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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la actividad antioxidante, el contenido de fenoles 'y
flavonoides, de los extractos de harina de chaya (Cnidoscolus aconitifolius) de
manera libre y adicionado en panes empleando técnicas espectrofotométricas, asi
como también se realizaron andlisis proximales de los panes adicionado con
diferentes porcentajes de harina de chaya, los cuales fueron 0%. 3% y 5%. Los
harina utilizada se obtuvo a partir de hojas frescas de C. aconitifolius. Se realizaron
curvas de calibracion para cada determinacion, utilizando estandares de acido
galico, quercetina y &cido ascoérbico para fenoles, flavonoides y actividad
antioxidante respectivamente, siendo la concentracion madre de 1 mg/ml para todos
los estandares. Los panes fueron adicionados con la BAL L. plantarum KY131967,
esperando obtener un producto con propiedades probidticas, pero después del
proceso de horneado no se obtuvo ninguna sobrevivencia de la bacteria en ninguno
de los panes. Las técnicas usadas para los andlisis fitoquimicos demostraron la alta
presencia de contenido de fenoles y flavonoides tanto en nuestra planta como el los
panes a los que se les adiciono la harina de chaya, siendo para el caso de fenoles
el 5% el cual present6 un contenido mayor con respecto a los otros dos tratamientos,
con respecto al contenido de flavonoides se encuentra una diferencia estadistica
significativa entre los porcentajes 0%, 3% y 5% siendo el 5% con mayor contenido
de flavonoides. En los andlisis proximales, para el caso de humedad los datos
obtenidos demuestran que no hay diferencia para ninguno de los porcentajes, el
mismo caso es para el contenido de cenizas, en el analisis del contenido de proteina
se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos de 0%, 3% y 5% siendo
los valores obtenidos de 7.21%, 8.36% y 9.42% respectivamente, siendo 9.42% de
proteina el valor mas alto. Este el primer reporte sobre la adicion de C. aconitifolius
en panes, siendo un gran alternativa para aumentar el contenido de metabolitos
secundarios que son importantes para la prevencion y regulacion de distintas

enfermedades.
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1.- INTRODUCCION.

El pan constituye la base de la alimentacion desde hace 7000 u 8000 afios (16). La
industria de panificacion en México tiene un valor en el mercado de 6,500 millones
de dolares y el consumo per cdpita anual asciende a 34 kg. Los veganos son
personas que no consumen productos de origen animal o cualquier otro tipo que
proceda de estos, como leche, quesos, huevos y mariscos. (32), es por esto que el
aporte de nutrimentos para las personas que llevan este tipo de dieta no es el
suficiente debido a que los alimentos de origen animal proporcionan gran cantidad
de nutrientes como, hierro, zinc, vitamina A, vitamina B12 y aminoacidos esenciales
como la isoleucina, por ello la importancia de un alimento funcional es de suma
importancia para regular el aporte de nutrientes a dichas personas. En la actualidad,
en nutricion la importancia se centra en acentuar la importancia de los habitos de
vida diarios donde la eleccion racional de alimentos se basa no solo en la
composicién nutricional de los mismos sino también en sus propiedades (111). Por
ende la elaboracién de un producto funcional es de suma importancia. La adicion
de harinas vegetales a panes es una alternativa para mejorar el contenido
nutrimental, debido a que diferentes estudios reportan un incremento en su
contenido de proteinas y diversos minerales, haciendo de los panes un alimento
apto para la dietas de las personas veganas. Por otra parte los alimentos con
actividad probiodtica y su demanda en el mercado nacional e internacional ha
impulsado en los ultimos afios una nueva linea de alimentos funcionales que,
ademas de su valor nutritivo intrinseco, ayudan a mantener el estado de salud
general del organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico adicional,
terapéutico o preventivo en el huésped. La superficie de la luz intestinal (equivalente
a un campo de futbol) acumula mas de 100 trillones de microorganismos (10") lo
gue equivale a 10 veces el numero de células que componen una persona adulta.
El intestino humano es, por tanto, un verdadero ecosistema esencial para la
absorcion eficiente de nutrientes y para el mantenimiento de la salud en general
(95). Por lo tanto en este proyecto de investigacién se busca evaluar un producto
de panificacién adicionado con el microorganismo L. plantarum el cual tendria un
efecto beneficioso para la salud de las personas veganas y adicionada con la planta
C. aconitifolius, el cual aumente los niveles de nutrientes en el pan, para que asi
pueda ser un alimento funcional para el desarrollo integral del individuo.



2.- DESCRIPCION DE LA EMPRESA

El proyecto se desarrollara en el laboratorio de Investigacion ubicado en el edificio
D, en el laboratorio de Microbiologia ubicado en el Polo Tecnoldgico, en el
laboratorio de Analitica ubicado en el edificio Z, todos ellos dentro de las
instalaciones del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, ubicado en carretera
panamericana kilbmetro 1080, Teran, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.

3.- PROBLEMAS A RESOLVER

Segun la Academia de Nutricion y Dietética de EE.UU., (AND, por sus siglas en
inglés), "las dietas vegetarianas adecuadamente planificadas, incluyendo las dietas
estrictamente vegetarianas o veganas, son saludables, adecuadas desde el punto
de vista nutricional y pueden ser beneficiosas para prevenir y tratar determinadas
enfermedades. Las dietas vegetarianas bien planificadas son apropiadas durante
todas las etapas del ciclo vital, incluyendo el embarazo, la lactancia, la infancia, la
adolescencia y la etapa adulta, asi como para los atletas".

Es importante mencionar que cualquier dieta restrictiva puede dificultar la obtencion
de todos los nutrientes necesarios. Una dieta vegana elimina las fuentes de la
vitamina B12, que se encuentra casi exclusivamente en los productos de origen
animal, como la leche, los huevos y el queso. La dieta vegana también elimina los
lacteos, que son una buena fuente de calcio.

Para asegurarse de seguir una dieta "bien planificada”, los veganos deben encontrar
fuentes alternativas de vitamina B12, calcio, vitamina D, proteinas, hierro, zinc y, en
algunas ocasiones, de riboflavina (56). Una estrategia para enriquecer un alimento
vegano desde el punto de vista nutricional o funcional es adicionar otros
constituyentes.

Esas fuentes alternativas son obtenidas de suplementos alimenticios en forma de
comprimidos, extractos de plantas, y/o plantas, entre muchas otras formas.

En este proyecto, ademas de producir un pan vegano que contenga Lactobacillus
plantarum (libre y encapsulado) como probiético, se adicionara hoja chaya
(Cnidoscolus chayamansa) con la finalidad de obtener un alimento atractivo para la
poblacién vegana y que cumpla con sus necesidades nutrimentales. Ademas, se
evaluara el contenido de metabolitos secundarios presentes en el pan después del
horneado y durante su almacenamiento a condiciones controladas.



4.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general

e Determinar parametros fitoquimicos, proximales y microbiolégicos en pan
vegano adicionado con Lactobacillus plantarum y Cnidoscolus aconitifolius.

4.2.- Objetivos especificos

e Evaluar la supervivencia de Lactobacillus plantarum libre y encapsulado en
los productos de panificacion.

e Realizar andlisis de metabolitos (fenoles y flavonoides) en el pan vegano y
para la harina de Cnidoscolus aconitifolius.

e Determinar la actividad antioxidante en los productos de panificacion y la
harina de Cnidoscolus aconitifolius.



5.- MARCO TEORICO

5.1.- ALIMENTO

Los alimentos son sustancias que se ingieren para subsistir. De ellos se obtienen
todos los elementos quimicos que componen el organismo, excepto la parte del
oxigeno tomada de la respiracion. (28). La alimentacion es el ingreso o aporte de
los alimentos en el organismo humano. Es el proceso por el cual tomamos una serie
de sustancias contenidas en el alimento que componen la dieta. Estas sustancias o
nutrientes son imprescindibles para completar la nutricidn (28).

Los nutrientes son sustancias presentes en los alimentos que son necesarios para
el crecimiento, reparacion y mantenimiento de nuestro cuerpo.

5.1.1.- Alimento funcional

Los alimentos funcionales son todos aquellos que tienen la capacidad de afectar de
manera beneficiosa al organismo, en una o varias funciones, los cuales
proporcionan beneficios al estado de salud. Estos alimentos, ademas, ejercen un
papel preventivo ya que reducen los factores de riesgo que provocan aparicion de
enfermedades. Entre los alimentos funcionales mas importantes se encuentran los
alimentos enriquecidos.

Los alimentos funcionales deben consumirse dentro de una dieta sana y equilibrada
y en las mismas cantidades en las que habitualmente se consumen los restos de
los alimentos. Podemos encontrar diferentes productos como AF, tales como,
cereales fortificados, leches fermentadas, panes enriquecidos, entre otros.

El interés actual radica en la relacion entre alimentacién y enfermedades crénicas
no transmisibles, considerando los efectos de la nutricion sobre desarrollo cognitivo
y psicomotor, inmunidad, crecimiento y composicion corporal, entre otros. Los
consumidores, conscientes de sus necesidades buscan en el mercado aquellos
productos que contribuyan a su salud y bienestar. Siguiendo esta tendencia, reciben
abundante informacién sobre las propiedades saludables de los alimentos, en
especial de aquellos alimentos que ejercen una accion beneficiosa sobre algunos
procesos fisioldgicos y/o reducen el riesgo de padecer una enfermedad. Estos
alimentos que promueven la salud han sido denominados Alimentos Funcionales
(AF) y las empresas que los producen presentan una rapida expansion mundial.

Los AF son alimentos en los que algunos de sus componentes afectan funciones
del organismo de manera especifica y positiva, promoviendo un efecto fisiol6gico o
psicolégico mas alld de su valor nutritivo tradicional. Dicho efecto puede ser
contribuir a la mantencion de la salud y bienestar, a la disminucion del riesgo de
enfermar, o ambas cosas (10).



5.1.2.- Alimento vegano

Un vegano es un sujeto que no ingiere productos alimenticios de origen animal. Al
igual que los vegetarianos, los veganos no comen carne de ningun tipo (de cerdo,
vaca, cordero, pescado, pollo, etc.) pero, a diferencia de los ovo-lacteo
vegetarianos, tampoco consumen huevos, lacteos ni miel. La alimentacion vegana
se basa en el consumo de alimentos que no son de origen animal. Quien practica el
veganismo normalmente lo hace por un doble motivo: porque considera que no es
necesario para una vida saludable alimentarse con productos que provienen del
mundo animal y, por otra parte, porque se trata también de un planteamiento vital
basado en el respeto a los animales.

Las dietas veganas, bien planificadas, tienden a ser mas ricas en fibra
dietética, magnesio, acido félico (vitamina Bo), vitamina C, vitamina
E y fitoquimicos, y mas bajas en calorias, grasa saturada y colesterol. Sin embargo,
como resultado de la eliminacion de todos los productos de origen animal, pueden
provocar importantes carencias nutricionales, principalmente vitamina Bz, vitamina
D, calcio, acidos grasos omega-3y yodo, y en ocasiones hierro y zinc (Craig, W.
2009). La unica forma de prevenir estas deficiencias nutricionales es mediante la
eleccion de alimentos fortificados con estos nutrientes o la toma regular de
suplementos.

Algunas investigaciones sobre el consumo de alimentos funcionales adicionados
con otras harinas para enriquecer al alimento han demostrado que elevan el
contenido de nutrientes en estos, como es el caso de galletas enriquecidas con
moringa y otras especies de plantas tales como chaya, linaza, etc.

La elaboracion de pan adicionado con polvos secos de vegetales ha permitido
incrementar la calidad y las propiedades funcionales del pan. Algunos
investigadores han incorporado plantas nativas como Hypaene ghebaica L. (China);
bambara (Vigna subterranea (L.); ajonjoli (Sesamun indicum) en Egipto; lupinus
albusm también en Egipto (70) entre otras.

5.2.- PAN

El pan se designa como el producto resultante de la coccion de una masa obtenida
por la mezcla de harina de trigo, sal comestible y agua potable, fermentable por
especies de microorganismos propios de la fermentacion panaria, como el
Saccharomyces cerevisiae. El pan proporciona carbohidratos en forma de almidén.
También proporciona proteinas, aceites, fibras de celulosa y algunas vitaminas.


http://definicion.de/vegetariano/
https://es.wikipedia.org/wiki/Fibra_diet%C3%A9tica
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https://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B12
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_D
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_D
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https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graso_omega_3
https://es.wikipedia.org/wiki/Yodo
https://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
https://es.wikipedia.org/wiki/Cinc

5.2.1.- Pan funcional

Los alimentos funcionales son aquéllos que proporcionan un efecto beneficioso
para la salud méas alla de su funcién basica nutricional. Resultan de la adicion,
sustitucion o eliminacion de ciertos componentes de los alimentos con la finalidad
de reducir el riesgo de padecer enfermedades. De alli el interés en la busqueda de
nuevas fuentes como ingredientes en el desarrollo de alimentos que aporten estas
caracteristicas.

Los panes funcionales representan una alternativa interesante, por encontrarse el
pan entre los alimentos mas consumidos en muchos paises. En Latinoamérica,
Chile es el pais de mayor consumo de pan, con valores de alrededor de 98
kg/hab/afio. En Argentina, los valores son cercanos a los 72 kg/hab/afio y la
industria de panificacion en México tiene un valor en el mercado de 6,500 millones
de ddlares y el consumo per capita anual asciende a 34 kg.

Varios estudios muestran el uso de fuentes de fibra dietética en panes. Estos
trabajos reflejan el interés por formular productos de consumo masivo enriquecidos
con fibra dietética, ya que estos carbohidratos estan asociados a la disminucion del
riesgo de ECNT tales como diabetes, enfermedades coronarias y del tracto
intestinal.



5.2.2.- ASPECTOS GENERALES SOBRE EL PAN VEGANO

5.2.3.- COMPONENTES DEL PAN

5.2.3.1.- Harina de trigo

La harina es el componente mas importante en la formulacion de un producto de
panificacion. Se entiende por harina, al producto finamente triturado, obtenido de la
molturacion del grano de trigo maduro, sano y seco e industrialmente limpio. La
harina es el mayor componente estructural de la masa, este ingrediente es
responsable de las caracteristicas visco-elasticas de la misma y de su capacidad de
retener el gas, asi como de formar la estructura.

La harina de trigo es una buena fuente de hidratos de carbono complejos. Su
contenido en proteinas, lipidos, vitaminas, tales como tiamina, riboflavina y niacina,
y minerales es relativamente importante. Entre las proteinas, la mas representativa
es el gluten, que confiere a harina la caracteristica tipica de elasticidad durante la
panificacion, para llegar a obtener un producto final poroso y esponjoso. Las
proteinas no tienen un gran valor bioldgico, son deficientes en lisina y en treonina;
sin embargo, actualmente las harinas se suelen enriquecer con estos aminoacidos
y algunas vitaminas y minerales.

El contenido en proteinas varia segun el tipo de trigo, época de cosecha y grado de
extraccion (proporcién de grano completo que se emplea para obtener una cantidad
determinada de harina). La harina integral, al tener un alto grado de extraccion, por
conservar la cubierta, el germen y la capa de aleurona, al no haber sido sometido el
grano a un proceso de refinado, aporta mayor cantidad de proteinas, grasas (aceite
en el germen), minerales, vitaminas del grupo B (particularmente de &cido folico),
pero sobre todo de fibra. Precisamente el mayor aporte en fibra resulta positivo para
el organismo al favorecer el transito intestinal.

Por otro lado, un componente que destaca en el trigo es el acido fitico, el cual se
encuentra en la capa de aleurona; asi, la harina integral que contiene salvado y
aleurona podra dificultar la absorcion de determinados minerales, como hierro y
calcio, presentes en la harina misma o en otros alimentos.



Tabla 1.- Composicion de la harina blanca de trigo.

Energia (Kcal)
Proteinas (g)

Lipidos totales (g)

AG saturados (g)

AG mono insaturados (g)
AG poliinsaturados (g)
-3 (g)

-6 (g)

Colesterol (mg)
Carbohidratos (g)
Fibra (g)

Agua (g)

Calcio (mg)
Hierro (mg)
Yodo (mg)
Magnesio (mg)
Zinc (mg)
Sodio (mg)
Potasio (mg)
Fosforo (mg)
Selenio (mg)

Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Eq. Niacina (mg)
Vitamina B6 (mg)
Acido félico (ug)
Vitamina B12 (ug)
Vitamina C (mg)
Vitamina A: Eq. retinol
(ug)

Vitamina C (mg)
Vitamina E (mg)

Por 100 gr de

porcion comestible

368
9,3
14
0,16
0,13
0,51
0,033
0,48
0
79,2
3,4
6,1

15
1,1
1
28
0,8
3
130
120

0,09
0,06
2,3
0,15
22

0
Tr

Por
racion
(150 g)

36,8

0,93

1,4
0,016
0,013
0,051
0,003
0,048

0

7,9

0,34

0,61

15
1,1
1
28
0,8
3
130
120

0,009
0,006
0,23
0,015
2,2

0
Tr

Recomendaciones

dia-hombre

3.000
54
<100
<23
>57
10-20
0,33-3,3
1,3-16,5
<300
375-450
38
1.000-2.000

800
10
140
350
15
<2.400
3.500
700
70

1,2
1,8
20
1,8
400
2
60
1.000

5
12

Recomendaciones

dia-mujer

2.300
41
<77
<18
>43
8-15
0,25-2,6
1,2-10,4
<230
288-345
29
1.000-2.000

800
18
110
330
15
<2.400
3.500
700
55

0,9
1,4
15
1,6
400
2
60
800
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5.2.3.2.- Sal

Su principal caracteristica es dar sabor a la masa de pan. El elevar la dosis en
muchos casos es contraproducente ya que inhibe el trabajo de las células de
levadura y por tanto frena la fermentacion. Otra caracteristica que se debe tener en
cuenta es que si el agua utilizada es muy dura (con alta concentracion de sales
minerales) es aconsejable bajar la dosis de sal.

La sal actua principalmente sobre la formacion del gluten, ya que la gliadina, uno de
sus dos componentes, tiene menos solubilidad en el agua con sal, lo que da lugar
en una masa obtenida con agua salada a la formacion de una mayor cantidad de
glaten. La cantidad de sal influye también en la duracion y estado de conservacion
del pan, debido a su capacidad higroscépica, (capacidad de absorber agua), ya que
la sal tiende a adquirir la humedad del aire introduciéndola en el producto, si esta
se encuentra en cantidades excesivas ejerce un efecto negativo sobre el tiempo de
conservacion. (20).

5.2.3.3.- Mejorantes.

Son agentes gque se afiaden en pequefias cantidades como ingredientes del pan,
con la intencion de mejorar las caracteristicas iniciales de la harina, referidas
fundamentalmente al color, contenido en enzimas y caracteristicas plasticas de la
masa. El mejorante completo que normalmente emplea el panadero estd compuesto
de di acetil tartarico (E-472), acido ascorbico (E-300) y enzimas a-amilasas. Esta
mezcla de principios activos proporciona una gran expansion del pan en el horno.
Cuando la subida del pan en la fase de coccion es exagerada se corre el riesgo de
que el pan se arrugue durante el enfriamiento. Por tanto hay que moderar el uso de
dichos mejorantes, consiguiendo el volumen durante la fermentacioén y no por la
expansiéon del pan en el formado.

5.2.3.4.- Levaduras

Antes de nada debemos distinguir entre levadura biologica y gasificante, las
primeras realizan la fermentacion bioldgica del producto, transforma los azUcares
en CO2, alcohol etilico y energia, ademas de descomponer los azUcares complejos
fermentables en otros mas simples por mediacién de la enzima Zymasa. Los
gasificante son productos empleados para provocar la hinchazén o elevacion de la
masa sin llegar a transformar ninglin componente de la harina, en el modo que
ocurre en la biolégica. Son compuestos alcalinos como el bicarbonato amoénico,
sbdico, etc. La levadura biolégica es un hongo perteneciente al género de los
hemiascomicetos y mas especialmente a los miembros del género
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Saccharoromyces. No todas las levaduras son aptas para la panificacion, la mas
utilizada por los panaderos es la Saccharomyces Cerevisiae. Estas son obtenidas
industrialmente, cultivando razas puras en medios idoneos para su multiplicacion y
baratos, como son las melazas, que se acondicionan agregando otros nutrientes
como fosfatos, sales minerales y mezclas de hidroxido amonico y sales de amonio.

5.2.3.5.- Salvado

Es el producto final que queda después de refinar el grano de trigo, de forma que
se corresponde con las capas externas del grano (concretamente al pericarpio y sus
diferentes subcapas, ricas en nutrientes esenciales).

En México, se producen entre 20 000 y 70 000 toneladas de salvado de maiz y trigo
por mes, las cuales provienen de la produccion de harina de maiz nixtamalizado y
de harina de trigo respectivamente, las cuales se comercializan a bajo costo para la
alimentacion animal (INEGI, 2014).

Los compuestos fendlicos mas abundantes en los cereales son los &cidos
hidroxicinamicos, siendo el acido ferdlico el principal, seguido por los acidos
diferdlicos y cumérico, también se ha reportado que 90 % del &cido ferulico presente
en los cereales se encuentra unido a arabinoxilanos por medio de enlaces éster y
el resto en forma libre (100, 56). El 98 % del total de acido ferulico se encuentra
distribuido en los tejidos externos de los cereales, siendo la capa aleurona y el
pericarpio externo los principales (58).

5.2.3.6.- Aceite de oliva

El aceite de oliva esta formado por triacilgliceroles (98-99%). Ademas, contiene en
muy bajas proporcién otras moléculas lipidicas, como los fosfolipidos, y acidos
grasos libres; y numerosos compuestos de naturaleza quimica muy variada, como
hidrocarburos, tocoferoles, alcoholes triterpenicos, esteroles, pigmentos,
compuestos fendlicos y compuestos responsables del aroma pertenecientes al
grupo de aldehidos, alcoholes y esteres y otros.

La mayor parte de los acidos grasos estan presentes como triacilgliceroles.
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Tabla 2.- Composicién caracteristicas basica de los acidos grasos

mayoritarios del aceite de oliva.

Acidos grasos

Limites (%)

Palmitico Cc 16:0 7.5-20
Palmitoléico C16:1 0.3-3.5
Estearico C 18:.0 0.5-5
Oleico c18:1 55-83
Linoleico C 18:2 3.5-21

linolénico C 18:3 <1

Fuente: consejo oleicola internacional (I0OC) 2003.

En la siguiente se muestra un resumen de los componentes del aceite de oliva.

Tabla 3.- Componentes de la fraccién

oliva.

Compuestos
Terpenos:
Escualeno
Carotenos

Clorofilas
Tocoferoles:

a- tocoferol

By y-tocoferol
o-tocoferol
Esteroles:
Campesterol
Estigmaterol

y =sitoesterol+

A5 avanesterol
Compuetos fendlicos
Otros: alcoholes, cetonas, éteres,
esteres y derivados furanicos

Fuente: Mataix y martinez de victoria, 1988.

minoritaria no glicérica del aceite de

Cantidad o proporcién

300-700 mg/g

0.5-10 mg/kg (expresado como J-
caroteno

0 a 9.7 mg/kg

7-30 mg/100g

> 93%

< 10% del total de tocoferoles
<1.5%

80-240 mg/100g

2-3%

1-2%

95-97%

50-500 mg/kg (expresado como &cido
caféico)
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5.2.3.7.- Leche de almendra.

Debido a que la leche de almendra es totalmente vegetal, natural y equilibrada, es
sumamente nutritiva y saludable. No contiene aditivos ni conservadores, es rica en
vitaminas A, D y E, proteinas, omega 6, zinc, calcio, hierro, magnesio y potasio,
brindandole muchas ventajas al cuerpo.

Ademas tiene un contenido calérico mas bajo que la leche de vaca, inclusive que
las variedades como descremada y semidescremada, pues en la leche de vaca hay
una mayor cantidad de colesterol. Mientras que un vaso de leche de almendras
tiene alrededor de 70 calorias, un vaso de leche de vaca tiene aproximadamente 86
calorias.

Las personas que sufren de intolerancia a la lactosa padecen de dolor de estbmago
y otras incomodidades cuando consumen cualquier alimento que contenga lacteos,
pues su cuerpo no produce la enzima necesaria para digerir la lactosa. La leche de
almendra es una excelente alternativa para estos casos, ya que esta libre de
lactosa. Ayuda a mejorar los niveles de colesterol bueno y a reducir los niveles de
colesterol malo y triglicéridos, ademas de fortalecer al corazén. Tiene un alto
porcentaje en fibra, lo que ayuda a proteger la pared del intestino y color, y ayuda a
regular la velocidad de absorcidbn de azucares, beneficiando la digestion y
mejorando las condiciones gastrointestinales. Otra enorme ventaja es que contiene
vitamina B2, la cual ayuda a las ufias y cabello a fortalecerse. Ademas esto mejora
la hidratacién de la piel (UNAM, 2015).
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5.3.- PROBIOTICOS.

El término “probidtico” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell; a
diferencia de los antibioticos, los prebioticos fueron definidos como factores de
origen microbiano que estimulan la proliferacion de otros organismos. En 1989, Roy
Fuller destacé el hecho que para considerarse probiotico, el microorganismo en
cuestion debia estar presente en estado viable, e introdujo la idea de su efecto
beneficioso sobre el huésped.

Tabla 4.- Definiciones utilizadas por asociaciones cientificas para probiotico
y prebidtico.

Probidtico Microorganismo vivo que confiere un beneficio a la salud
del huésped cuando se le administra en cantidades
adecuadas.

Prebiotico Ingredientes fermentados selectivamente que dan lugar a

cambios selectivos en la composicion y/o en la actividad
de la flora gastrointestinal, confiriendo asi beneficios a la
salud del huésped

La flora del colon constituye un ecosistema donde muchas especies distintas
participan de ciclos vitales interrelacionados o interdependientes, en un ambito de
gran biodiversidad. Unas especies viven de los productos generados por otras, y a
su vez la actividad metabolica delas primeras beneficia la proliferacion de terceras.
Las bacterias de la flora estdn adaptadas a su habitat, porque estan asociadas con
la vida del hombre desde hace milenios y han evolucionado junto con él (39).

Los probiéticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como
suplemento en la dieta, afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora
microbiana en el intestino (31). Los probidticos estimulan las funciones protectoras
del sistema digestivo. Son también conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores
o bioprofilacticos y se utilizan para prevenir las infecciones entéricas y
gastrointestinales (82). Para que un microorganismo pueda realizar esta funcion de
proteccion tiene que cumplir los postulados de Huchetson: ser habitante normal del
intestino, tener un tiempo corto de reproduccion, ser capaz de producir compuestos
antimicrobianos y ser estable durante el proceso de produccién, comercializacion y
distribucion para que pueda llegar vivo al intestino (79). Es importante que estos
microorganismos puedan ser capaces de atravesar la barrera gastrica para poder
multiplicarse y colonizar el intestino. El efecto protector de estos microorganismos
se realiza mediante 2 mecanismos: el antagonismo que impide la multiplicacion de
los patdgenos y la produccion de toxinas que imposibilitan su accion patogénica.
Este antagonismo esta dado por la competencia por los nutrientes o los sitios de
adhesion. Mediante la inmuno-modulacién protegen al huésped de las infecciones,
induciendo a un aumento de la produccion de inmunoglobulinas, aumento de la
activacion de las células mononucleares y de los linfocitos (82). Las bacterias acido
lacticas utilizan varios azucares como la glucosa y la lactosa para la produccion de
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acido acético mediante la fermentacion. Algunas bacterias conocidas como
anaerobias facultativas y otras como anaerdbicas obligadas pueden colonizar
transitoriamente el intestino y sobrevivir durante el transito intestinal; ademas por su
adhesion al epitelio, modifican la respuesta inmune local del hospedero (97). Esta
demostrada la eficacia de las bacterias vivas que se utilizan como fermentos lacticos
en el tratamiento de los signos y sintomas que acompafan la intolerancia a la
lactosa. Ha sido probado in vitro e in vivo el efecto de los probiodticos en estados
patolégicos como diarreas, infecciones del sistema urinario, desordenes
inmunoldgicos, intolerancia a la lactosa, hipercolesterolemia, algunos tipos de
cancer y las alergias alimentarias (68).

5.3.1.- Probidticos en los alimentos.

Los microorganismos probioticos se utilizan sobre todo, aunque no exclusivamente,
bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el nimero de alimentos
probiéticos puestos a disposicion de los consumidores es cada vez mayor. Para
comprender la importancia del concepto de alimento probidtico para la salud
humana son necesarias algunas consideraciones ecolégicas acerca de la flora
intestinal. Las bacterias viven normalmente en el cuerpo humano (asi como en el
de los animales superiores y los insectos), incluido el aparato digestivo, donde
existen mas de 400 especies bacterianas: mas de la mitad del peso de la materia
gue se encuentra en el colon corresponde a células bacterianas cuyo niumero es
diez veces superior al de las células de los tejidos que constituyen el cuerpo
humano.

El estbmago contiene normalmente pocas bacterias (103 unidades formadoras de
colonias por ml de jugo gastrico), mientras que la concentracion bacteriana aumenta
a lo largo del intestino hasta llegar a una concentracion final en el colon de 1012
bacterias/g. La colonizacion bacteriana del intestino comienzo con el nacimiento, ya
gue los recién nacidos permanecen en un medio estéril hasta que comienza el parto,
y continla durante toda la vida, con cambios notables en funcion de la edad (64).
Las bacterias, que forman la denominada microflora intestinal residente, no suelen
tener efectos nocivos agudos, y se ha demostrado que algunas de ellas son
necesarias para mantener el bienestar de su huésped.

Cabe citar como ejemplo de la funcion beneficiosa de la microflora intestinal lo que
se ha denominado la "resistencia a la colonizacién" o “efecto de barrera”, en
referencia al mecanismo que utilizan las bacterias ya presentes en el intestino para
mantener su presencia en ese medio y evitar la colonizacion de esas mismas zonas
intestinales por microorganismos ingeridos recientemente, incluidos patégenos. Por
consiguiente, cabe suponer que la manipulacion alimentaria de la microflora
intestinal con objeto de aumentar el niumero relativo de "bacterias beneficiosas"
podria contribuir al bienestar del huésped.

Los microorganismos probioticos utilizados en los alimentos deberian ser capaces
no sélo de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en
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el intestino. Esto significa que deberian ser resistentes a los jugos gastricos y poder
crecer en presencia de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser
consumidos en un alimento que, actuando como vehiculo, les permita sobrevivir al
paso por el estbmago y a la exposicion a la bilis.

La informacion reunida hasta la fecha indica que los lactobacilos se han utilizado
desde hace tiempo como probidticos sin que se hayan determinado riesgos para los
seres humanos, y ésta sigue siendo la mejor prueba de su inocuidad (96). Ademas,
no se han encontrado propiedades patégenas o virulentas en lactobacilos, bifido
bacterias o lactococos (7). A pesar de esto, la Consulta reconocié que, en ciertas
condiciones, algunas cepas de lactobacilos han sido relacionadas con efectos
perjudiciales, como por ejemplo raros casos de bacteriemia (96). Sin embargo, un
estudio epidemiolégico reciente sobre casos notificados de bacteriemia causada por
lactobacilos, recogidos sistematicamente en un pais, ha demostrado que no se
observa un aumento de la incidencia o la frecuencia de la bacteriemia cuando
aumenta la utilizacion de lactobacilos probiéticos (104).

Para garantizar que cualquier cultivo conserve sus propiedades beneficiosas, se
deberia mantener el material cultivado en condiciones apropiadas y comprobar
periodicamente la identidad y las propiedades probidticas de la cepa. Por otra parte,
se deberia mantener la viabilidad y la actividad probidtica durante todo el proceso
de elaboracion, manipulacion y almacenamiento del producto alimenticio que
contiene el probiético, verificandolas cuando concluya el periodo de conservacion.

5.3.2.- Generalidades de la familia Lactobacillus.
5.3.2.1.- Bacterias &cido lacticas (BAL)

Las bacterias acido lacticas son grupo Gram positivas, son acido tolerantes, con
actividad de catalasa negativa, anaerobias y no esporulantes, el acido lactico es el
mayor metabolito final producido durante la fermentacion de carbohidratos (11).
Esta bacteria se encuentra en un grupo heterogéneo de organismos con distintas
capacidad metabdlicas. Por esta razon, esta altamente adaptados a una amplia
gama de condiciones lo que los hace extremadamente exitosos en fermentaciones
de alimentos. Las BAL son responsables de la fermentacion de, leches, levaduras,
yuca, verduras curtidas (36, 62, 26).

Las bacterias acido lacticas incluyen cerca de 20 especies tales como, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Weisella.
Lactobacillus es el mayor de estos géneros con alrededor de 80 especies
reconocidas (11; 63).
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5.3.2.2.- Lactobacillus plantarum.

Lactobacillus spp. Ha sido dividido en tres grupos funcionales, dependiendo de sus
habilidades de fermentacion (47):

Grupo |, homo-fermentativas obligadas: este grupo convierte hexosas a acido
lactico por medio de la ruta de glucolisis.

Grupo I, hetero-fermentativas facultativas: este grupo usualmente fermenta
hexosas convirtiéndoles en acido lactico, pero bajo algunas condiciones
extrafias, las hexosas pueden ser transformadas en mezclas de 4cido lactico,
diéxido de carbono y etanol. Las pentosas son fermentadas en acido lactico
y &cido acético por la ruta de fosfocetolasa.

Grupo lll, hetero-fermentativas obligadas: en este grupo Lactobacillus
fermenta hexosas en mezclas de acido lactico, dioxido de carbono y etanol.
Las pentosas son convertidas &cido lactico y acido acético.

L. plantarum difiere de las otras bacterias de Lactobacillus spp. En los siguientes
puntos:

L. plantarum tiene un genoma relativamente largo en comparacion con las
otras especies de Lactobacillus spp. Esto indica una habilidad para adaptarse
a diferentes condiciones (49).

L. plantarum puede fermentar diferentes carbohidratos.

L. plantarum tiene un alto requerimiento de manganeso para su crecimiento
y puede almacenar altos niveles de manganeso de manera intracelular (9).
El manganeso provee de defensa a L. plantarum contra el oxigeno toxico,
por reduccion de radicales libres de oxigeno a peréxido de hidrogeno (9). La
produccién de peroxido de hidrogeno puede ser convertido a oxigeno y agua
por cofactores psuedocatalasas de magenesio (52).

L. plantarum tiene una alta tolerancia a pH bajos. Puede sobrevivir al viaje
en tracto digestivo del humanos bajo condiciones acidas (45). También
posee actividad de tanasa (77) y también son capaces de metabolizar acidos
fendlicos (13).
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5.3.2.3.- Lactobacillus plantarum KY131967

Lactobacillus plantarum KY131967 es una bacteria acido lactica que fue aislada de
una bebida autoctona del estado de Chiapas (2). Este microorganismo ha sido
evaluado in vitro (a nivel matraz) evidenciando interesantes atributos de importancia
probiética como una alta densidad poblacional (4.69x10° UFC/mL), tiempo de
duplicaciéon corto (1.16+0.10 h), produccion de &cido lactico (21.96 g/L), actividad
positiva antimicrobiana contra patdégenos (E. coli, Salmonella typhimurium vy
Staphilococus aureus), alta supervivencia a condiciones gastrointestinales
simuladas (81.59 %) y capacidad para disociar taurocolato de sodio (Gonzélez,
2013). Otro estudio evaluo el crecimiento de Lactobacillus plantarum KY131967 en
sistema de biorreactor de tanque agitado, éste estudio demostré una mejora en su
crecimiento bajo condiciones de pH 6, una temperatura de 30°C y condiciones
microaerofilicas, reportando una densidad poblacional de 6.03 x 10° UFC/mL y una
produccion de acido lactico de 19.26 g/L (Gutiérrez et al 2014). Por otra parte, esta
cepa fue evaluada in vivo demostrando su alta capacidad de colonizar el intestino
de ratones BAL B/c (2.66 x 10 UFC/g), con una disminucion de colesterol del 15.83
% vy triglicéridos del 17.49 % en la sangre de estos roedores, ademas de no
demostrar efecto toxico alguno durante su administracion diaria con dosis de hasta
1 x 10%*° UFC/mI (Ramirez, 2015).

La misma bacteria, fue evaluada por Culej (2015), en cuanto al efecto de la
temperatura, flujo de alimentacion y porcentaje de maltodextrina en el soporte,
durante el secado por aspersion, reportando que las condiciones éptimas son 159
°C, 3 ml/miny 10 % (p/v) de maltodextrina. Bajo estas condiciones se alcanza una
eficiencia de microencapsulacién del 76 %, supervivencia del 99% y aw de 0.18, el
autor concluye que la temperatura del aire de secado y el flujo de alimentacién no
tuvieron efecto estadistico significativo sobre la viabilidad celular, resultados que
sugieren la resistencia térmica de Lactobacillus plantarum KY131967.

Por su parte Ramirez (2017) demostr6 que la cepa de Lactobacillus plantarum
KY131967 sobrevivié almacenados en temperatura de 4°C y las UFC/g que se
obtuvieron de la prueba para a los 8 meses de almacenamiento se encuentran entre
los parametros establecidos de un probidtico. La sobrevivencia vario entre del 85%
y 95 % y resistencia gastrointestinal simulada vario entre de 75% y 95%.
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5.4.- GENERALIDADES DE LA PLANTA

5.4.1.- Genero Cnidoscolus

La chaya pertenece a la seccién Calyptosolen del género Cnidoscolus, el cual esta
cercanamente relacionado al mejor conocido género Manihot. Los dos géneros se
encuentran dentro de la tribu Manihoteae de la subfamilia Crotonoideae de la
Euphorbiaceae (112). Aunque Cnidoscolus ha sido comUnmente agrupado con
Jatropha, es facilmente separado del anterior por sus pelos urticantes, glandulas
peciolares, y por tener una sola envoltura floral blanca (71).

5.4.2.- Habitat y distribucion geografica

Se distribuye de manera natural desde la peninsula de Yucatan, pasando por
Guatemala, hasta la parte norte de Honduras. Crece desde el nivel del mar hasta
los 1500 msnm en varios tipos de clima que son por lo general libres de heladas y
con un nivel alto de precipitacion. Naturalmente ocurre en diversos tipos de
vegetacion incluyendo secos Yy lluviosos, espinosos y bosques verdes.
Frecuentemente es utilizado como cerco vivo, matorrales maderables, arroyos
rocosos y dunas costaneras. Crece en suelos que van desde arcillas cafés hasta
lateritas y en suelos derivados de roca madre ignea y piedras limosas (66).

La chaya, una aportacion de los mayas al mundo, es un arbusto domesticado la
evidencia sugiere que la chaya era una planta importante para los antiguos mayas
de la peninsula de Yucatan y tal vez en otras partes de la region maya (66).

Es un arbusto que llega a medir hasta 3 m de alto, con ramillas delgadas de 1 cm
de diametro, corteza gruesa, casi blanca y pelillos un poco urticantes (90).

La chaya es resistente a la sequia por lo que es una valiosa cosecha en las zonas
con corto periodo de lluvia, la propagacion es simple y requiere poco mantenimiento,
no hay enfermedad o plaga importante en la planta. Investigaciones realizadas en
el género Cnidoscolus han dado a conocer que la chaya se adapta bien a regiones
tropicales humedas y secas (Retalhuleu, Suchitepéquez en Guatemala y en la
peninsula de Yucatan) con distintas clases de suelo; su crecimiento principia a los
cuatro meses de haber sido sembrada y pueden ser podadas al afio (93).
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5.4.3.- Usos y propiedades

La hoja de chaya ha sido utilizada como alimento desde la época precolombina, lo
cual fue documentado por Diego de Landa; las hojas eran utilizadas por los mayas
para mezclarlas con maiz (25).

El interés en la hoja de chaya se debe a su excepcional composicidon quimica y
nutricional, posee propiedades que permiten utilizarla como un alimento alternativo,
por su excelente contenido de calcio, acido ascorbico, hierro, retinol y proteina
cruda, como medicina alternativa es utilizada en el tratamiento de enfermedades
cronico degenerativas como la diabetes y el cancer, de esto deriva su
reconocimiento como “la planta maravillosa” (69; 44, 94). La chaya tradicionalmente
ha sido recomendada para una serie de enfermedades como obesidad, calculos
renales, hemorroides, acné, antiparasitario y problemas de los ojos; los brotes de
chayay las hojas se han tomado como laxante, diurético, lactégeno, estimulante de
la circulacién, de la digestion, y para endurecer las ufias, se emplea como protector
hepatico, ya que reduce en un 40 % el aumento de enzimas hepéticas (aspartato
aminotrasferasa AST, transaminasa glutamico piravica TGP), (80) también su latex
es utilizado para eliminar verrugas. Se ha determinado que por su alto contenido en
acido ascérbico (vitamina C) acta como un buen antioxidante, es por esto que se
debe incluir entre el grupo de vegetales que proporcionan micronutrientes
beneficiosos para la salud (76; 54).

Actualmente se consumen la hoja tierna en la cocina tradicional, aun sabiendo
cientificamente que la edad del brote no es significativa en su composicion quimica
(44), utilizando variadas formas de presentacién, como ensaladas, guisos, sopas,
infusiones y hasta refrescos (81). La concentracion de vitamina C en el proceso de
cocinado (fritura) no representa una baja significativa (29).

En la industria alimentaria se utiliza para la elaboracién de queso y como suavizante
de carnes, debido a la enzima proteolitica (33), se presume que esta enzima puede
ser muy parecida a la encontrada en la yuca (linamarasa) que permite la liberacion
de HCN, cuando las hojas por accion mecanica son trituradas o fragmentas la
enzima entra en contacto con el cianuro ligado, produciéndose la liberacion del
téxico. En Chiquimula la infusion del C. aconitifolius conocida como shatate, es
utilizada para calmar la diarrea (33).
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5.4.4.- Composicion quimica de las hojas de Cnidoscolus aconitifolius.

La composicidn quimica de las hojas de chaya (C. aconitifolius) es importante para
la nutricibn humana el contenido de vitamina C de la hoja es siete veces mayor que
la naranja (59 mg/100 g de hoja fresca) y el limoén (51 mg/100 g de hoja fresca) asi
como el contenido de proteina en base seca es superior al frijol (25 %). La vitamina
C tiene un efecto protector, ya que reducen significativamente la probabilidad de
padecer de cancer de eséfago, estbmago, colon y de recto (66). C. aconitifolius es
un fuente rica de antioxidantes naturales especialmente en las hojas crudas, los
principales flavonoides aislados de esta especie fueron kaempferol-3-0-glucosido y
el glucosido-quercetina-3-0, teniendo C. aconitifolius mayor cantidad de glucésidos
flavonoides en comparacion con C. chayamansa (53, 78).

El reconocido valor nutricional de la chaya ha motivado a muchos investigadores
nacionales y extranjeros al estudio de este material vegetal, entre las
investigaciones podemos mencionar que en Costa Rica se ha iniciado una
investigacion para rescatar algunos cultivos, el proyecto se inicio con el andlisis de
tres plantas: el chicasquil (C. aconitifolius), las hojas de chaya (C. chayamansa) y el
zorrillo (Cestrum racemosum) realizandoles andlisis quimicos en el laboratorio para
determinar los componentes nutricionales y asi saber el nivel de antioxidantes, fibra,
proteina y carbohidratos. Los primeros resultados indican que el chicasquil y el
zorrillo tienen niveles de fibra mas altos que frutas como el higo y la anona,
considerados muy ricos en fibra. El nivel de antioxidantes es alto en la chaya y el
chicasquil. El chicasquil tiene 564 ORAC (unidad de medicion de antioxidantes), y
la chaya, 614 ORAC. Estos valores son superiores a los de frutas como el jorco o
boroj6. Lo que nos indica que estas hojas son alimentos funcionales que
proporcionan nutrientes y protegen de enfermedades (92; 42).
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5.5.- METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS.

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos organicos que
no parecen tener una funcion directa en el crecimiento y desarrollo. Estas sustancias
se conocen con el nombre de metabolitos secundarios, productos secundarios o
productos naturales. Los metabolitos secundarios no tienen funcion reconocida o
directa en los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis
de proteinas, asimilacion de nutrientes, diferenciacién o formacion de carbohidratos,
proteinas y lipidos. Los metabolitos secundarios también difieren de los Metabolitos
primarios (aminoacidos, nucleétidos, azucares, acil lipidos) en que tienen una
distribucion restringida en el reino vegetal es decir, un metabolito secundario
determinado se encuentran con frecuencia en una sola especie vegetal o grupo de
especies relacionadas, mientras que los metabolitos primarios se encuentran en
todo el reino vegetal. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un determinado género
de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies. Algunos productos del
metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas como atrayentes
o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y
frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion atrayendo a insectos
polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente de
alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersibn de semillas. Otros
compuestos tienen funcién protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas
frente a diferentes patdgenos, actuando como pesticidas naturales. También es
importante destacar tienen un importante y significativo valor medicinal y
econdmico, derivado éste ultimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria,
farmacéutica. Un gran nimero de estos productos naturales, que ya se usaban en
la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la
actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas,
colorantes, etc.

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del
metabolismo primario del carbono (105).
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FIGURA 1.- Esquema de la principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios y sus
interrelaciones con el metabolismo primario. (105)

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo a sus
estructuras, a su bioformacion, a la fuente de produccion o a su accion biolégica.
En relacion al criterio biosintético, los metabolitos secundarios pueden ser
clasificados de forma general en: Terpenos o terpenoides, compuestos fendlicos y
sus derivados, y los compuestos nitrogenados o alcaloides, todos ellos, sintetizados
a partir del CO2, como fuente de carbono.

5.5.1.- Terpenos.

Constituyen el mayor grupo de productos secundarios, los diferentes compuestos
de esta clase son generalmente insolubles en agua. Son biosintetizados a partir de
acetil CoA o de intermediarios glicoliticos. Los terpenos y sus derivados, se
encuentran en los aceites esenciales, resinas y ciertas partes de la plantas como
las flores y frutos. La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas (15).
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5.5.2.- Alcaloides.

Los alcaloides son una gran familia de méas de 15.000 metabolitos secundarios que
contienen nitrGgeno en su estructura, se encuentran habitualmente en las semillas,
hojas y corteza de las plantas. En estas sustancias, el atomo de nitrégeno esta
formando parte de un anillo heterociclico, un anillo que contiene atomos de
nitrdgeno y de carbono, tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua,
contienen al menos un atomo de nitrogeno en la molécula, y exhiben actividad
biologica. Son sintetizados normalmente a partir de unos pocos aminoacidos
comunes, como la lisina, tirosina y triptéfano. Los alcaloides son muy conocidos por
sus impresionantes efectos farmacol6gicos sobre animales vertebrados (34).

5.5.3.- Compuestos fendlicos.

Las plantas producen una gran variedad de productos secundarios que contienen
un grupo fenol, un grupo funcional hidroxilo en un anillo aromatico:

OH

FIGURA 2.- Estructura de fenol simple.

Estas sustancias se clasifican como compuestos fendlicos. Los compuestos
fendlicos de las plantas forman un grupo heterogéneo de 10000 compuestos, son
solubles en compuestos organicos, otros son acidos carboxilicos y glucésidos
solubles en agua, mientras otros son grandes polimeros muy insolubles.

De acuerdo a su diversidad quimica los fenoles tienen funciones muy diversas en la
plantas. Se puede clasificar los compuestos fendlicos segun su complejidad
quimica, entre los mas importantes encontramos los siguientes grupos:

5.5.3.1.- Fenoles y acidos fendlicos simples.

Se caracterizan por la presencia del esqueleto fenélico, que se compone de un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo. Los mas abundantes en la naturaleza son los
derivados del acido benzoico y el acido cinamico. Se encuentran en vegetales y la
mayor parte de las veces conjugados con esteres o glicosidos. Los acidos fendlicos
se dividen en tres grupos.
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e Derivados del acido benzoico: que poseen 7 atomos de carbono (C6-C1) y
son los mas simples que se encuentran en la naturaleza.

e Derivados de los acidos cinamicos: que poseen 9 atomos de carbono (C6-
C3).

e Cumarinas: son compuestos derivados del acido cinamico por ciclacion de la
cadena lateral del acido o-cumarico y todos estos compuestos poseen un
sustituyente hidroxilico en posicion 7 libre o combinado con grupos metilo,
azucares, u otros funcionales.

5.5.4.- Flavonoides.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, de los cuales se ha detectado aproximadamente 4000 estructuras
diferentes. Se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas.

Su esqueleto basico esta formado por estructuras del tipo C6-C3-C5. La mas basica
consiste en dos anillos aromaticos unidos por una cadena alifatica de tres carbonos,
los cuales normalmente condensan para formar un anillo pirano y menos comun un
anillo furano.

.
27 R4
oD
72 Mo N6
(Ae
s 2

FIGURA 3.- Estructura basica de los flavonoides.

El anillo aromatico que cicla el grupo c3 para formar el anillo pirano se denomina
anillo A, el ciclopirano C, ye el anillo restante se denomina anillo N. Los distintos
grupos hidroxilo son afiadidos, metilados, sulfatados o glicosilados en los procesos
metabdlicos de las plantas.
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Los flavonoides de se clasifican partir de sus variaciones estructurales, dentro de
estas las mas destacables son las flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavonas y
antocianidinas.

A los flavonoles y flavonas se unen azucares, preferentemente en la posicion c3 y
con menor frecuencia al c¢7 del anillo A, de forma que estos compuestos se
encuentran comunmente como O-glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo de
azucar mas frecuente. Los flavonoides también se pueden encontrar en forma
polimérica, estando presentes en plantas, las frutas, legumbres y cereales (73).

5.5.6.- Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos.

El oxigeno est4 asociado a las condiciones de vida aerobia, representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del metabolismo y la viabilidad celular, al mismo
tiempo que puede causar un peligro potencial debido a las especiales
caracteristicas de este gas, responsable de la formacién de intermediarios
parcialmente reducidos, dotados de una alta reactividad, llamados especies
oxigenicas reactivas (ROS por sus siglas en ingles).

Las especies oxigénicas reactivas (ROS), formadas metabolicamente como
intermediarios parcialmente reducidos, son especies moleculares activadas,
dotadas de un electréon desapareado (Radical libre) en un nivel energético superior
y por tanto dotadas de propiedades paramagnéticas que les confieren una alta e
indiscriminada reactividad.

Las ROS producen diversas acciones sobre el metabolismo de los principios
inmediatos, que pueden. En la actualidad son muchos los procesos relacionados
con la produccion de radicales libres como son: mutagénesis, transformacion
celular, céncer, arteriosclerosis, infarto de miocardio, procesos de
isquemia/reperfusion, diabetes, asfixia de neonato, enfermedades inflamatorias,
trastornos del sistema nervioso central, envejecimiento, entre otros. Ademas, un
creciente nimero de estudios soportan la teoria que el estrés oxidativo esta envuelto
en la progresion de VIH (65)

En la actualidad los compuestos fotoquimicos presentan un gran interés nutricional
por su contribucién al mantenimiento de la salud humana. Asi, muchas de las
propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen vegetal, asociadas a
la actividad antioxidante, estan relacionadas con la presencia y con el contenido de
compuestos fendlicos. Segun los estudios de Rice-Evans y colaboradores (1996),
junto con Fukumoto & Mazza (2000), los compuestos de mayor actividad
antioxidante son los de estructura flavonoidea.

Segun los estudio de Martinez-Flérez y colaboradores (2002) los flavonoides son
pigmentos naturales, que se encuentran en los vegetales y protegen al organismo

25



de los dafios causados por la oxidacion y evitan la toxicidad de los metales pesados,
esto se debe principalmente a su estructura quimica (43). La estructura fundamental
de los flavonoides permite una multitud de patrones de sustitucion.

Su accién antioxidante va a depender tanto del tipo de flavonoide como el nimero
de mondmeros que conforman su estructura, asi como la presencia de distintas
modificaciones o grupos funcionales y de su posicion (73).

Los parametros estructurales que afectan a la actividad antioxidante son:

Grupos hidroxilo: la presencia y posicion de grupos hidroxilo en distintas
partes de la molécula va a influir notablemente en los mecanismos de
actividad antioxidante. La capacidad de neutralizacion de radicales libres va
a depender fundamentalmente de la reactividad de los sustituyentes
hidroxilo.

Doble enlace en las posiciones 2-3 y el grupo carbonilo 4: investigaciones
mostraron que la capacidad antioxidante sobre un sistema microsomial se
vio incrementada cuando el doble enlace se encontraba conjugado con un
grupo carbonilo en la posicion 4.

Esterificacion con grupos no glicosilicos: Es comun la esterificacion de los
flavonoides con diversos acidos organicos. Entre ellos el acido galico es el
mas frecuente unido a este tipo de sustancias, habitualmente en el grupo
hidroxilo de la posicion 3. Los flavonoides esterificados se denomina galatos.
Esterificacion con grupos glicosilo: las gliconas son antioxidantes mas
potentes que sus correspondientes glicosidos. La capacidad antioxidante de
un flavonoide glicosilado depende de la estructura y posicién del azlcar.
Grado de polimerizacion: Estudios realizados sobre la relacion entre el grado
de polimerizacién de las procianidinas y la capacidad antioxidante de las
mismas contra el anion superoxido encontraron que los dimeros y trimeros
resultaron méas efectivos que los flavonoides mondmericos contra el anién
superoxido, de la misma manera, tetrameros, hexameros y heptadmeros
mostraron todavia mayor capacidad de neutralizacion del anién superéxido
que dimeros y trimeros.
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5.6.- ANALISIS PROXIMALES

Existen un ndmero considerable de técnicas analiticas para determinar una
propiedad particular del alimento. De ahi que es necesario seleccionar la mas
apropiada para la aplicacion especifica. La técnica seleccionada dependera de la
propiedad que sea medida, del tipo de alimento a analizar y la razdn de llevar a cabo
el andlisis.

Las determinaciones que se realizan mas frecuentemente para conocer la
composicién de los alimentos incluyen la determinacion de humedad, cenizas,
extracto etéreo (grasa cruda), proteina total, fibra y carbohidratos asimilables, en un
protocolo conocido como Andlisis Proximal. Asi mismo, dependiendo del objetivo
del analisis, resultan importantes las determinaciones relacionadas con la
caracterizacion de algun grupo de nutrientes en particular, tal es el caso del andlisis
de carbohidratos en el que se podria considerar la diferenciaciéon de los que
presentan poder reductor, del contenido total. En el mismo sentido se podrian
analizar las proteinas solubles o considerar la caracterizacion de los lipidos
extraidos de un alimento.

5.6.1.- Humedad

Todos los alimentos, cualquiera que sea el método de industrializacion a que hayan
sido sometidos, contienen agua en mayor o menor proporcion. Las cifras de
contenido en agua varian entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales. En los
tejidos vegetales y animales, puede decirse que existe en dos formas generales:
“agua libre” Y “agua ligada”. El agua libre o absorbida, que es la forma
predominante, se libera con gran facilidad. El agua ligada se halla combinada o
absorbida. Se encuentra en los alimentos como agua de cristalizacion (en los
hidratos) o ligada a las proteinas y a las moléculas de sacaridos y absorbida sobre
la superficie de las particulas coloidales. (40).

Existen varias razones por las cuales, la mayoria de las industrias de alimentos
determinan la humedad, las principales son las siguientes:

e El comprador de materias primas no desea adquirir agua en exceso.

e El agua, si esta presente por encima de ciertos niveles, facilita el desarrollo
de los microorganismos.

e Los materiales pulverulentos se aglomeran en presencia de agua, por
ejemplo azucar y sal.

e La cantidad de agua presente puede afectar la textura.

e La determinacién del contenido en agua representa una via sencilla para el
control de la concentracion en las distintas etapas de la fabricacion de
alimentos.
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5.6.1.1.- Métodos de secado.

Los métodos de secado son los m&s comunes para valorar el contenido de humedad
en los alimentos; se calcula el porcentaje en agua por la perdida en peso debida a
su eliminacién por calentamiento bajo condiciones normalizadas. Aunque estos
métodos dan buenos resultados que pueden interpretarse sobre bases de
comparacion, es preciso tener presente que a) algunas veces es dificil eliminar por
secado toda la humedad presente; b) a cierta temperatura el alimento es susceptible
de descomponerse, con lo que se volatilizan otras sustancias ademas de agua, y c)
también pueden perderse otras materias volatiles aparte de agua. (48).

5.6.1.1.1.- Método por secado en estufa de vacio.

Se basa en el principio fisicoquimico que relaciona la presiéon de vapor con la
presion del sistema a una temperatura dada. Si se abate la presion del sistema, se
abate la presion de vapor y necesariamente se reduce su punto de ebullicién. Si se
sustrae aire de una estufa por medio de vacio se incrementa la velocidad del
secado. Es necesario que la estufa tenga una salida de aire constante y que la
presion no exceda los 100 mm Hg. y 70°C, de manera que la muestra no se
descomponga y que no se evaporen los compuestos volatiles de la muestra, cuya
presion de vapor también ha sido modificada (75).

5.6.1.1.2.- Método de secado en termo balanza.

Este método se basa en evaporar de manera continua la humedad de la muestra 'y
el registro continuo de la pérdida de peso, hasta que la muestra se sitle a peso
constante. El error de pesada en este método se minimiza cuando la muestra no se
expone constantemente al ambiente (75).

5.6.2.- Cenizas.

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo
inorganico que queda después de calcinar la materia organica. Las cenizas
normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento
original, debido a las perdidas por volatilizacién o a las interacciones quimicas entre
los constituyentes.

El valor principal de la determinacion de cenizas (y también de las cenizas solubles
en agua, la alcalinidad de las cenizas y las cenizas insolubles en acido) es que
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supone un meétodo sencillo para determinar la calidad de ciertos alimentos, por
ejemplo en las especias y en la gelatina es un inconveniente un alto contenido en
cenizas. Las cenizas de los alimentos deberan estar comprendidas entre ciertos
valores, lo cual facilitar4 en parte su identificacion. (48).

En los vegetales predominan los derivados de potasio y en las cenizas animales los
del sodio. El carbonato potasico se volatiliza apreciablemente a 700°C y se pierde
casi por completo a 900°C. El carbonato sodico permanece inalterado a 700°C, pero
sufre pérdidas considerables a 900°C. Los fosfatos y carbonatos reaccionan
ademas entre si. (40).

5.6.2.1.- Método de cenizas totales

La determinacion en seco es el método mas comun para cuantificar la totalidad de
minerales en alimentos y se basa en la descomposicion de la materia organica
guedando solamente materia inorganica en la muestra, es eficiente ya que
determina tanto cenizas solubles en agua, insolubles y solubles en medio acido. En
este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una
temperatura que fluctia entre los 550 -600°C; el material inorganico que no se
volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza. (75).

5.6.3.- Lipidos.

Los lipidos, junto con las proteinas y carbohidratos, constituyen los principales
componentes estructurales de los alimentos. (74). Los lipidos se definen como un
grupo heterogéneo de compuestos que son insolubles en agua pero solubles en
disolventes organicos tales como éter, cloroformo, benceno o acetona. Todos los
lipidos contienen carbdn, hidrégeno y oxigeno, y algunos también contienen fésforo
y nitrégeno (5). Los lipidos comprenden un grupo de sustancias que tienen
propiedades comunes y similitudes en la composicion, sin embargo algunos, tales
como los triacilgliceroles son muy hidrofébicos. Otros, tales como los di vy
monoacilgliceroles tienen movilidad hidrofébica e hidrofilica en su molécula por lo
gue pueden ser solubles en disolventes relativamente polares (74)
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5.6.3.1.- Métodos de extraccion y cuantificacion.

El contenido total de lipidos se determina cominmente por métodos de extraccion
con disolventes organicos (por ejemplo Soxhlet, Goldfish, Mojonnier), sin embargo
también puede cuantificarse por métodos de extraccién que no incluyen disolventes
(por ejemplo, Babcock, Gerber) y por métodos instrumentales que se basan en
propiedades fisicas 0 quimicas de los lipidos (por ejemplo, infrarrojo, densidad y
absorcion es rayos X) (74).

5.6.3.1.1.- Método de Soxhlet.

Es una extraccion semicontinua con un disolvente organico. En este método el
disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra la cual
gueda sumergida en el disolvente.

Posteriormente éste es sifoneado al matraz de calentamiento para empezar de
nuevo el proceso. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso (74).

FIGURA 5.- Esquema de extraccién Soxhlet.
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5.6.4.- Método de Kjeldahl.

En el trabajo de rutina se determina mucho mas frecuentemente la proteina total
que las proteinas o amino&cidos individuales. En general, el procedimiento de
referencia Kjeldahl determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto las no
proteinas como las proteinas verdaderas (5)

El método se basa en la determinacion de la cantidad de Nitrégeno organico
contenido en productos alimentarios, compromete dos pasos consecutivos:

e La descomposicion de la materia organica bajo calentamiento en presencia
de &cido sulfurico concentrado.

e El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra durante el
proceso de descomposicion ocurre la deshidratacion y carbonizacion de la
materia organica combinada con la oxidacién de carbono a dioxido de
carbono. El nitrdgeno organico es transformado a amoniaco que se retiene
en la disoluciébn como sulfato de amonio. La recuperacion del nitrdgeno y
velocidad del proceso pueden ser incrementados adicionando sales que
abaten la temperatura de descomposicion (sulfato de potasio) o por la adicion
de oxidantes (peroxido de hidrégeno, tetracloruro, persulfatos o acido
crémico) y por la adicion de un catalizador. (75) El método de Kjeldahl consta
de las siguientes etapas:

e Digestion
Proteina + H2SO4 — CO2 + (NH4)2S04 + SO2
e Destilaciéon

(NH4)2S04 + 2NaOH — Na2S04 + NH3 1+ H20
(Recibiendo en HCI)

(Recibiendo en H3BO3)
NH3 + H3BO3 — NH4H2BO3
e Titulacion
(Si se recibi6 en HCI) NH4CI + HCI + NaOH — NH4CI + NaCl + H20

(Si se recibio en H3BO3) NH4H2BO3 + HClI — H3BO3 + NH4CI
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En la mezcla de digestion se incluye sulfato sédico para aumentar el punto de
ebullicién y un catalizador para acelerar la reaccion, tal como sulfato de cobre. El
amoniaco en el Antologia de Fundamentos 21 destilado se retiene o bien por un
acido normalizado y se valora por retroceso, o en acido borico y valora directamente.

El método Kjeldahl no determina, sin embargo, todas las formas de nitrégeno a
menos que se modifiquen adecuadamente; esto incluye nitratos y nitritos. (Pearson,
1993).

Para convertir el nitrdgeno a proteina se emplea el factor de 6.25 el cual proviene
de la consideracion de que la mayoria de las proteinas tienen una cantidad
aproximada de 16% de nitrégeno.

100g Proteina — 625

factor = —
16gNitrogeno
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6.- METODOLOGIA.

6.1.- Preparacion de harinas vegetales.

La harina sé elabor6 empleando hojas de chaya (Cnidoscolus aconitiflolius)
adquiridas en el mercado de Teran en Tuxtla Gutiérrez Chiapas. Las hojas fueron
lavadas con agua clorada (0.2 a 5 ppm) a exposicion de 3 a 5 minutos a pH de 6.5
a’r.b.

La chaya (Cnidiscolus aconitiflolius), se sometié un proceso de escaldado por 1.5
min a 100°C, posteriormente las hojas fueron secadas a la sombra, se molieron y
tamizaron en malla N° 100 y fueron almacenadas herméticamente en frascos color
ambar bajo condiciones de refrigeracion hasta su empleo.

6.2.- Cultivo de Lactobacillus plantarum KY131967 (Gutiérrez-Sarmiento,
2016).

6.2.1.- Cultivo en matraz.

En un matraz Erlenmeyer de 500 ml con 205 ml de caldo MRS (marca DIFCO), se
inocul6é el contenido de 2 tubos de ensaye que contienen 10 ml cada uno de
Lactobacillus plantarum KY131967. El matraz fue incubado durante 8 h a 110 rpm
en una agitadora THERMO SCIENTIFIC modelo MAXQ 2000 a temperatura
ambiente (25 °C)

6.2.2.- Cultivo en Biorreactor.

El caldo microbiano del cultivo anterior se introdujo en un biorreactor de tanque
agitado modelo 2611000310 (Applikon, Schiedam, The Netherlands) con 2.045 L
de caldo MRS, el biorreactor esta equipado con accesorios para control de
agitacién, aireacion, temperatura y pH. Las condiciones de operacion del biorreactor
fueron de 300 rpm, 36°C, pH 6 (controlado mediante la adicién de NaOH 5 M), con
aireacion de 0.25 vvm durante 8 Horas.
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6.2.3.- Cosecha de la biomasa.

Al término del cultivo la biomasa producida en el fermentador fue cosechada por
medio de centrifugacion con una centrifuga Eppendorf modelo 5810R a 4000 rpm
por 20 min a 4°C.

6.3.- Preparacion de los agentes encapsulantes (Robles-Flores, 2015).

6.3.1.- Leche de soya.

La leche de soya se obtuvo de una proporcion 7 L de agua por 1 kg de frijol de soya
marca CEREPAK, el cual previamente se debera hidratar con agua purificada
cubriendo el nivel del frijol durante un tiempo de 12 h, al término de esta debera
drenar el liquido. Los granos fueron licuados para luego filtrar con ayuda de una tela
de algodon (pafalina).

El liquido obtenido del filtrado se hirvié por 30 min, retirando la espuma generada
durante la coccion de la leche. La leche de soya obtenida se dosifico en frascos
para esterilizar a 13 Ib/pulg2 durante 10 min.

6.3.2.- Maltodextrina al 35%.

Se prepar6 la maltodextrina marca INAMALT al 35% en agua, evitando la formacién
de grumos, la mezcla se dejo reposar durante 15 h a temperatura ambiente (25°).
Posteriormente la goma se deposité a un matraz para esterilizar a 15 Ib/pulg2 por
15 min

6.3.3.- Goma arébiga al 7.5%.

Se preparé la goma arabiga marca HYCEL al 7.5% en agua, evitando la formacion
de grumos, la mezcla se hidratd durante 15 h a temperatura ambiente (25°).
Posteriormente la goma se depositdé a un matraz para esterilizar a 15 Ib/pulg2 por
15 min.
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6.4.- Preparacion de la emulsién.

Se mezcld la leche de soya, inulina PREVENTY, goma ardbiga al 7.5%,
maltodextrina al 35% vy el pellet celular previamente cosechado. Para homogenizar
se empled el equipo IKA- Ultraturrax a 5200 rpm, durante 15 min. Se Conservo 1 ml
de la emulsion para posteriormente sembrar en placa.

6.4.1.- Secado por aspersion.

La emulsion resultante se alimenté a un secador por aspersion escala laboratorio
marca BUCHI Mini Spray Dryer Modelo B-290 a una temperatura de entrada 160°C
y un flujo continuo de 9 ml/min.

Las microcipsulas obtenidas se recuperaron del interior del ciclon y de la tolva de
recepcion, se pesoO y se conservaron en bolsas metalicas herméticas selladas al
vacio, empleando una selladora TORO REY modelo EVD8 y se almacené a 4°C,
hasta su empleo.

6.4.2.- Viabilidad del Lactobacillus plantarum KY131967.

La viabilidad de L. plantarum KY131967 en la emulsion se determiné mediante la
técnica de siembra en placa. Para ello, se realizaron diluciones seriadas hasta el
orden de 10° usando como medio agua peptonada estéril (15 g/L). Se realiz6 la
siembra por duplicado de las ultimas tres diluciones con un volumen de in6culo de
100 pL en cajas Petri con agar MRS (Dibico). Mismas que se incubaron a 35°C por
48h.

En el caso de la viabilidad en el polvo seco, se rehidrato 1 g de éste en 9 mL de
agua peptonada estéril. La muestra se agito en un vortex hasta obtener una
suspensién homogénea y se realiz6 diluciones seriadas segun se requiriera.

Se llevd a cabo la cuenta en placa y la determinacion del porcentaje de
sobrevivencia de L. plantarum KY131967, después del proceso de secado por
aspersion se determiné mediante la siguiente ecuacion.

Sobrevivencia % = °8N *100
log Ni

Donde N sera el numero de colonias presentes después del secado y Ni el niumero
de colonias determinados en la emulsién.
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6.5.- Productos de panificacion.

Los productos de panificacion fueron elaborados con la siguiente formulacion:
49.7% de harina, 14.3% agua, 3.3% levadura, 17.43% de leche de almendra, 1.6%
sal, 4.8% aceite de oliva, 2.09% harina de maltan 2.09% salvado de trigo y 2.09%
de mejorante. Los ingredientes son mezclados en una batidora marca Hamilton
Beach. La masa obtenida se dejo reposar a temperatura 28 A 30 °C durante 30
minutos en moldes metalicos. Finalmente la masa fue horneada a 180°C durante 20
min. Se evaluaron sustituciones de harina de trigo por 0, 3y 5 % de las harinas de
hojas de chaya (Cnidoscolus aconitiflolius), ademés de la carga microbiana de
probidtico libre e inmovilizada a una concentraciéon de alrededor de 4 X10% UFC/g
de producto final. Las unidades experimentales se almacenaron individualmente en
empaques plasticos cerrados, los cuales se almacenaron en lugar fresco y seco, La
preparacion del pan se llevo a cabo con buenas préacticas de higiene de acuerdo a
la norma NOM-120-SSA-1994 (Secretaria de Salud, 1994).

6.5.1.- Disefio experimental.

Los factores a estudiar seran: tipo de harina (chaya), porcentaje de sustitucion de la
harina en la mezcla (0, 3 y 5%) y la adicion del microorganismo libre y micro
encapsulado. Todos los resultados seran analizados mediante un andlisis de
varianza con un nivel de probabilidad de 0.05 y las medias seran comparadas
mediante el andlisis de LSD. El monitoreo se realizara terminado el horneado, a los
5 dias y 10 dias de almacenamiento.

6.6.- Andlisis proximal de los productos de panificacion.

6.6.1.- Cenizas

Este método se basa en la destruccién de la materia organica presente en la
muestra por calcinacion y determinacion gravimétrica del residuo.

Se pesaron en crisoles 4 gr de cada muestra previamente secada y pulverizada en
un mortero. Se pre calcinaron un parrilla marca Labconco Microdigistor kjeldahl
hasta que las muestras obtuvieran un color negro. Enseguida los crisoles se
pasaron a un horno marca COLE PALMER modelo Stable Temp a 550 °C y se
dejaron durante 2 horas. Pasado ese tiempo se pre enfriaron a 100°C para
posteriormente dejarlos en un desecador de 20 a 30 min. Finalmente cuando
alcanzaron la temperatura ambiente se pesaron cada uno de los crisoles en una
balanza analitica.
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El porcentaje de cenizas totales se calcul6 con la siguiente ecuacion:

. mz - mo
%cenizas totales = — x 100
m; —my

6.6.2.- Nitrégeno total

Se pesaron 0.15 gramos de muestra seca en papel arroz libre de nitrégeno,
doblando cuidadosamente el papel evitando que se caiga la muestra, y se coloco
en el matraz Kjeldahl (seco). Se adicionaron 0.5 gramos de muestra catalizadora
(CuSO0a4), 3 ml de acido sulfarico concentrado y 0.3 gramos de Sulfato de potasio
para elevar el punto de ebullicion del acido sulfurico. Se coloc6 el matraz en la
parrilla de digestion marca Labconco Microdigistor kjeldahl comenzando a calentar
a baja temperatura hasta alcanzar ebullicion homogénea, en seguida se aumento la
temperatura; el matraz se giraba ocasionalmente. La digestion finalizaba hasta que
la muestra obtuviera un color verde claro.

Terminada la digestion, se coloco la muestra digerida en un matraz de destilacion
de 500 ml, lavando el matraz Kjeldahl con pequefias porciones de agua destilada.
Se agregaron 200 ml de agua destilada al matraz de destilacion y 15 ml de Hidréxido
de sodio al 40%. El matraz se colocaba al sistema de destilacion, en el cual, a la
salida del refrigerante se adaptdé una manguera con un tubo que se coloc6 dentro
de un matraz Erlenmeyer y que contenia 10 ml de acido bdérico al 4% y dos gotas
de indicador Shiro Tashiro(preparacion).

El contenido de la destilacion pasaba de un color azul a negro. La destilacién se
detenia cuando las primeras gotas del destilado hacian virar el color del indicador
de violeta a verde. Posteriormente se titulé con una solucién de acido clorhidrico 0.1
N, hasta que la solucion cambiara de verde a violeta.

El calculo de % proteina y % nitrégeno aplicando las siguientes ecuaciones:

mlde HCl x N x 0.014 x 100
muestra en gramos

% Nitrégeno =

% Proteinas = % Nitrogeno x Factor
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6.7.- Preparacion de los extractos vegetales.

Se pesaron 2 g de la harina de Chipilin y se colocaron en tubos Falcon de 50 ml.
Dado que los compuestos fendlicos y flavonoides son de naturaleza polar se utilizé
metanol para su extraccion en un volumen de 10 ml. Con el fin de liberar los
compuestos fendlicos contenidos en la membrana celular la mezcla fue sometida a
sonicacion en un sonicador marca Cole palmer modelo 08855-00 durante 2 horas a
una temperatura de 10 °C, y posteriormente se centrifugo a 3000 rpm durante 10
min a 4 °C con una centrifuga marca Eppendorf modelo 5810R. Se almaceno a -20
°C cubriéndolos de la luz hasta su uso.

6.8.- Obtencidn del extracto de pan (Chlopicka et al, 2012).

Se tomaron 2 gramos de muestra previamente seca y pulverizada en tubos Falcon
de 50 ml. Las muestras fueron extraidas por dos horas con 20 ml de solvente
compuesto de una mezcla de metanol, HCI 0.16 M y agua en una proporcion 8:1:1
respectivamente. Posteriormente el extracto fue separado por decantacion y los
residuos solidos fueron extraidos de nuevo con 20 ml de acetona al 70% durante
dos horas. Se afiadio el extracto metandlico inicial para preparar una mezcla, la cual
se procedio a centrifugar a 4000 rpm durante 10 min a -4 °C en una centrifuga marca
Eppendorf modelo 5810R. Luego el sobrenadante fue almacenado a -20 °C hasta
su empleo.

6.9.- Analisis cuantitativo de metabolitos secundarios por espectrofotometria
de adsorcién de luz visible.

6.9.1.- Cuantificacion de fenoles totales.

La concentracién de fenoles totales se determind por el método escrito por Singleton
(1999) con modificaciones, utilizando &cido galico como estandar. Este método se
fundamenta en el empleo del reactivo de Folin-Ciocalteau, que mezcla &cidos
fosfotlngstico y fosfomolibdico, los cuales se reducen para oxidar a los fenoles, en
una mezcla de 6xido de tungsteno y molibdeno, transformando la solucion a color
azul. Esta coloracion presenta su absorcion maxima alrededor de los 765 nm y es
proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos en la muestra.

A 0.1 ml de extracto o estandar correspondiente se afiadieron 7.9 ml de agua
destilada y 0.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu, la mezcla se agitdé vigorosamente
con la ayuda de un vortex y después de 5 minutos se agregd 1.5 mL de solucion
acuosa de carbonato de sodio al 20% agitando nuevamente.
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La mezcla se dejo en reposo a oscuridad total durante 2 horas, posteriormente se
determind la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 765 nm en un
espectrofotometro marca COLE PARMER. Los resultados se expresan como mg
equivalentes de acido galico por gramo de extracto o polvo (mg equiv. acido Galico/g
harina de chaya).

6.9.2.- Cuantificacién de flavonoides.

Para determinar el contenido de flavonoides totales se utilizd la formacion del
complejo flavonoides-AlCls en medio metandlico (Chang et al., 2002).

A 0.5 ml de muestra diluida se agregaron 1.5 ml de etanol puro, 0.1 ml de AICIz al
10%, 0.1 ml de acetato de potasio 1M y 2.8 ml de agua destilada. La cantidad de
Cloruro de aluminio al 10% y de muestra se sustituye por la misma cantidad de agua
destilada para el blanco. La concentracion de flavonoides se expres6 como mg
equivalentes de quercetina-mL™, con base a la curva estandar obtenida a diferentes
concentraciones a partir de una solucion patron de 0.1 mg-mL* de Quercetina en
etanol A.C.S.

Se dejo reaccionar por 30 minutos a temperatura ambiente y en total oscuridad.
Posteriormente se leyo la absorbancia a 415 nm.

6.10.- Barrido espectral de DPPH y barrido de 4cido ascorbico.

Se realiz6 un barrido espectral de DPPH 300uM en metanol, empleando soluciones
de &cido ascérbico a una concentracion final de 11.36, 28.4, 56.8, 85.2 umol-L*. Las
lecturas de absorbancia se leyeron cada 5 minutos hasta llegar al tiempo 40 en un
espectrofotometro modelo COLE PALMER, a una longitud de onda de 545 nm.

A su vez también se realizé un barrido de diferentes concentraciones de acido
ascorbico para conocer las concentraciones éptimas para realizar la curva estandar
en el equipo usado bajo nuestras condiciones, las lecturas se hicieron con la
longitud de onda a 545 nm.

Todo lo anterior se manejé en condiciones de oscuridad y la preparacién de acido
ascorbico se realizé en un bafio de hielo.
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6.10.1- Evaluacion de actividad antioxidante.

La capacidad antioxidante se determiné con el método de DPPH, (2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl-hydrate) de acuerdo a lo reportado por Mensor (2001) con
modificaciones. Se preparé en un frasco ambar una solucion madre de acido
ascorbico [1 mg/ml], la cual durante su preparacién se mantuvo en bafio de hielo y
en total oscuridad. A partir de esta solucidn se realizaron soluciones a una
concentracion final de 1, 2, 10, 20, 25 yg-mL* en metanolDe las soluciones
preparadas se realizaron tubos muestra tomando una alicuota de 2.5 ml a un tubo
de ensayo afadiéndole 1 ml de solucién DPPH- a una concentracion de 0.3 mM
(previamente preparada) por duplicado. Se dejo reposar por 30 minutos en
obscuridad. Una vez trascurrido el tiempo se procedio a leer absorbancia a 545 nm
en un espectrofotometro modelo COLE PALMER.

Los resultados se convirtieron en porcentaje de actividad antioxidante (% AA)
usando la siguiente ecuacion:

(Abs muestra — Abs blanco) * 100

Abs control

AA% =100 —

Se utiliz6 para cada muestra, como blanco 2.5 mL de la solucién, segun
corresponda, mas 1 mL de metanol. Como control negativo a 2.5 mL de metanol se
le adicion6 1 mL de la solucion DPPH- y se calibro el equipo con metanol.

6.11.- Sobrevivencia de Lactobacillus plantarum KY131967 en los productos
de panificacion.

Para la evaluacion de la sobrevivencia del L. plantarum KY131967 de los productos
de panificacion, se tom6 1 g de cada pan y se agregdé en 9 mL de agua peptonada
estéril (15g/L). La muestra se agité en un vortex hasta obtener una suspensién
homogénea y se realizaron diluciones seriadas y siembra en placa con agar MRS
segun se requiera.

Se llevo a cabo el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) vy el
porcentaje de sobrevivencia de L. plantarum KY131967 antes y después del
proceso de horneado y durante el almacenamiento, la sobrevivencia se determiné
mediante la siguiente ecuacion.

Sobrevivencia % = 198N =300
log Ni

Donde N es el numero de colonias presentes antes del horneado y Ni el nUmero de
colonias determinados después del horneado o durante el monitoreo
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1.- RENDIMIENTO DE LA HARINA.

Por cada 6.4kg de hoja fresca de chaya se obtiene 1.6 kg de harina, con un

rendimiento del 25%

7.2.- RENDIMIENTO DEL FERMENTADOR.
7.3.- PORCENTAJE DE VIABILIDAD EN EL ENCAPSULADO.

Tabla 5.- Viabilidad de L. plantarum después de la encapsulacion.

lote UFC/g en la
emulsion

1 6.933 x 10%°

2 1.095 x 101

3 8.166 x 10

UFC/g en el
polvo

8.433 x 10%°

5.000x 10%°

5.066 x 10%°

Sobrevivencia
%

100

94

97

Ramirez en 2017 evalud la viabilidad de las micro capsulas obtenidas utilizando
leche de soya, maltodextrina y obtuvo una sobrevivencia de 85%-95%. Comparando
lo obtenido con nuestro encapsulado se puede observar en la tabla 5 que nuestra
sobrevivencia fue de un promedio de 97% por lo tanto la técnica de encapsulado
utilizada es 6ptima para obtener una buena sobrevivencia.

7.4.- PRODUCTOS DE PANIFICACION.

Tabla 6.- Formulacion de los panes.

Ingredientes del pan
Sal

Aceite

Leche
Mejorante
Levadura
Salvado

Harina de malta
Agua

Harina de trigo
BAL

Harina vegetal
Masa cruda

Pan

cantidad
159 159
50.33 ml 50.33 ml
166.6 ml 166.6 ml
209 2049
309 309
204g 2049
20g 2049
125 mi 125 ml
450 g 450 g
509 50¢
15 gr (3%) 25 gr (5%)
907 g 899 g
8229¢ 839.6 ¢
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7.5.- ANALISIS PROXIMALES.

Tabla 7.- Contenido de los analisis proximales.
ANALISIS PROXIMALES

PAN 0% 3% 5%

Tiempo to t5 t0 t5 t0 t5
(dias)

Humedad 24.31+0.18a = 23.14+0.15a  24.79+0.18a @ 22.03+0.15a 21.25+0.23a  24.9610.12a
(%)

Cenizas 5+4 58E-14a  5+4.58E-14a  5+4.58E-14a  5+4.58E-14a 5+4.58E-14a  514.58E-14a
(%)

Proteina 7.25+0.070a = 7.175%0.10a  8.39+0.056b  8.33£0.028b = 9.28+0.123c = 9.56+0.08c
(%)

Método: 95.0 porcentaje LSD

Para el caso de la harina de chaya se han reportado diferentes contenidos de
proteina, tales como; Zouza en 1950 reporta 8.25% de proteina, mientras que garza
en 1984 reporta 26.68% de proteinas, por otra parte Pérez en 1948 reporta
solamente 5.7% de proteina. Esto se debe a que las plantas en cuestién se
desarrollaron bajo diferentes condiciones, lo que afecta la produccién de estos
compuestos. Por lo que el contenido de proteina para la chaya en este trabajo se
encuentra dentro los valores reportados.

Como se puede observar en la tabla 7 hay una diferencia estadistica significativa en
el contenido de proteina entre los panes de acuerdo al porcentaje de harina
agregada pero comparando con valores reportados de panes elaborados con harina
de trigo reportan 9.4% de proteinas (21) lo cual nos indica que el contenido de
proteina que aporta la chaya no es bueno, puesto no ejerce un efecto favorable, ya
que panes sin ningun agregado posee el mismo contenido de proteinas. Para el
contenido cenizas se reportan valores de entre 3% a 6%, que comparando con lo
obtenido se encuentra dentro de los valores normales.
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7.6.- CONTENIDO DE
ANTIOXIDANTE.

7.6.1.- Barrido de DPPH

FENOLES,

FLAVONOIDES Y ACTIVIDAD

Grafica 1.- Barrido de espectral de DPPHA a diferentes concentraciones de &cido

ascorbico.
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7.6.2.- Barrido de acido ascorbico.

Tabla 8.- Barrido espectral para encontrar las concentraciones 6ptimas para la
realizacion de la curva estandar.

Acido ascoérbico Control Control Promedio AA%
[mg/ml] positivo negativo abs
0.2 0.009 0.736 0.727 2.514
0.5 0.009 0.736 0.728 2.310
1 0.013 0.736 0.743 0.815
2 0.011 0.736 0.737 1.427
5 0.011 0.736 0.717 4.144
10 0.010 0.736 0.550 26.698
15 0.009 0.736 0.412 45,380
20 0.009 0.736 0.241 64.878
25 0.010 0.736 0.032 97.011
30 0.010 0.736 0.025 97.962
35 0.010 0.736 0.026 97.826
40 0.010 0.736 0.024 98.166

7.6.3.- Curvas de calibracion.
7.6.3.1.- Curva de actividad antioxidante.

Grafica 2.- Curva de calibraciéon con estandar de acido ascérbico.
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7.6.3.2.- Curva de flavonoides.

Grafica 3.- Curva de calibracidon con estandar de quercetina.
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7.6.3.3.- Curva de fenoles.

Grafica 4.- Curva de calibracion con estandar de &cido gélico
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7.6.4.- Contenido de fenoles y flavonoides.

Tabla 9.- Valores obtenidos para fenoles y flavonoides en panes y en harina
de chaya.
Fenoles (mg Eq AG/ g PS)

Harina de 9.714+0.021(mg Eq AG/ g HS)
chaya

Porcentaje 0% 3% 5%
en panes

tiempo t0 t5 t0 t5 t0 t5

Valor 1.74240.078a @ 1.571a+0.003a 1.571a+0.184a 1.440a+0.301a 2.081b+0.375b 2.074b+0.330b
obtenido

Valor - - 0.2354 0.2272 0.3673 0.3847
esperado

Flavonoides (mg Eq Quer/ g PS)

Harina de 14.955+0.004 (mg Eq Quer/ g HS)
chaya

Porcentaje 0% 3% 5%
en panes

tiempo t0 t5 t0 t5 t0 t5

Valor 0.29011+0.175a 0.356+0.166a 0.607+0.113b 0.674+0.056b 0.855+0.111c 0.947+0.129c
obtenido

Valor - - 0.3865 0.3731 0.6030 0.6318
esperado

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Se han reportado un contenido de fenoles del 5.7 mg Eq AG/ gr y flavonoides de
0.33 mg Eq Cat/g (24) para la planta de chaya, que comparado con lo obtenido en
este trabajo supera los valores reportados, la diferencia en el contenido de
metabolitos se puede deber a diferentes factores a la que la planta fue sometida o
bajo las condiciones en gque se desarroll6 tales como, clima, tipo de suelo, estaciéon
del afio; asi como también la especie y la parte de la planta usada en la extraccion,
entre otros de los factores que afectan son las técnicas empleadas y las condiciones
de estas y el tratamiento que se le dio a la planta (secado, almacenamiento, etc.)
(85, 107).

Para panes con harinas de amaranto se reportan valores de 2.61mg AG/g en
relacion de 30g /100g para fenoles y en el caso de flavonoides se reporta 34.9 ug
cat/g en relacion 30g /100g (22), y al igual que otros estudios al compararlos con
los valores obtenidos en este trabajo, estos los superan por mucho. Con el analisis
estadistico se logro determinar que el 5% de agregado de harina de chaya al pan
es el unico que tiene diferencia entre los otros dos tratamientos, siendo esto
favorable para el pan.
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7.6.5.- Actividad antioxidante

Tabla 10.- Actividad antioxidante para los panes 0%, 3%, y 5% en el tiempo 0
y 5 (dias).
Actividad antioxidante (mg Eq AA/ g PS)

Tiempo (dias) to t5

Pan 0% 1.8a 0.65a
Pan 3% 2.5b 2.65b
Pan 5% 2.71b 2.53b

Método: 95.0 porcentaje LSD

El contenido de actividad antioxidante encontrado en la harina de chaya fue de 0.27
mg Eq AA/ g harina seca, que de acuerdo con lo reportado por Joanna Chlopicka
et al. en 2011 cuyos valores fueron de 2.4 mg Eq AA/g de harina de chaya, nos
indica que nuestra planta posee una baja actividad antioxidante. Para los panes la
actividad antioxidante aumenta considerablemente y se puede observar en la tabla
10 que el pan sin haber agregado harina de chaya posee un mayor contenido de
equivalentes de acido ascorbico, esto se debe a la naturaleza de los ingredientes
usados en la elaboracién del pan, como por ejemplo para la harina de trigo junto
con la levadura han demostrado tener una alta actividad antioxidante, en la misma
tabla podemos observar que al agregar la harina de chaya existe un aumento en la
concentracion de equivalentes de acido ascérbico lo que hace que tenga mayor
actividad antioxidante, superando asi a panes formulados con harina de trigo y
también panes con harina de quinoa y amaranto reportado por Joanna Chlopicka et
al. en 2011.
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7.7.- SOBREVIVENCIA.

Tabla 11.- Sobrevivencia de L. plantarum después del horneado.

Pan con UFC/genel UFC/genla @ Sobrevivencia
harina de polvo masa de pan

chaya

0% 8.433x10° - e

3% 5.000x 10° 2.73 X 10° 86%

5% 5.066 x 10° 8x 108 81%

En la tabla 11 se puede observar que la sobrevivencia de Bal en el polvo y el en la
masa cruda fue de 86% y 81% respectivamente, pero después del horneado del
pan no se obtiene ninguna sobrevivencia.

De acuerdo a otros estudios realizados por M. SEYEDAIN-ARDABILI et al en 2016

donde analiza bollos de hamburguesa y pan blanco bajo las condiciones de
horneado de 180°c durante 20 min para los dos tipos de panes, muestra un
sobrevivencia de 99.8%, usando alginato y quitosano como agentes encapsulantes,
sin mostrar ninguna diferencia sobre la sobrevivencia entre estos dos.

Las condiciones de horneado pan el pan de chaya y los panes estudiados por
SEYEDAIN son muy semejantes, por lo que la pérdida total de la sobrevivencia en
los panes de chaya se le atribuye a la naturaleza de los agentes encapsulantes,
puesto que los materiales usados para la encapsulaciéon deben tener diferentes
requisitos para considerarse un encapsulante, como caracteristicas fisicas, puesto
que deben soportar tratamientos mecanicos y térmicos, asi como también la
porosidad del material para retener el concentrado celular (110).
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7.8.- CONCLUSIONES.

De acuerdo a los datos obtenidos en el caso de contenido de cenizas y humedad
se encuentran dentro lo reportado por otros autores. Por otra parte el contenido de
proteinas se encuentra una diferencia estadistica significativa entre los panes de
0%, 3% y 5%, tomando en cuenta esto, la planta de chaya para los porcentajes de
harina agregada de 3% y 5% esta mejorando el contenido de proteinas con respecto
al pan de 0%, pero de acuerdo a lo reportado con otros panes blancos o integrales,
el contenido de proteinas de estos varian de un rango de entre 10% a 20% como lo
reporta Chagman en 2010, por lo que para el pan blanco al agregarle harina de
chaya en los porcentajes usados en este proyecto si ejerce un efecto favorable
respecto al contenido de proteinas, pero en comparacion con otros panes posee un
contenido bajo de proteina, para el contenido de fenoles y flavonoides se supera los
valores reportados por Joanna chlopicka y colaboradores en 2011, en panes
adicionados con diferentes harinas, por lo que la planta de C. aconitifolius es rica en
su contenido fitoquimico, asi como también los panes poseen una gran actividad
antioxidante al agregarle harina de chaya. En la evaluacién microbiol6gica, no se
obtuvo ninguna sobrevivencia de L. plantarum en los panes después del horneado.
En conclusion el pan vegano adicionado con c. aconitifolius es una fuente rica en
nutrientes y tiene un alto contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante
los cuales tienen efectos beneficiosos en la salud del consumidor; todo esto hace
que la dieta del individuo pueda ser complementada, por el pan adicionado con
chaya, por lo que se considera un alimento funcional, mas no se considera un
alimento probiético, puesto que el microrganismo en cuestion no sobrevivié al
proceso de coccidn.

7.9.- RECOMENDACIONES
e Cultivar a la planta bajo condiciones controladas de crecimiento.
e Probar con otros encapsulantes mas resistentes al proceso de coccion.
e Estandarizar de manera meticulosa la elaboracion del pan.

7.10- COMPETENCIAS DESARROLLADAS Y/O APLICADAS
e Analisis de problemas
e Analisis numérico
e Capacidad critica
e Creatividad
e Compromiso
e Tolerancia al estrés
e Trabajo en equipo
e Planeacion y organizacion
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8.- ANEXOS.

A. Preparacion del indicador Shiro Tashiro:

Pesar 0.2 gr de rojo de metilo y disolver en 60 ml de etanol y aforar 100 ml con
agua.

Pesar 0.2 gr de azul de metileno y disolver en 60 ml de etanol y aforar 100 ml con
agua.

Hacer una solucion con relacion 2:1 rojo de metilo y azul de metileno.

B. El rendimiento de las harinas se calcul6 con la siguiente ecuacién. Siendo 5.52
la masa inicial y como masa final 1.8 (kg).
masa inicial — masa final

Rendimiento = — x100
masa inicial

C. Para la obtencion del porcentaje de proteinas el factor que se afecto al
contenido de nitrégeno fue de 6.25.

D. Fenoles. Los mg eq AG/ g de harina

Se calculé de la siguiente manera:

Promedio de las absorbancias: 0.109

Ecuacion de la recta de la curva patrén: y = 0.9674x + 0.0175
Mg eq AG/ mI= (0.109-0.0175)/0.9674=0.094*10 (dilucion)

Mg eq AG/ mI=0.941* 10 (mililitros de metanol usados para la elaboracion del
extracto)

Mg eq Ag/ gr=9.407

Flavonoides. Mg eq Quer/ g de harina.

Promedio de abs: 0.220

Ecuacion de la recta de la curva patrén: y = 0.0055x + 0.001
Mg eq Quer/ ml=(0.220-0.001)/0.0055 = 39.818*50 (dilucion)

Mg eq Quer/ ml=1190.909* 10 (mililitros de metanol usados para la elaboracion del
extracto)

mg eq Quer/ g=19.909
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Actividad Antioxidante. Mg eq AA/ gr de harina.

Se realiz6 la dilucion de 1:50 para el extracto de harina de chaya obteniendo un
%AA= 78.89

Ecuacion de la recta de la curva patrén: y = 3.893x - 6.9926
Mg eq AA/ mi= (78.89 +6.9926)/3.893= 22.061*50 (dilucion)

ug eq AA/ mI=1103.05* 10 (mililitros de metanol usados para la elaboracion del
extracto)

mg eq AA/ g=11.0306

C. Para el calculo del contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante,
se realiz6 de la manera anterior, respetando sus absorbancias promedio y %AA
respectivas.
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