con la definicion del problema, involucra Ia recopila-
cion de datos referentes al consumidor, la calidad esperada, la
oferta de mercado, encuestas, patentesy lo sucedaneo para es-
tablecer los atributos esperados de la formulacién. En el ambito
alimentario, esta etapa requiere una recopilacion integral de
multiples fuentes; su entregable es el desarrollo de un algo-
ritmo que rige laformulacion en términos de sus componentes
(Mattei, 2014).

La segunda fase referente al modelamiento matematico es
delimitada por las restricciones inherentes al producto final,
tanto en terminos de las expectativas del consumidor como de
las propiedades fisicoquimicas asociadas. La tercera fase con-
siste en lavalidacion experimental de las etapas previas, con el
objetivo de obtener un prototipo final en menor tiempo (Kon-
togeorgis et al., 2022).

En la fase de modelado matematico existen dos enfoques
principales en el disefio de algoritmos para estos sistemas: los
modelos basados en heuristicas y aquellos fundamentados en
programacion matematica (Mattei et al,, 2013).

La primera clasificacion, correspondiente a técnicas heu-
risticas o basadas en reglas restrictivas, define el problema
de disefio en un esquema enunciativo, generando alternati-
vas que posteriormente se evaltan para su factibilidad. Estos
datos se estructuran como enunciados matematicos que des-
criben las restricciones del sistema (Mattei et al, 2013). Un
reto importante de dicho método es que las reglas pueden
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resultar contradictorias, lo que restringe su aplicabilidad; no
obstante, pueden integrarse en metodologias integrales (Mat-
tei etal, 2013).

Por otra parte, la segunda clasificacion abarca las técnicas
de programacion matematica, definidas como un conjunto de
ecuaciones que plantean el problema de disefio mediante es-
tructuras matriciales. Estas se resuelven a través de herramientas
como solver, aunque pueden verse limitadas por el tamafio y
la complejidad del modelo de programacion matematica (Mat-
tei et al, 2013). El entregable de esta etapa es la definicion de la
formulacion y la seleccion de ingredientes en términos de res-
triccion matematica.

Este proceso se apoya en diversos programas de software,
tanto comerciales como de codigo abierto. Entre los mas uti-
lizados se encuentra OptCAMD, un programa de licencia que
permite realizar programacion matematica basada en opti-
mizacion mediante la discriminacion de moléculas factibles
y mezclas precargadas en su sistema, con amplia aplicacion en
la industria quimica. Uno ampliamente utilizado en la simula-
cion de procesos es Matlab, el cual no solo tiene esta aplicacion,
sino que permite el manejo de mdltiples sistemas numéricos
no algebraicos; por otra parte, existen otros como Mathematica
y PTC Mathcad (Musina et al,, 2017; Kontogeorgis et al., 2022).
En cuanto a software de cddigo abierto, destaca el uso del len-
guaje de programacion Python y su desempefio en el trata-
miento de base de datos mediante ecuaciones matematicas
(Musina et al,, 2017; Kontogeorgis et al., 2022).

Un reto importante en el disefio de alimentos mediante
metodologia cAMD radica en las propiedades fisicoquimicas
que no tienen datos precedentes, las cuales pueden estimarse
por medio de modelos predictivos teéricos. Para ello, una de las
metodologias mas utilizadas es la estimacion por contribucion
de grupos moleculares propuesta por Gmehling et al. (2015),
que permite estimar un coeficiente de actividad de la mezclaen
funcion de sus grupos funcionales y predecir tedricamente las

propiedades fisicoquimicas. Este enfoque se integra en la téc-
nica de estimacion UNIFAC (universal quasi-chemical func-
tional group activity coefficients), estudiada por Vilas et al.
(2018). Esta metodologia ha permitido disefiar productos qui-
micos como gasolinas, solventesy productos de cuidado perso-
nal (Zhang et al., 2018).

No obstante, CAMD no se limita al uso de UNIFAC. En siste-
mas complejos, se ha reportado el uso de modelos como SAFT
(stands for statistical associating fluid theory) y, en otros casos,
la integracion de simulacion molecular, inteligencia artificial
y quimica cuantica en la técnica integral cosmo-Rrs (conduc-
tor like screeenig model for real solvents), descrita por Gani
(2019), con aplicaciones relevantes en la industria farmacéutica
y biotecnolégica.

Aunque la metodologia CAMD ha sido ampliamente repor-
tada en laindustria quimica (Lee et al,, 2014; Zhang et al., 2017;
Arrieta-Escobar et al, 2019), en el disefio de emulsiones los
casos exitosos plantean emulsiones orientadas al cuidado per-
sonal o los cosméticos.

En este sentido, las emulsiones disefiadas por computadora
han tenido mayor desarrollo en la industria cosmética (Arrieta-
Escobar et al,, 2019; Calvo et al, 2022; Gdmez et al.,, 2022). Sin
embargo, existen algunas oportunidades en el disefio de ali-
mentos asistido por computadora. Por ejemplo, Yeboah et al.
(2022) reportan el disefio heuristico de un helado con una
formulacion que sustituye la sacarosa. Por otra parte, Patel
(2020), en su estudio sobre ingenieria de coloides y formacién
de emulsiones, plantea el uso de diversos complejos protei-
na-carbohidrato para ampliar la gama de aplicaciones en la
encapsulacion de alimentos, destacando el uso de simulado-
res computacionales para estructurar estas particulas coloida-
les. Desde otra perspectiva, Sheibani et al. (2018) plantean el
disefio de alimentos por modelamiento lineal, considerando
restricciones nutrimentales, la contribucion sensorial y la for-
mulacion optimizada en términos de costos.
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CONCLUSIONES

El campo del disefio de emulsiones presenta una amplia gama
de posibilidades en cuanto al avance tecnolégico, al desarro-
llar opciones de encapsulamiento, sustitucion de ingredientes
no deseados, recubrimientos biopolimeros o distribucion con-
trolada de micronutrientes de alto valor, asi como la prolonga-
cion de lavida util de ciertos alimentos.

En este contexto, laindustria haimpulsado el crecimiento de
lacienciade lasemulsiones mediante su diversificacion en nano
y microemulsiones, la estructuracion de emulsiones maltiplesy
el desarrollo de sistemas HIPE, lo que evidencia un amplio aba-
nico de aplicaciones. En estos sistemas, los emulgentes desem-
pefian un papel central en las interacciones estructuralesy en
la estabilidad.

Si bien el disefio de mezclas por optimizacion estadistica
ha permitido desarrollar unaamplia variedad de alimentos, las
tendencias actuales en simulacién y disefio asistido por com-
putadora abren nuevas alternativas en el disefio de alimentos,
al reducir el numero de experimentos, la cantidad de ingre-
dientes y los costos de innovacion que el proceso indica. El
principal reto consiste en aplicar metodologias como CAMD en
este sector, aprovechando la experiencia reportada en sectores
farmacéuticos y cosméticos, donde ya se emplean estos enfo-
ques para formular sistemas de emulsion.

Esta oportunidad de disefios integrales (modelamiento
y experimentacion) representa una oportunidad estratégica
para el sectoralimentario, al permitir el desarrollo de una mayor
diversidad de emulsiones basadas en la optimizacion de alterna-
tivas alimentarias funcionales.
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RESUMEN

a tecnologia del microondas ha crecido exponencialmente en el procesamiento

de alimentos debido a las grandes ventajas que ofrece frente a otras tecnologias,

como la reduccién de tiempo de coccion y del consumo de energia. Sin embargo,

existen ciertos defectos de calidad relacionados con la aplicacion de esta tecno-

logia, principalmente la falta de oscurecimiento y crocancia. Los susceptores son
materiales que absorben la energia del microondasy la transfieren en forma de calor al ali-
mento, lo que permite obtener productos con caracteristicas deseables para el consumidor.
Por lo tanto, el objetivo del presente articulo de revision es brindar un panorama general de
los materiales y la aplicacion de los susceptores en el procesamiento de los alimentos, asi
como presentar una revisién de los mecanismos de transferencia de calor involucrados y el
uso de algunos modelos matematicos para describir el calentamiento con microondas de
alimentos mediante susceptores.

Palabras claves: microondas, susceptor, oscurecimiento, crocancia.

ABSTRACT

Microwave technology has grown exponentially in food processing due to the great advanta-
gesit offers compared to other conventional technologies, such as reduced cooking time and
energy consumption. However, there are certain quality defects related to the application of
this technology, some of which are the lack of browning and crisping. Susceptors are mate-
rials that absorb microwave energy and transfer it to the food in the form of heat. The applica-
tion of susceptors in microwave heating of food has been successful to obtain products with
desirable characteristics for the consumer. The objective of this review article is to provide an
overview of the materials and application of susceptors for food processing, as well as to pre-
sent a review of the heat transfer mechanisms involved and the use of some mathematical
models to describe microwave heating of food using susceptors.

Keywords: microwave, susceptor, browning, crisping.

"TO0AN

8l




INTRODUCCION

Actualmente, los consumidores se han vuelto mas conscientes
de los temas relacionados con la salud a través de la ingesta de
alimentos. Debido a ello, ha surgido una creciente demanda
de alimentos que aporten beneficios a la salud y que, a su vez,
sean faciles de preparar. Una de las estrategias utilizadas por
laindustria de los alimentos para hacer frente a este reto es el
uso de tecnologias térmicas distintas al calentamiento conven-
cional, con el objetivo de mejorar la calidad de los productos
disponibles en el mercado o de desarrollar otros nuevos. El
procesamiento con microondas ha sido una tecnologia exitosa
con diversas aplicaciones en la industria alimentaria (Contre-
ras et al, 2017).

Las microondas son ondas electromagnéticas con una banda
de frecuencia de 300 MHz a 300 GHz. En el espectro electromag-
nético, se ubican entre el rango de radiofrecuencia mas bajo y
el rango de infrarrojo y luz visible con frecuencias mas altas. De
igual forma, las microondas pertenecen al espectro no ioni-
zante (Regier et al, 2017).

La tecnologia del microondas se ha implementado en diver-
sas operaciones unitarias a nivel industrial como descongela-
cion, secado, coccion, esterilizacion y pasteurizacion, gracias a
las ventajas que ofrece frente a los métodos convencionales:
reduccion del tiempo de procesamiento, consumo de energia,
mayor control del proceso, ahorro de espacio, manejo seguro y
facilidad de operacion. Porotrolado, el incremento de la urbani-
zacion en paises en desarrollo hafavorecido el incremento del uso
de hornos de microondas en los hogares, donde cominmente se
emplean para el calentamiento, la coccién y la descongelacion
rapida de alimentos (Orsat et al., 2017).

Sin embargo, algunos defectos de calidad en los alimentos
se han asociado al procesamiento con microondas, como falta
de coccidny texturay sabor indeseable (Verma et al., 2020). Para
minimizar estos defectos, laindustria ha desarrollado empaques
que permiten una coccion adecuada y uniforme, con los que el
alimento alcanza los atributos de calidad deseados por el con-
sumidor. Los susceptores son un ejemplo de este tipo de empa-
ques, ya que tienen la capacidad de absorber la energia de las

microondas y transferirla al alimento para lograr una coccion
adecuada (Zuckermany Miltz, 1998).

La superficie del susceptor puede alcanzar entre 200y 300 °C
en un horno de microondas doméstico de 2.45 GHz. Sin el uso
de este material, latemperatura de la superficie de contacto con
el alimento no Ilegaria a los 100 °C durante el calentamiento
con microondas (Chen et al, 2017). Debido a esta caracteris-
tica, el uso de susceptores ha crecido exponencialmente en |a
industria alimentaria, lo que permite que diversos alimentos
sean cocinados en el microondas de manera facil y rapida por
el consumidor.

El objetivo de este articulo es brindar un panorama general
de lasdiferentesaplicaciones de los susceptores en laindustria
alimentaria y del uso de los modelos matematicos que se han
empleado para describir el calentamiento mediante microon-
das del alimento con susceptores. El primer apartado abarcara
las caracteristicas, propiedades y materiales de los suscepto-
res. Posteriormente, se presentaran las diferentes aplicaciones
de estos susceptores en matrices alimentarias, especificamente
en productos obtenidos a partir de cereales y carnicos. Final-
mente, se describiran los diferentes modelos matematicos apli-
cados al calentamiento con microondas de alimentos mediante
susceptores, junto con los mecanismos de calor entre el suscep-
tory el alimento.

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Generalidades y materiales utilizados en el
desarrollo de susceptores

El calentamiento con microondas es resultado de |a interac-
cionentrelas propiedades dieléctricas de un material y las ondas
electromagnéticas (Meda et al, 2017). Por lo tanto, este calenta-
miento se basa en la respuesta de un material alos campos eléc-
tricosy magnéticos generados por el microondas. Esta respuesta
se mide mediante dos propiedades importantes: la constante
dieléctrica, también llamada permitividad, que mide la capa-
cidad de un material para almacenar energia eléctrica; mientras
que el factor de disipacion o de pérdida dieléctrica determina
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la capacidad del material para convertir la energia eléctrica en
calor (Bhattacharyay Basak, 2016).

Cuando las ondas del microondas inciden sobre un mate-
rial dieléctrico, una parte de esta energia es transmitida, otra
es absorbida por el material y el resto se disipa en forma de
calor. La absorcion de energia se produce por la polarizacién
de las cargas, mientras que la conversion de energia eléctrica
en calor surge de la relajacion de estas moléculas polarizadas y
del transporte de electrones libres. Por otro lado, el incremento
en el calentamiento es consecuencia del aumento en la ener-
gia cinética molecular, resultado del mayor movimiento de los
dipolos presentes en el material al intentar reorientarse con
el campo eléctrico de la onda incidente. Este incremento en el
movimiento de los dipolos genera, a su vez, una mayor fric-
cion molecular (Bhattacharyay Basak, 2016; Meda et al,, 2017).

Otro parametro de gran importancia en el calentamiento
con microondas es el factor de penetracion, el cual determina
la distancia a la que la intensidad del campo electromagnético
disminuye a1/e (=0.368) de laamplitud inicial. Con base en la
interaccion con las microondasy tomando en cuenta la magni-
tud de este factor junto con la composicion, los materiales pue-
den clasificarse en tres grandes grupos. El primero corresponde a

ICUIENEN Disefio de susceptores en alimentos

los materiales reflectantes, que comprenden todos aquellos con
un factor de penetracion muy bajo (en el orden de nm), como
los metales; esta magnitud evita la penetracién de las ondas
microondas y provoca que sean reflejadas totalmente desde
la superficie del material. El segundo grupo corresponde a los
materiales transparentes, con un factor de penetracion muy
grande (en el orden de m), que favorece que las ondas atraviesen
el material sin ninguna absorcién ni atenuacion de la energia;
algunos ejemplos de estos materiales son el teflon, el vidrio y
el cuarzo. El tercer grupo comprende los materiales disipadores
(con un factor de penetracion en el orden de cm), que se carac-
terizan por absorber rapidamente la energia del microondas
y convertirla en calor; el carbdn y el agua son ejemplos de este
tercer grupo (Bhattacharyay Basak, 2016; Dasy Banik, 2021).

Los susceptores pertenecen al grupo de materiales disipa-
dores con la caracteristica principal de convertir la energia del
microondas en calor sensible, el cual es conducido e irradiado
a la superficie del alimento (Bohrer y Brown, 2001). Ademas, en
lo que respecta a empaques para uso en microondas, los suscep-
tores son considerados empagques activos porque interactiian
con las microondas para crear o ejercer condiciones especificas
en elalimento, como se muestraen latabla | (Schiffmann, 2017).

Disefio de susceptor

Caracteristicas

Aplicaciones

Susceptor tipo almohadilla

Susceptor de funda

Bandeja de susceptor
elevada

Susceptor de
calentamiento estampado

Calentamiento en la cara inferior del alimento.

Tiene la capacidad de proporcionar calentamiento
a multiples caras en el alimento.

El calentamiento se da en la cara inferior del
alimento. La elevacion del susceptor permite
reducir las pérdidas de calor.

La pelicula metalizada de aluminio puede o no
estar estampada. Este estampado permite una
distribucion de temperatura deseada.

Alimentos precocidos o
prehorneados

Pizzas, sandwiches y baguetes

Pizzas prehorneadas
de gran tamafo

Alimentos con multiples
ingredientes

Fuente: elaboracion propia, adaptada de Bohrery Brown (2001).
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El objetivo principal de estos empaques es proveer de atri-
butosy caracteristicas a los alimentos similares a los obtenidos
con métodos de calentamiento convencionales. Los prime-
ros susceptores estuvieron disponibles comercialmente en 1970
y eran cominmente llamados platos de oscurecimiento (brow-
ning dishes) o parrillas para dorar en microondas (Perry y Lentz,
2020). Estos utensilios estaban fabricados con una delgada capa
de metal, cominmente de 6xido de estafio, unidaa una pieza de
ceramica. Para lograr un calentamiento adecuado, era necesa-
rio realizar un precalentamiento del plato vacio a altas poten-
cias en el horno de microondas durante varios minutos. Una
vez precalentado, la comida se colocaba en el plato y nueva-
mente se calentaba en el microondas. Sin embargo, este tipo
de susceptores no se consideraban eficientes debido a diversos
inconvenientes, como el aumento del tiempo de preparacion
del alimento y el manejo especial por parte del consumidor,
como resultado de las altas temperaturas que alcanzaba el plato
(Bohrery Brown, 2001).

Actualmente, los susceptores mas utilizados y comerciali-
zados estan fabricados a partir de una pelicula delgada de PET
unida una capa metalica, cominmente de aluminio. Esta capa

PET

se encuentra del lado opuesto al alimento y, a su vez, laminada
a un sustrato de papel o carton (figura 1) (Perry y Lentz, 2020).
La funcion principal de esta capa metalica es interactuar con el
componente eléctrico del campo energético del microondas,
proporcionando calor sensible al alimento para un calenta-
miento adecuado (Bohrery Brown, 2001).

El comportamiento de este tipo de susceptores se carac-
teriza por la propiedad de impedancia superficial. Esta se com-
pone de dos parametros: laresistenciay la reactancia superficial.
La resistencia superficial esta determinada por el tipo y la can-
tidad de metal utilizado en el susceptor. Por su lado, la reactan-
cia es una medida de la continuidad de la capa metalica sobre
la superficie cubierta. Estos parametros son relevantes porque
definen las propiedadesy el comportamiento del susceptor al
ser expuesto en el microondas (Perry y Lentz, 2020). Cuando
el susceptor es colocado en el microondas con el alimento, el
flujo de corriente de energia circulara a través de la pelicula
metalicay, si el parametro de resistencia superficial es ade-
cuado, el calentamiento ocurrira de manera rapida debido a
la conversion de la energia del microondas en calor sensible
(Schiffmann, 2011).

Capa
metalica

(Aluminio)

Estructura de un susceptor.

Carton
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Debidoa quela pelicula de metal puede favorecer la migra-
cion de compuestos al alimento, es necesario el uso de otro
material que la soporte y evite el contacto directo del alimen-
to con el metal. Las peliculas de polimeros son cominmente uti-
lizadas como soporte para las capas metalicas, especificamente
el PET. Este polimero tiene caracteristicas que resultan deimpor-
tancia para su uso en microondas, como una amplia variedad de
grosores y resistencia a altas temperaturas. Ademas, esta apro-
bado por la FDA como material seguro para su uso en con-
tacto con alimentos (Bohrery Brown, 2001; Regier, 2014).

Los susceptores se forman mediante un proceso denomi-
nado metalizacién al vacio. Durante este proceso, se hace pasar
una pelicula delgada de PET sobre metal fundido en una camara
devacio. Las moléculas de metal comienzan a evaporarse debido
a las altas temperaturas, lo que provoca que choquen y se con-
gelen en la superficie de la pelicula de PET. Una ventaja impor-
tante de este proceso es la capacidad que tienen las maquinas de
metalizacion paradepositar capas de metal con la uniformidadyy
el grosor requeridos para un susceptor. Otros materiales, como el
acero inoxidable y algunas aleaciones de niquel, han sido pro-
bados parasuaplicacion en capas metdlicas. Sin embargo, el alu-
minio provee la mejor relacion de costoy rendimiento (Bohrery
Brown, 2001). Ademas de estas dos capas, es necesario agregar
otro soporte con buena resistencia para brindar fuerza y resis-
tencia mecanica al susceptor. Generalmente, esta tercera capa
se compone de papel o cartdn unido a la capa metalica con poli-
vinilacetato como adhesivo (Regier, 2014).

La superficie del susceptor es capaz de alcanzar temperatu-
ras elevadas (aproximadamente 204 °C) en un tiempo aproxi-
mado de un minuto o menos. Debido a esto, es necesario un
mecanismo que limite el aumento de la temperaturay reduzca
la absorcion de energia en el susceptor. Una de las técnicas
empleadas para este mecanismo es debilitar el enlace entre la
pelicula metdlica y el polimero. A medida que este enlace se
debilita, la estructura del metal cambia debido a la aparicién

de distorsiones o grietas, o que provoca variaciones en la con-
ductividad. Cuando esto sucede, la capa del polimero se divide
y la pelicula metalica detiene su calentamiento. Una vez que
la temperatura en el metal deja de incrementarse, el suscep-
tor continua calentando el alimento a una tasa de velocidad
reducida. Este mecanismo limitante es de suma importancia
en el disefio de un susceptor, ya que evita incidentes asocia-
dos con el incremento de la temperatura. Por ejemplo, el pro-
ceso de combustion espontanea del papel y el cartén ocurre
alrededor de los 234 °C, lo que podria ocasionar alteraciones
importantes en la estructura del empaque y dafios al horno de
microondas. Asimismo, un incremento acelerado de la tempera-
tura ocasionaria que los alimentos se quemen o presenten atri-
butos de calidad indeseables para el consumidor. Sin embargo,
para asegurar que el calentamiento sea adecuado, es necesa-
rio que el susceptor se encuentre en contacto directo con la su-
perficie del alimento (Bohrery Brown, 2001; Schiffmann, 2011).

2. Aplicacién de susceptores para el
procesamiento de alimentos

2.1. Productos de panaderia

La tecnologia del microondas ha sido aplicada en diversas areas
de laindustria de alimentos con buenos resultados (Zuckerman
y Miltz, 1998; Clarke y Farrell, 2000; Ozmutlu et al,, 2001; Sahin et
al,, 2002; Megahey et al., 2005; Ozkoc et al,, 2009). Sin embargo,
en lo que respecta a productos de panaderia, su aplicacion
se havisto limitada como consecuencia de la falta de ciertos
atributos de calidad importantes en el producto final, como
oscurecimiento en la superficie y formacién de la corteza (J.
Wang et al., 2008).

Existen dos fendmenos de gran importancia que definen
las caracteristicas finales del pan: el oscurecimiento y la cro-
cancia. El oscurecimiento de la superficie es consecuencia de
la reaccion de Maillard. Esta reaccion depende de la presencia
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de los reactantes (un aminoacido y un azucar reductor), una
actividad de agua de aproximadamente 0.8, un pH neutro o al-
calino (alrededor de 7) y una temperatura en la superficie del
pan de 100 °C o mas. Si bien el microondas ofrece un incre-
mento rapido de la temperatura, el aire que se encuentra en
el horno se encuentra a temperatura ambiente, lo que difi-
culta que se alcance la temperatura adecuada en la superficie
(Schiffmann, 2017).

La crocancia es otra caracteristica de calidad deseada en los
productos de panaderia. Esta caracteristica surge como conse-
cuenciade lasaltas temperaturas, alrededor de 190 °C o mas. Las
altas temperaturas ocasionan que la superficie se deshidrate
y alcance una actividad de agua ideal para obtener la textura
adecuada. Por otro lado, el incremento de la presion de vapor
interna del alimento, como consecuencia de las microondas,
ocasiona la expulsion de agua del interior a la superficie del
alimento. Al llegar a la superficie, el agua se condensay satura
debido a la diferencia de temperaturas entre el alimento y el
microondas, lo que impide que el pan logre una crocancia ade-
cuada (Schiffmann, 2017).

Los susceptores han sido aplicados exitosamente en dis-
tintos productos de panaderia con el objetivo de favorecer el
oscurecimiento en la superficie y 1a crocancia del pan. Aguilar
et al. (2015) evaluaron el efecto del horneado con horno con-
vencional, horno de microondasy horno de microondas con la
presencia de susceptores sobre las caracteristicas de un pan
sin gluten congelado y previamente horneado. Dichos auto-
res observaron que el pan horneado de manera convencional
y en microondas con susceptores presentaban mayor oscure-
cimiento en la superficie, a diferencia del pan horneado en
microondas sin susceptor, que no presentaba ningun cambio
de color. Por otro lado, el pan horneado en microondas sin
susceptor presentd una mayor dureza que las demas muestras,
como consecuencia de la pérdida de agua durante el horneado
por el incremento de la presion de vapor interna en el ali-
mento. Como se menciond anteriormente, el uso del susceptor
favorece el incremento en la temperatura de la superficie del

pan, lo que permite obtener una crocancia adecuada (Bohrery
Brown, 2001). Los resultados del andlisis de compuestos vola-
tiles demostraron que el pan obtenido mediante horneado
convencional y aquel procesado con susceptores presentaban el
mismo perfil de compuestos volatiles. Finalmente, en este estu-
dio se concluyo que el horneado en microondas con susceptor
podria ser una alternativa al horneado convencional, con ven-
tajas importantes como la reduccién del tiempo y del consumo
de energia (Aguilar et al,, 2015).

Algunos autores denominan susceptores comestibles a los
ingredientes que son capaces de interactuar con el campo eléc-
trico del microondas (Kamper y Mcgauley, 1994; Albert et al,
2012). En el estudio realizado por Sahin et al. (2002) se evalud
el efecto de los susceptores comestibles, susceptores comercia-
lesy el horneado convencional como tratamientos para el oscu-
recimiento del colory la dureza de la corteza de pan horneado
en microondas. El pan horneado con susceptores comerciales
presentd una menor humedad y mayor dureza, a diferencia
de las muestras obtenidas mediante los otros tratamientos de
oscurecimiento. Por otro lado, en todas las muestras se evalua-
ron los perfiles de temperatura durante el horneado. Los autores
observaron que las temperaturas en las muestras con suscepto-
res eran mas altas, lo que podria estar relacionado con el incre-
mento en la durezay la disminucion de humedad en el pan. En
cuanto al susceptor comercial, este tratamiento no afecto signi-
ficativamente (p 0.05) la temperatura durante el horneado en
microondas. Una desventaja importante de este tipo de suscep-
tores es la temperatura, ya que su capacidad de calentamiento
esta limitada a un rango de temperatura especifico (Bohrery
Brown, 2001).

Ademas, Sahin et al. (2002) observaron diferencias entre
los perfiles de temperatura de las muestras con susceptores
comerciales, debido a que las muestras fueron horneadas con
dos tipos de susceptores: uno estandar, compuesto por una
capa metalica continua, y otro con un mecanismo limitante
de temperatura, constituido por una capa metalica disconti-
nua. Los autores sefialaron que esta diferencia en la capacidad
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de calentamiento se debe al disefio y la estructura de los sus-
ceptores. El susceptor estandar no tiene un mecanismo limi-
tante de temperatura definido, a diferencia del otro tipo de
susceptor. Este otro se encuentra limitado por el disefio, en
el cual las uniones entre las capas del susceptor se debilitan
como consecuencia del calentamiento en el microondas, lo
que favore la disminucion de la temperatura. Sin embargo, es
importante resaltar que en el estudio no se encontraron dife-
rencias significativas (p 0.05) en la dureza de las muestras hor-
neadas con diferentes tipos de susceptores a una potencia del
20 9% en el microondas. En cuanto al color, se observé que los
susceptores no lograron un oscurecimiento adecuado de la su-
perficie del pan, debido a que no fueron colocados en la super-
ficie. De acuerdo con Schiffman (2017), para que el susceptor
tenga un uso efectivo debe estar en contacto directo con la
superficie del alimento. Sin embargo, los autores mencionaron
que la aplicacion de susceptores resulto exitosa para desarrollar
el color adecuado en la superficie inferior del pan. En este estu-
dio se concluyd que la aplicacion de susceptores permite mejo-
rarel colorylacrocanciaenlasuperficieinferior del pan,ademas
de contribuir a prevenir la acumulacion de agua en los produc-
tos de panaderia.

De igual manera, Icoz et al. (2004) compararon el efecto del
horneado de pan en horno convencional, en microondasy en
microondas con la asistencia del susceptor en los atributos de
color (L*, a*y b*) y dureza. En este estudio también se observo
que el susceptor resultaba efectivo para obtener el oscureci-
miento adecuado en el pan. Cuando no habia presencia del
susceptor, los autores observaron que los valores de a* y b* no
cambiaron significativamente (p 0.05) durante el horneado en
microondas. Por el contrario, se observo un incremento sig-
nificativo (p 0.05) en el valor a* en la superficie inferior del
pan durante los primeros tres minutosy medio, lo que indica un
incremento rapido de la temperatura en el susceptor. Ademas,
es importante mencionar que, debido a que el susceptor se co-
loco tnicamente en la cara inferior del pan, no se observaron
cambios en los parametros del color. En cuanto a la textura, se

observo que la dureza del pan en la cara inferior incrementaba
con el tiempo, a diferencia de la superficie. De acuerdo con los
autores, este fenomeno es resultado de la posicion del susceptor
en la muestra. Ademas, este mismo parametro de dureza incre-
mentaba con la potencia del horno de microondas.

La mayoria de los estudios sobre horneado de pan en mi-
croondas demuestran que el uso de susceptores es indispensa-
ble para lograr el oscurecimiento y la crocancia caracteristicos
del producto. Sin embargo, en el estudio realizado por Wang et
al. (2008) se compard el uso de un susceptor tradicional con dos
tipos de empaques elaborados a base de Iaminas de politetra-
fluoroetileno expandido, evaluando la apariencia y textura de
galletas de soya horneadas en microondas. En este estudio se
observo que el producto horneado con susceptor presenté valo-
res significativamente menores (p 0.05) en los atributos de tex-
turay color, en comparacion con los procesados en empagques a
base de politetrafluoroetileno. No obstante, es importante des-
tacar que la formulaciéon es un factor determinante en el disefio
de productos destinados al horneado en microondas. Ademas,
los parametros de tiempo y potencia de horneado también
influyen en la efectividad del susceptor. En el estudio de Wang et
al. (2008), todas las galletas se hornearon bajo las mismas condi-
ciones: 50 % de potencia durante 75 segundos.

2.2. Productos carnicos

Otra de las areas de aplicacion de los susceptores para el pro-
cesamiento de alimentos es la industria carnica. La mayoria de
los alimentos listos para comer hechos a base de carne estan
disponibles en los supermercados para cocinarse o recalentarse
mediante ambos mecanismos de calentamiento (horno con-
vencional y microondas) (Walsh y Kerry, 2012).

Adiferenciade laindustria panadera, en esta se haempleado
el uso de susceptores comestibles, los cuales han sido princi-
palmente utilizados en productos carnicos rebozados. En el
estudio realizado por Albert et al. (2012), se evalud |a efec-
tividad de una pelicula a base de alginato de sodio como un
susceptor comestible, con el objetivo de mejorar la calidad

"TOAN

81l



de nuggets de pollo cocinados en microondas. Segun con lo
reportado por ShuklayAnantheswaran (2001), las sales pueden
funcionar como un ingrediente clave para lograr el oscure-
cimiento y la crocancia de la superficie de alimentos como
los nuggets, ya que interactdan con las microondas elevan-
do el punto de ebullicion del agua. Ademas, estos ingredientes
tienen la capacidad de modificar el comportamiento dieléctrico
del alimento, lo que resulta en un incremento en el factor de
pérdida. Como se menciond anteriormente, este factor es in-
dispensable para convertir |a energia del microondas en calor.
Las muestrasde nuggets fueron sometidasa unafritura previaen
una freidora domésticay posteriormente a coccién en microon-
das durante diferentes tiempos de calentamiento (de 15 a 60
segundos). Los autores observaron que, cuando las muestras
de nuggetsfueron cocinadas durante 15 segundos, el producto
presentaba puntos frios por debajo de o °C. Sin embargo, con
el incremento del tiempo de calentamiento, incrementaban los
puntos calientes o areas de alta temperatura. Por ejemplo,
cuando el nugget fue cocinado por 55 segundos, las zonas cen-
trales del producto presentaban cierto grado de resequedad. A
pesar de que el microondas ofrece un incremento rapido de la
temperatura en los alimentos, presenta la desventaja de carecer
de uniformidad en el calentamiento, especialmente cuando no
existe otro medio capaz de disminuir esta falta de uniformidad,
como los susceptores metalicos. A pesar de que el microon-
das favorecid la aparicion de estos puntos calientes y frios,
se demostro que la pelicula de alginato de sodio resultaba
efectiva como susceptor comestible, ya que facilitaba el in-
cremento de la temperatura. Ademas, la presencia de este al-
ginato disminuy¢ la proporcion de puntos frios, efecto que
incrementaba con la cantidad de sal presente en la pelicula.
Bohrery Brown (2001) mencionaron que cualquier mezcla de
sal utilizada como susceptor debe ser lo suficientemente grue-
sa para poder absorber y convertir efectivamente la energia
del microondas.

En otro estudio realizado por Albert et al. (2009) se evaluo
la adicion de dos diferentes dextrinas (alta y media solubilidad)

a laformulacion de la masay el uso de un susceptor metalico
como estrategias para mejorar la crocancia de nuggets a base
de pescado. Sobre el atributo de color, se observd que el uso del
susceptor, por si solo, no era suficiente para mejorar el color
de las muestras. Los autores utilizaron dos métodos para eva-
luar la crocancia en los nuggets: perfiles de texturay de sonido.
De acuerdo con Limited y Burch (2007), la emision de sonido es
un aspecto importante en la percepcion de alimentos crujien-
tesy crocantes. En este estudio, la combinacién de dextrina
y susceptor permiti¢ obtener muestras de nuggetscon un color
adecuado. Asimismo, el uso del susceptor devino en la obten-
cion de muestras con una mayor crocancia, a diferencia de las
muestras sin susceptor. Finalmente, los autores demostraron
que la combinacién de dextrinas con el uso de susceptores fun-
ciona adecuadamente para el calentamiento con microondas,
lo que permite explorar nuevas estrategias para lograr productos
rebozados crujientes mediante esta tecnologia.

Por su parte, Wang et al. (2020) evaluaron la diferencia en el
atributo de terneza en panceta de cerdo mediante dos meca-
nismos de calentamiento (con y sin susceptor) durante la coc-
cion en microondas. A diferencia de los estudios anteriormente
mencionados, en este articulo se utilizé un plato de ceramica
como susceptor. Los autores observaron que el contenido de
humedad en la muestra sin susceptor era significativamente
menor (p 0.05) en comparacién de la muestra con susceptor,
indicando que esta ultima presentaba una textura mas jugosa.
Asimismo, se evaluaron los perfiles de temperatura en ambas
muestras, observandose que, durante gran parte del calen-
tamiento, las muestras con susceptor mantuvieron una tem-
peratura mas alta que aquellas sin susceptor. Esto se debe a
que el susceptortiene la capacidad de absorber las microondas
e incrementar la temperatura del alimento, lo que favorece
un calentamiento mas uniforme. Ademas, se evalué la micro-
estructura de ambas muestras, encontrandose que las fibras
musculares de las muestras sin susceptor presentaban mas irre-
gularidades y espacios vacios en la matriz proteina-grasa. En
contraste, las micrografias de carne cocinada con susceptor
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mostraron una matriz proteina-grasa mas compacta y estable,
con menor cantidad de espacios vacios, lo que se asocia con una
mayor capacidad de retencién de agua en la carne. En conse-
cuencia, se concluyo que la carne cocinada en microondas con
susceptor presentaba mejores caracteristicas de terneza.

3. Modelos matematicos en el calentamiento con

microondas de alimentos utilizando susceptores
El uso de la tecnologia de microondas ha crecido rapidamente

(a)

en la industria de alimentos debido a sus ventajas en compa-
racion con el método de horneado convencional, tales como
la reduccion del tiempo de procesamiento y del consumo de
energia, asi como un mayor control del proceso (Verma et al,
2020). El calentamiento por microondas se basa en la capacidad
de las ondas (figura 2) para penetrary generar calor dentro del
alimento (Bhattacharya y Basak, 2016), lo que favorece que los
tiempos de calentamiento sean de tres a cinco veces mas rapi-
dos que el método convencional (Verma et al., 2020).

(b)

ooo
ooa
ooao

R

1S

Mecanismo de calentamiento del microondas sin susceptor (a) y con susceptor (b).

Los susceptores son considerados materiales disipadores de
calor que se caracterizan por calentarse rapidamente debido a
laaccion de las microondas. Conforme el susceptor se calienta,
el calor se transfiere al alimento por los mecanismos de transfe-
renciade calor convencionales, lo que favorece la elevacion de la
temperatura del alimento. El calentamiento del material se pro-
duce de forma mixta con la presencia de un susceptor. Primera-
mente, se lleva a cabo un calentamiento convencional durante
las fasesinicialesy un calentamiento por microondas en las eta-
pas posteriores. Es decir, los susceptores calientan el material

desde lasuperficie, mientras que los microondas calientan desde
el centro, lo que permite que el alimento se someta a un calen-
tamiento mas directoy uniforme (figura 2). Este tipo de calenta-
miento por microondas asistido con un susceptor también se
denomina calentamiento hibrido (Bhattacharyay Basak, 2016).
Apesarde que losmicroondas ofrecen un rapido incremento
de la temperatura debido a su capacidad de generar energia tér-
mica en el interior de los alimentos, existen algunos problemas
relacionados con la distribucién de la temperatura que deben
considerarse. Uno de ellos es la aparicion de puntos calientes y
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frios en varias zonas del alimento. Para caracterizar esta distri-
bucion de temperatura dentro de los alimentos, diversos auto-
res han evaluado el calentamiento y la coccidn por microondas
mediante modelos matematicos, ya que sus soluciones permi-
ten obtenerunadescripcion del proceso estudiado (Campafione
y Zaritzky, 2005); las soluciones de los modelos matematicos
del calentamiento con susceptores y los efectos que produ-
cen estos materiales en los alimentos dan como resultado la
obtencion de alimentos seguros y deseados por el consumidor.
Ademas, la optimizacion de estos modelos permitiria definir
estrategias para mejorar la uniformidad en el calentamiento,
lo que repercute directamente en la calidad de los alimentos
desde un punto de vista microbioldgico, sensorial y nutricio-
nal (Wappling-Raaholty Ohlsson, 2005).

El modelado de procesos de calentamiento con microon-
das implica resolver una parte electromagnética, descrita por
las ecuaciones de Maxwell, junto con Ia parte térmica basada
en los fenomenos de transferencia de calor (Wappling-Raaholt
y Ohlsson, 2005). Existen pocos estudios sobre la modelacién del
calentamiento con microondas de alimentos en presencia de
susceptores. Chen et al. (2017) estudiaron un modelo térmico-
electromagnético acoplado para describir el calentamiento de
un pay previamente congelado en un horno de microondas
con susceptores. Los autores demostraron que el susceptor
presentaba una constante dieléctrica y un factor de pérdida
elevados, lo que le permite absorber la energia del microondas.
Ademas, observaron que la presencia del susceptor incremen-
taba el flujo de calor en la interfaz alimento-susceptor de 500
W/m2 a 2000 W/mz2, lo que ocasiona que el alimento absorba
inicialmente casi tres veces mas energia. También se deter-
mind que la eficacia del calentamiento con susceptor aumen-
taba en combinacion con larotacion del horno.

Porsu parte, Zuckerman y Miltz (1998) estudiaron un modelo
basado en parametros del alimento, el tiempo de calentamiento

y la resistencia superficial del susceptor para predecir los perfi-
les de temperatura en una masa calentada por microondas con
susceptor, utilizando el método de elemento finito para la solu-
cion del modelo matematico. Durante los primeros 30 segundos
de calentamiento, el susceptor absorbié entre el 60y el 80 /0 de
la energia del microondas, debido a su alto factor de pérdida.
Posteriormente, dejo de calentarsey de absorber energia, lo que
resulté en una disminucion de la velocidad de calentamiento.
Ademas, se observd que las temperaturas calculadas para el
susceptor y los tiempos de calentamiento se correlacionaron
adecuadamente con los valores experimentales.

Finalmente, Pitchai et al. (2011) desarrollaron y validaron
un modelo de simulacién en comsoL Multiphysics 4.2 (COMsOL,
2011) para analizar a interaccién entre un alimento modelo
con un susceptor durante el calentamiento en un horno de
microondas doméstico. En este estudio se emplearon dos enfo-
ques diferentes para la solucion del modelo: la discretizacion
del dominio y la condicién de frontera transitoria. Los perfi-
les de temperatura simulados se compararon con el calenta-
miento en microondas de un cilindro de gel a base de gelano
al 1 o0 colocado junto con un susceptor. Los autores conclu-
yeron que la condicion de frontera transitoria requeria solo el
20 %0 del tiempo de simulacién necesario para el método de
discretizacion de dominio, por lo que resulta preferible usarla
para este tipo de simulacion.

4. Tendencias actuales

Diversos materiales han sido probados como alternativas a los
susceptores metalicos. Estos materiales se caracterizan por ser
conductores o semiconductores eléctricos con altas propieda-
des dieléctricas, como el grafito, el carbdn y el carburo de sili-
cio (Chandrasekaran et al,, 2013; Haile et al, 2017; Kumari et al,,
2020). Algunas ventajas principales de este tipo de susceptores
son ladiversidad de patronesy formas, menor cantidad de resi-
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duosy mayor precision en la posicion del susceptor, lo que per-
mite colocarlos en zonas especificas donde se busca calentar al
alimento. Los estudios de este tipo de susceptores se han cen-
trado en suspender particulas de materiales conductores en
una matriz de polimero. Sin embargo, la eficiencia de este tipo
de materiales depende de tener un control adecuado de Ia
cantidad de particulas, con el fin de mantener un contacto
efectivo entre el material y el alimento, lo que permite lograr
una correcta conductividad y flujo de corriente (Bohrery Brown,
2001; Perry y Lentz, 2020).

Por otra parte, en lo que respecta a susceptores metalicos
comerciales, se han desarrollado diversos disefios con el obje-
tivo de adaptarse al tipo de alimento para el cual seran uti-
lizados. Asimismo, estos susceptores cuentan con tecnologia
avanzada para lograr el calentamiento adecuado del alimento.
Algunos ejemplos de los actuales susceptores disponibles en
el mercado son Quiltwave™, Qwik Crisp™, MicroFlex-Q™, Qwik
Crisp™y MicroRite™ (Inline Packaging LLC, Estados Unidos).

Las diferentes formulaciones de un alimento también pue-
den mejorar el calentamiento por microondas. Algunos de los
ingredientes con propiedades dieléctricas importantes para el
calentamiento por microondas incluyen triglicéridos, amilopec-
tinas, amilosas, fosfatos, almidones, algunos polioles como la
glicerina y el sorbitol, los monosacaridos y disacaridos, aztca-
res, aminoacidos, hidrolizados de proteinasy proteinas, y cier-
tos acidos (Bou-Orm et al,, 2021) . En la actualidad, el disefio de
alimentos destinados al calentamiento con microondas se basa
en el estudio y evaluacion de la formulacién en conjunto con el
susceptor. De acuerdo con Shukla y Anantheswaran (2001), este
enfoque del disefio debe fundamentarse en la comprensién
de los principios basicos del calentamiento por microondas,
la naturaleza de los fendmenos de transferencia de calory
masa, asi como en la seleccion adecuada de los ingredientes
y los empaques.

CONCLUSIONES

La aplicacion de la tecnologia del microondas en conjunto
con materiales susceptores en la industria de alimentos es una
estrategia viable debido a sus ventajas frente a métodos con-
vencionales, como un mayor control del proceso, la reduccién
de tiempo y del consumo de energia, asi como facilidad en la
preparacion de alimentos. La mayoria de los estudios actuales
coinciden en que el uso de estos materiales permite obtener ali-
mentos con atributos de calidad deseables para el consumidor,
ya que favorecen un calentamiento mas uniforme y directo del
alimento, disminuyendo la presencia de puntos calientesy frios.

Sin embargo, los estudios experimentales sobre el uso de
susceptoresatn son limitados, y suaplicacion se concentraen la
industria panaderay carnica. Laaplicacion de estos materiales
enotrasareasde laindustria, como en alimentos hechosa base
de frutasy vegetales, permitiria potenciar su uso. Ademas, exis-
ten areas de oportunidad de estudios basadas en la evaluacion
de otras variables que también tienen un efecto en el calenta-
miento con microondas, como laformulacion o los parametros
del horno. Porotro lado, es necesario el estudio y desarrollo de
modelos matematicos mas robustos que involucren a estas
variablesy que permitan optimizar el calentamiento de alimen-
tos mediante microondas.
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