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RESUMEN

El presente proyecto tuvo la finalidad de elaborar pan vegano adicionado con bacterias
probiodticas previamente microencapsuladas, ademas de harina de chipilin (Crotalaria
longirostrata), chaya (Cnidoscolus chayamansa) y moringa (Moringa oleifera). La BAL
empleada fue L. plantarum KY131967, la cual se encapsulé empleando leche de soya,
inulina, goma arabiga al 7.5% y maltodextrina al 35% y la emulsion se secé en el
secador por aspersion Mini Spray Dryer B-290 marca Buchi con un flujo de 9 mL/min a
una temperatura de 160°C. Los probiéticos encapsulados se adicionaron a la masa de
pan y se horned por 20 min a 180°C, asi también se adicionaron en la superficie de los
panes previamente horneados; en ambos casos en cantidad suficiente para asegurar
concentraciones alrededor de 2x10° UFC/ g de pan. La supervivencia de los probidticos
encapsulados se determiné antes, después de la coccion y durante el almacenamiento,
sembrandolas en el agar MRS, simultaneamente la calidad microbiolégica se evaluo de
acuerdo a la NOM-147-SSA1-1996. La sobrevivencia de L. plantarum en el pan,
adicionado a la masa antes del horneado fue de 0%, la sobrevivencia en el pan
adicionado sobre la superficie del mismo, fue de 40% Los resultados muestran que la
microencapsulacion utilizada en la produccion de pan simbi6tico no mejord la viabilidad
y la resistencia térmica de las bacterias probiéticas durante el proceso de horneado.

El andlisis de la calidad microbiolégica de los panes, realizado de acuerdo NOM-147-
SSA1-1996, reportd que todas las unidades experimentales poseen la calidad
microbiana para su consumo.
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1.- INTRODUCCION

El pan es un alimento basico en muchos paises y constituye una parte dominante de
una dieta estdndar, suministrando una gran fraccion de las necesidades de energia,
carbohidratos, proteinas y micronutrientes (Seyedain et al., 2016). En los dltimos afios,
hay un mayor interés en el papel de los alimentos con beneficios para la salud. El pan
vegano se basa en el concepto de ser “vegetariano” que significa no comer productos
de origen animal o cualquier otro tipo que proceda de estos, como leche, quesos, huevos
y mariscos. Ademas, una dieta vegana es beneficiosa para la prevencion y tratamiento
de diferentes enfermedades. La adicion de harinas de chipilin (Crotalaria longirostrata),
chaya (Cnidoscolus aconitifolius) y moringa (Moringa oleifera) por su respectivo
contenido nutrimental pueden incrementar significativamente el contenido de proteinas,
fenoles y flavonoides en el pan vegano.

La prioridad de la industria actual es el enfoque innovador para satisfacer las
necesidades de los consumidores. Sin embargo, el pan funcional que contiene
microorganismos viables no se ha desarrollado aun debido a la alta temperatura
durante la coccion. Un nuevo enfoque para mejorar la supervivencia probibtica es
mediante la proteccion fisica por microencapsulacion, que puede ayudar a proteger las
células bacterianas de las condiciones hostiles, como las presentes en el tracto
gastrointestinal, lo que potencialmente previene la pérdida de células.

La técnica de microencapsulacion se ha introducido para proteger a las células viables
durante el procesamiento y el almacenamiento que a menudo resultaba insuficiente y
por lo tanto limita su utilidad en aplicaciones alimentarias.

El desarrollo de productos probiéticos no lacteos es un reto para la industria alimentaria
en su esfuerzo por utilizar los abundantes recursos naturales, produciendo productos
funcionales de alta calidad.

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud al consumidor. Con el fin de
proporcionar beneficios para la salud, las bacterias probioticas deben estar presentes
en los alimentos en un nivel minimo de 10° UFC/g en producto alimenticio o 10" UFC/g
en el punto de administracion o ser consumidos en cantidad suficiente para producir
una ingesta diaria de 108 UFC/g.

Para este trabajo se utiliz6 la BAL L. plantarum que esta en la lista de microorganismos
estudiados por sus propiedades probiéticas (Mitropoulou, Nedovic, Goyal, y Kourkoutas,
2013). Ademas que L. plantarum puede sobrevivir a condiciones acidas (Denkova, Y
Krastanov, 2012).
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El encapsulado se llevd a cabo con goma arabiga, maltodextrina, inulina y leche de
soya que mejoran su tolerancia al calor y aumentan la supervivencia dependiendo de
cada cepa. Los polisacaridos presentan una alta facilidad para formar macroparticulas
esféricas durante el secado, por lo que son ampliamente usados (Rodriguez et al.,
2016). La inulina esta entre los compuestos prebidticos mas famosos (Seyedain,
Sharifan, y Tarzi, 2016).

Como estrategia adicional, también se realizé la adicion de la BAL en la superficie del
pan posterior al horneado.

El objetivo de este trabajo fue investigar la sobrevivencia de probibticos
microencapsulados, adicionados a la masa directamente al comienzo del proceso de
fabricacion de pan y sobre la superficie de los panes. Ademas de realizar pruebas de
calidad microbiolégica del pan con probiético después del proceso de coccioén y durante
su almacenamiento.



2.- DESCRIPCION DE LA EMPRESA

El instituto tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG) es una instituciéon de educacion
superior perteneciente al tecnoldgico nacional de México (TecNM), ubicado en la
carretera panamericana, km. 1080, Teran, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.

Misién: Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la
ciencia y la tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a
los valores éticos.

Vision: Ser una Institucion de Excelencia en la Educacion Superior Tecnoldgica del
Sureste, comprometida con el desarrollo socioeconémico sustentable de la region.

Este proyecto se elabor6 en el laboratorio de investigacion ubicado en el edifico D, asi
como también en el laboratorio de microbiologia ubicado en el Polo Tecnolégico en
pruebas analiticas. Dichos laboratorios estan ubicados en las instalaciones del instituto
tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.

3.- PROBLEMAS A RESOLVER

Debido a la nula sobrevivencia de Lactobacillus plantarum KY131967 adicionado
durante el amasado y al posterior horneado, se evaluaron otras estrategias de adicién
de BAL al pan, tales como asperjado sobre la superficie, mezclado con cera comestible
y aplicado en la superficie y mezclado con margarina y aplicado en la superficie; siendo
ésta Ultima estrategia la que fue evaluada durante el almacenamiento de los panes.

4.- OBJETIVO

4.1.- Objetivo general

Evaluar la sobrevivencia del probidtico Lactobacillus plantarum KY131967 en pan
vegano después del horneado y durante el almacenamiento del pan.
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4.2.- Objetivos especificos

. Determinar la supervivencia de Lactobacillus plantarum KY131967 después del
proceso de encapsulado.

. Elaborar un pan vegano adicionado con chipilin (Crotalaria longirostrata), chaya
(Cnidoscolus aconitifolius) y moringa (Moringa oleifera) y con L. plantarum. KY131967
previamente encapsulado.

. Cuantificar la sobrevivencia de Lactobacillus plantarum KY131967 en los panes
adicionados con chipilin (Crotalaria longirostrata), chaya (Cnidoscolus aconitifolius) y
moringa (Moringa oleifera).

. Evaluar la calidad microbioldgica de los panes con probiéticos adicionados con chipilin
(Crotalaria longirostrata), chaya (Cnidoscolus aconitifolius) y moringa (Moringa oleifera),
durante su almacenamiento.

5.- MARCO TEORICO

5.1.- Probidtico

La palabra “probidtico” proviene de las palabras griegas “pro” y “biético”, que significa
‘para la vida” y posiblemente fue aplicado por primera vez por Vergio (1954), cuando
comparaba los efectos adversos que los antibidticos ejercian sobre la microbiota
intestinal, con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores que no pudo
determinar (Gamez, Pazmifio, y Delgado, 2012).

El concepto de “pro-bidticos” aparecid hace mucho tiempo. El premio Nobel Elie
Metchnikoff fue el primer microbidlogo en el comienzo del siglo xx, quien sugirié que, la
longevidad de los campesinos podria estar relacionada con su gran consumo de leche
acida que contiene Lactobacillus bulgaricus. La definicion mas comunmente utilizada
para los probioticos proviene de Fuller en 1989 definiendo que “los probidticos son en
vivo suplementos alimenticios microbianos, que afectan beneficiosamente al animal
huésped mejorando su equilibrio microbiano intestinal” (Mitropoulou, Nedovic, Goyal, y
Kourkoutas, 2013).

La mas reciente y acertada descripcién de probidticos se hizo a finales de los 80
redefiniéndose como suplementos dietarios microbianos, viables, seleccionados que
cuando son introducidos en suficientes cantidades, afectan benéficamente el organismo
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humano a través de sus efectos en el tracto intestinal. También la FAO ha adoptado la
definicion de probidticos como “microorganismos vivos los cuales cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio saludable en el huésped
(Parra, 2010).

En la tabla 1 se observan los microorganismos probiéticos méas estudiados.

Tabla 1.- Microorganismos probioticos.

Lactobacilos

L. acidophilus

L casei

. rhamnosus

. reuteri

. plantarum

. fermentum

. johnsonii

. helveticus

. faciminis

. curvatus

. brevis

. gasseri

. salivarius

. cellobiosus
ifidobacterias

. bifidum

. breve

. infantis

.longum

. lactis

. thermophilum

. adolescents

.animalis

Otras bacterias
Enterococcus faecium Escherichia
Coli Nissle 1917
Lactococcus lactis
Propionibacterium freudenreichii Bacillus
Clausii

Bacillus oligonitrophilis
Levadura
Saccharomyces boulardii
Saccharomyces cerevisiae

WOWWWWmWOWWOWWEr e

Mitropoulou, Nedovic, Goyal, y Kourkoutas, (2013).



5.1.1.- Beneficios de los probidticos

Las bacterias é&cido lacticas (BAL) son utilizadas en alimentos debido a que
proporcionan una amplia variedad de beneficios saludables. Los afectos fisiolégicos
relacionados con bacterias probiodticas incluye reduccion de PH en el intestino,
produccion de algunas enzimas digestivas y vitaminas, produccion de sustancias
antibacteriales como por ejemplo acidos organicos, bacteriocinas, peréxido de
hidrégeno, diacetilo, acetaldehido, sistema lactoperoxidasa, lactonas y otras sustancias
sin definir, reconstruccion y construccién de microflora intestinal normal después de
desérdenes causados por la diarrea, terapia de antibioticos y radioterapia, reduccion de
colesterol en la sangre, supresion de infecciones bacteriales, eliminacion de
carcinogénesis, mejoramiento de la absorcidon de calcio. Ademas del efecto benéfico en
la salud del huésped, un cultivo debe ser ingerido en cantidades suficientes. La
concentracion sugerida de BAL esta en el rango 10%-10’ UFC/g de producto (Parra,
2010).

5.1.2.- Bacterias acido lacticas (BAL)

Lyhs, (2002) divide a las BAL de acuerdo con sus caracteristicas fermentativas: las
homofermentativas estrictas, las heterofermentativas estrictas, y las heterofermentativas
facultativas. Las BAL homofermentativas estrictas transforman las hexosas
exclusivamente hasta acido lactico, sin fermentar las pentosas o el gluconato. Los
heterofermentativos estrictos degradan las hexosas hasta acido lactico, acido acético,
etanol y CO2, y las pentosas hasta acido lactico y acido acético. Los facultativos
heterofermentativos fermentan las hexosas hasta acido lactico y pueden producir CO2 a
partir del gluconato, pero no de la glucosa, fermentando las pentosas para producir
acido lactico y acético. Estas BAL se caracterizan por pertenecen a la familia
Lactobacteriaceae, son organismos Gram positivos, anaerobios facultativos. Las BAL
tienen ciertas caracteristicas que las destacan, como la cantidad de acido lactico
producido, las temperaturas Optimas para el crecimiento, la tolerancia al oxigeno y
diferentes concentraciones de cloruro de sodio, la capacidad para producir gas, producir
compuestos aromaticos, la sensibilidad a los antibidticos y la produccion de
bacteriocinas o efecto inhibidor frente a los patdégenos (Simpson, y Taguchi, 1995). En
cuanto a su relacion con el oxigeno, son anaerobias facultativas, de acuerdo a esto,
todas crecen anaerObicamente, pero la mayoria de ellas no son sensibles al 02 y
crecen facilmente sobre la superficie de medios agarizados (Gadmez et al. 2012).

En la figura 1 pueden observarse las vias de degradacion de carbohidratos.
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Figural.- Principales vias del metabolismo de los carbohidratos segun Axelsson (1993).

5.1.3.- Clasificacion taxondmica, celular y metabdlica de L. plantarum

Los Lactobacillus son bacterias Gram-positivas, no forman esporas, poseen formas de
bacilos o cocobacilos. Requieren de medios enriquecidos para crecer, son
microaerofilas, catalasa negativos (Gamez et al. 2012). Las especies de L. plantarum
pertenecen a uno de los grupos taxondmicos descritos por primera vez dentro del
género Lactobacillus. Como su nombre lo indica, se encuentra comiunmente en el
material vegetal, pero también en una variedad de ambientes, como los productos
lacteos, humanos, aguas residuales, etc. Esta flexibilidad determina también la
heterogeneidad genética y fenotipica de las especies, en el que una subespecie nueva
ha sido recientemente delineada. En general, la morfologia de las células es un bastén
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con extremos redondeados, el metabolismo es facultativamente heterofermentativo,
contenido del genoma de GC esta en el rango de 44-46% y los dos isdmeros de acido
lactico son producidos a partir de carbohidratos. Desde un punto de vista filogenético, L.
plantarum incluye las especies L. pentosus y L. paraplantarum, y las tres especies
forman una linea distinta de la descendencia en el género Lactobacillus (Gamez et al.
2012). La figura 2 muestra las caracteristicas de la pared de bacterias Gram positivas.

~— Teichoic acid
Wall-associated el

protein—,

i — "-. = 1 | ‘: Lipoteichoic
Ea d | | g| 1| | i acid
0 ! d

| Mgt s < m Cytoplasmic
3 ﬂh?; : "i‘, membrane
{HHy ,
(B8] ]

Figura 2.- Pared celular Gram positivas (Donoso, y Eugenia., 2010).

5.1.4.- L. Plantarum KY131967

Lactobacillus plantarum KY131967 es una bacteria acido lactica que fue aislada de una
bebida autéctona del estado de Chiapas (Alcantara et al. 2010). Este microorganismo
ha sido evaluado in vitro (a nivel matraz) evidenciando interesantes atributos de

importancia probiética como una alta densidad poblacional (4.69x109 UFC/ml), tiempo de
duplicacién corto (1.16 + 0.10 h), produccién de acido lactico (21.96 g/L), actividad
positiva antimicrobiana contra patégenos (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 evalu6 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 producciéon de
acido lactico de 19.26 g/L (Gutiérrez et al. 2014). Por otra parte, esta cepa fue evaluada
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in vitro demostrando su alta capacidad de colonizar el intestino de ratones BAL B/c (2.66 x
108 UFC/g), con una disminucién de colesterol del 15.83 % y 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/ml (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 6ptimas son 159°C, 3 ml/min y
10 % (p/v) de maltodextrina. Bajo estas condiciones se alcanza una eficiencia de
microencapsulacion del 76 %, supervivencia del 99% y aw de 0.18, el autor concluye
gue 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) demostré
gue la cepa de Lactobacillus plantarum KY131967 sobrevivi6 en almacenados a
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 probiotico. La
sobrevivencia varié entre del 85% y 95 % vy resistencia gastrointestinal simulada vari
entre de 75% y 95%.

5.2.- Encapsulacion/inmovilizacion

La inmovilizacion / encapsulacion de probidticos es un apasionante campo de la
tecnologia de alimentos que ha surgido y desarrollado rdpidamente en la Ultima década.
La mas excelente aplicacion de la tecnologia de inmovilizacion probidtico es la
administracion controlada y continua de células en el intestino. El beneficio potencial de
esta estrategia terapéutica, puede ser una mayor flexibilidad a pesar de la acidez del
estébmago. En su estado viable, los probidticos ejercen un beneficio para la salud en el
huésped (Mitropoulou et al., 2013).

La encapsulacion es un proceso aplicado para proteger, mediante un material de
recubrimiento o material pared, la estabilidad, biodisponibilidad y conservacion de los
componentes bioactivos y asi mismo la viabilidad en microorganismos pueden ser
preservados por diferentes técnicas de encapsulacién donde se mantienen aislados del
entorno hasta su liberacion. Entre las técnicas de encapsulacion utilizadas se
encuentran: la emulsion, el secado por aspersion, la coacervacion compleja, la
gelificacion iénica y la liofilizacién (Rodriguez, Rojas, y Rodriguez, 2016).
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La microencapsulacion se define como “la tecnologia empleada para la envoltura de
materiales solidos, liquidos o gaseosos en pequefias capsulas que pueden liberar su
contenido a una velocidad controlada bajo determinadas condiciones (Beatriz, 2013).

5.2.1.- Ventajas de la inmovilizacion celular

Ejemplos recientes de la investigacion y las aplicaciones en la inmovilizacion de células
han surgido una serie de ventajas, que se resumen a continuacion: (Mitropoulou et al.
2013).

(1) La actividad prolongada y la estabilidad de las células inmovilizadas, puesto que el
soporte de inmovilizacién puede actuar como un agente protector contra los cambios
fisico-quimicas (pH, temperatura, sales biliares, etc.).

(2) mayores densidades celulares que conducen a productividades mas altas y
aumento de la captacion de sustrato y el rendimiento.

(3) Aumento de la tolerancia a la alta concentracion de sustrato y la inhibicion del
producto final.

(4) Reduccion del riesgo de contaminacion microbiana, debido a altas densidades de
células y la actividad de fermentacion mejorado.

(5) Capacidad para la fermentacién a baja temperatura y / o la maduracion de algunos
productos alimenticios.

(6) Reduccidén de la fermentacion y maduracién veces en ciertas circunstancias.

La figura 2 ilustra diferentes métodos empleados en la inmovilizacién de células.
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Figura 3.- Métodos basicos de la inmovilizacién celular (Mitropoulou et al. 2013).

La inmovilizacion de las células proporciona la proteccidén de las células contra agente
cambios fisicoquimicos, tales como pH, temperatura, sales biliares, densidades
celulares mas altas y cargas de células, Una mayor productividad y eficiencia, mejora
de la utilizacién del sustrato, reducir el riesgo de contaminacion microbiana, y mayores
tasas de fermentacion y maduracion, es decir, en la fermentacion probiotica de la leche
fermentada y la carne (Mitropoulou et al. 2013).

Las técnicas de inmovilizacion a menudo imitan a la naturaleza, ya que naturalmente
muchos microorganismos tienen la capacidad de adherirse y sobrevivir en diferentes
tipos de superficies, y por lo tanto las células pueden crecer dentro de las estructuras
naturales. Los métodos de inmovilizacion se pueden dividir en las siguientes cuatro
categorias fundamentales basadas en el mecanismo fisico empleado (Figura 2):
(Mitropoulou et al. 2013).
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(.- Atrapamiento con una matriz porosa debido a la penetracion de las células hasta
gue su movilidad es obstruida por la presencia de otras células o por la formacion de
material poroso in situ en un cultivo celular,

(IN.- Fijacién o adsorcién en superficies de soporte solidas por adsorcion fisica debido a
fuerzas electrostaticas o por union covalente entre la membrana celular y el portador,

(1m).- autoagregacion por floculacion (natural) o con agentes de reticulacion inducidos
artificialmente,

(IV).- contencibn mecénica detras de una barrera que podria ser una membrana
microporosa o una microcépsula.

Existen tecnologias como la encapsulacion, las cuales permiten mejorar la estabilidad
de los probidticos al protegerlos mediante un material de recubrimiento (Rodriguez et al.
2016).

5.2.2.- Materiales empleados para encapsular

Para la seleccion de un adecuado material de recubrimiento se deberan considerar
aspectos como grado alimenticio, costos y propiedades fisico-quimicas como la
solubilidad, peso molecular, transicion vitrea / fusion, cristalinidad, difusividad,
formacion de peliculas y propiedades emulsionantes biodegradabilidad y capacidad
para formar una barrera entre el interior de la capsula y sus alrededores. Se deberan
considerar adicionalmente, las propiedades de la matriz alimenticia a la cual se
incorporaran los encapsulados (Rodriguez et al. 2016).

Los materiales de recubrimiento mas empleados en la encapsulacion de bioactivos son
los lipidos, polisacéaridos (almidon y sus derivadosamilosa, amilopectina, dextrinas
maltodextrinas, celulosa y derivados), exudados y extractos de plantas (goma arabiga,
goma tragacanto, goma mesquite, entre otras) carragenatos, alginatos, adicionalmente
proteinas como suero lacteo y proteina aislada de soya. En términos generales, los
polisacaridos presentan una alta facilidad para formar macroparticulas esféricas durante
el secado, por lo que son ampliamente usados (Rodriguez et al. 2016).

Para la encapsulacion se utilizan diferentes tipos de material pared, como proteinas,
lipidos y carbohidratos. Entre las proteinas, algunos investigadores han trabajado con
polipeptonas, proteinas de soya, derivados de leche, gelatinas, entre otros. Entre los
lipidos se han aplicado liposomas, parafinas, acido estearilico y estearico, entre otros.
Los materiales pared a base de carbohidratos pueden ser entre otros almidones, goma

arabiga, prebibdticos como maltodrextrina, fosfooligosacéaridos (FOS) e inulina. El empleo
12



.
EP

de almidones durante la encapsulacion genera una desventaja, puesto que cuando la
concentracion del material encapsulante es muy alta, se pueden ocasionar problemas
durante el secado debido a altas viscosidades (Rodriguez et al. 2016).

5.2.2.1.- Encapsulacién con kappa-carregenina

La carregenina es un polimero natural extraido de las microalgas marinas que es
comunmente usado en la industria de alimentos (como aditivo 0 agente espesante) y en
productos derivados de la leche (yogurt, etc.). La carregenina es un polimero rico en
hierro y compuesto de azufre y ha sido utilizada para encapsular bacterias acido
lacticas como: streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus (lakkis, 2007). La
encapsulacién a través de esta técnica consiste en suspender en una solucion (jarabes,
solucion salina, jugo de futas, entre otras) las células del microorganismo probidtico,
luego se le agrega la kappacarregenina (es necesario elevar la temperatura a 60-80°C
para obtener una concentracion del polimero del 2 al 5%) y posteriormente, se le
inyecta una solucién de cloruro de potasio con lo que se obtiene la cdpsula a través de
la accion fisicoquimica de la mezcla y finalmente se procede la introduccion al producto
gue se quiere enriquecer (Mortazavian et. al. 2007). La viabilidad de los
microorganismos con esta técnica, se ha probado en algunos estudios. Por ejemplo,
Dinakar y Mystry (1994) reportaron que Bifidobacterium bifidum encapsulado con
kappa-carragenina e incorporado a queso Cheddar mantuvo la viabilidad de sus células
durante 24 semanas sin efectos negativos sobre la textura, apariencia y/o sabor del
producto (Hinestroza, y Lépez, 2008).

5.2.2.2.- Encapsulacion con alginato de sodio

El alginato es un biopolimero natural extraido de varias especies de algas, es
comunmente usado en la industria farmacéutica y en la biotecnologia como agente
espesante, gelificante y estabilizador coloidal (lakkis, 2007). Para llevar la
encapsulacion por alginato se prepara el cultivo microbiano, luego se lavan y separan
las células mediante centrifugacién. Posterior a ello por la técnica de extrusion, las
células microbianas se suspenden en la solucion que se desee (jarabes, soluciéon
salina, jugo de frutas, entre otras) para mezclar con alginato en una concentracion que
se puede variar de 1 a 3% (algunas veces se adiciona también citrato de sodio), luego
se deja caer por goteo sobre una solucion de cloruro de calcio para formar las capsulas.
El tamafio de las capsulas debe presentar un diametro de 2 a 3 mm de diametro
(Muthukumarasamy et al. 2006). Esta técnica ha sido aplicada en la encapsulacion de
Bacterias Acido Lécticas (BAL) principalmente para observar su viabilidad en medios
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Acidos. Las ventajas que presenta este método son las siguientes: facil formacion de
gel en las matrices de las células bacterianas, no es toxica para el ser humano (es
segura y biocompatible), es econdmica y facil de preparar, es apropiada para células
bacterianas con tamafio de 1-3uym. Sin embargo, se le atribuyen muchos
inconvenientes como, por ejemplo: susceptible a la acidez del ambiente que la rodea,
pérdida de la estabilidad mecénica, y la presencia de iones causa deterioro en el
alginato (Mortazavian et al. 2007; Favaro, y groso, 2002). A nivel de viabilidad del
microorganismo después de la encapsulacion, Zhou et al. (1998) reportaron que la
supervivencia de las bacterias encapsuladas en alginato y con suspension de bajo peso
molecular que quitosano fue baja, ya que se redujeron las células en un 40%, contrario
a esto, Lee et al. (2004) indicaron que la encapsulacion con alginato con suspension en
una solucién de quitosano de alto peso molecular presento una mayor supervivencia
para Lactobacillus bulgaricus en un jugo gastrico simulado. Igualmente mostraron que
con esta encapsulacion se obtuvo una mayor estabilidad a 22°C (Hinestroza, y Lopez,
2008).

De la misma manera, Krasaekoopt et al. (2003) estudiaron la supervivencia de
probidticos encapsulados usando alginato e incorporados en yogurt y encontraron que
la supervivencia de las bacterias probiéticas encapsuladas fue mas alta que la obtenida
con bacterias libres (Hinestroza, y Lopez, 2008).

Microesferas de alginato de calcio pueden ser producidos por técnicas de extrusion y de
emulsion. Por la técnica de emulsién, se afiade un pequefio volumen de suspension de
polimero por células a un gran volumen de aceite, y la mezcla se homogeneiza para
formar una emulsion de agua-en-aceite. Muy a menudo, el pH se reduce por adicion de
un acido soluble en aceite, por ejemplo, acido acético, lo que permite la iniciacion de la
gelificacion con Ca 2+. El tamafio de los granos depende de la velocidad de agitacion y
el tipo de emulsionante usado. Por lo tanto, permite la produccién de de las
microcapsulas objetivo tamafio, que puede variar entre 25 y m y 2 mm. Las capsulas
obtenidas tienen un diametro pequefio, pero la desventaja principal de este método es
gue proporciona particulas grandes tamafios y formas de particulas. Debido a la
necesidad de un aceite vegetal, el costo de operacion puede ser mayor que el de la
técnica de extrusion. La técnica de emulsion es relativamente nueva en la industria
alimentaria y facil de escalar para la produccién a gran escala y da como resultado una
tasa de supervivencia celular alta (80-95%) (Mitropoulou et al. 2013).

5.2.2.3.- Encapsulacion con quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal, que se obtiene mediante la N-acetil-D-
glucosamina. La quitina es un polimero B-(1-4)-2-acetamido-2-Deoxi-glucopiranosa, es
14



el mas abundante en las materias organicas. Su uso en la encapsulacion esta ganando
importancia en el ambito alimenticio y farmacéutico, gracias a que es un polimero
cationico que tiene buena biocompatibilidad, no es toxico, y regularmente se usa para
recubrimiento de capsulas de alginato (Mortazavian et al., 2007). Su uso en esta técnica
consiste en realizar un preparado, por el cual se utiliza una mezcla de alginato de sodio
y células microbianas en el interior, con una solucidon de CaCl: - quitosano. Para este
procedimiento se usa un atomizador de aire para la formacion de capsulas y finalmente
estas son inyectadas al producto (Kumar et al.,, 2007). A nivel de viabilidad del
microorganismo después de la encapsulacion Krasaekoopt (2003) y, Bhandari y Deerh
(2004) evaluaron la supervivencia de las bacterias encapsuladas en quitosano y
alginato incorporadas a yogurt y leche. Las bacterias utilizadas fueron L. acidophilus
547 y L.casei 01 y B. bifidum, mostraron que la supervivencia de las bacterias
encapsuladas fueron mas altas que las células libres en aproximadamente mas de un
ciclo logaritmico (Hinestroza, y Lopez, 2008).

5.2.2.4.- Encapsulacion con almidén

El almidén es un componente que tiene importancia en muchas funciones fisiolégicas.
Su empleo en las técnicas de encapsulacion se dio para asegurar la viabilidad de las
poblaciones de probi6ticos en los alimentos por su paso en el intestino grueso,
ofreciendo una superficie ideal para la adherencia de los probioticos al granulo de
almidon durante el procesamiento, almacenamiento y el transito a través del tracto
gastrointestinal (Kumar et al. 2007; Mortazavian, 2007). A nivel viabilidad (Kleessen et
al. 1997; Le Blay et al. 1999) utilizaron almidon resistente mostrando que se puede usar
para asegurar la supervivencia de bacterias probiodticas en el intestino grueso, de igual
manera los granulos de almiddn resistente proporcionan una superficie adecuada de
adherencia para los probidticos durante el proceso de encapsulacion, almacenaje y
paso por el tracto gastrointestinal aportando resistencia para la capsula al estrés
ambiental (Hinestroza, y Lopez, 2008).

Talwalkar y Kailasapthy (2003) utilizaron almidén y alginato mezclados en una solucién
de cloruro de calcio, las bacterias que se utilizaron para encapsular fueron L.
acidophilus y B. lactis, encontraron que la encapsulacion impide la muerte de las
bacterias probiéticas (Hinestroza, y L6pez, 2008).
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5.2.3.- Secado por aspersion

Existen numerosas técnicas como la atomizacion, coacervacion compleja,
polimerizacion interfacial e inclusibn molecular, liofilizaciéon, emulsificaciéon, liposomas y
gelificacion ionica, que son empleadas para la encapsulacion de microorganismos
probiéticos (Rodriguez et al. 2016).

La atomizacion o secado por aspersion es una de las técnicas mas ampliamente para
este fin, es flexible, segura y econdémica; por lo general, se obtienen polvos finos entre
10-100 um y particulas de mayor tamafo entre 2 y 3 mm. Los microencapsulados son
comunmente distribuidos en polvo o incorporados en matrices alimenticias, en
plaguicidas, en farmacos, entre otros; en sus diferentes aplicaciones se deben
considerar como criterios de estabilidad la interaccion con la matriz, las propiedades
fisicoguimicas, propiedades de emulsificacion, etc. (Rodriguez et al. 2016).

5.2.3.1.- Factores que afectan al secado por aspersién

El efecto del proceso de secado por aspersion sobre la viabilidad de la biomasa se
considera que la viabilidad de las BAL puede ser disminuida por las altas temperaturas
generadas en este tipo se secado (Ramirez, 2013).

En el estudio bibliografico Reddy et al. (2009) reportaron que la viabilidad de la cepa
encapsulada de L. plantarum mostré una supervivencia de 100 (%) @ con T° de salida
de 40°C y T° de entrada de 140°C con una solucion de alimentacion de LPD 10 % (p/p)
0 maltodextrina 10% (p/p) (Beatriz, 2013).

Algunos autores en aplicaciones de altas temperaturas de secado por encima de 150°C
reportan supervivencia en otras cepas bacterianas probioticas y encapsuladas con otros
biopolimeros en diferentes concentraciones, caso especifico el L. rhamnosus GG en
fase estacionaria y en presencia de polidextrosa (10% p/v) microencapsulado a 170°C
mostré una supervivencia del 31% reflejandose dafio celular del microorganismo
(Corcoran et al., 2004). Esta supervivencia ante estas temperaturas podria estar sujeta
a la especie bacteriana, a los agentes encapsulantes y condiciones de proceso, entre
otros (Anal et al. 2007; Lian et al. 2002) (Ramirez, 2013).

Los resultados reportados en la literatura cientifica aseguran que el efecto del proceso
de secado por aspersion esta directamente relacionado con el tiempo de permanencia
del microorganismo en la camara de secado y demas condiciones de operacion del
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atomizador (Pedroza, 2002). Se sugiere el uso de termoprotectores para mejorar la
supervivencia de los microorganismos y minimizar el estrés mecanico, oxidativo y
osmotico. Antioxidantes y osmoprotectores podran ser incluidos en el material pared;
sin embargo, el uso de “pre-estresantes” puede mejorar la supervivencia bacteriana
(Ramirez, 2013).

La supervivencia de la célula bacteriana esta ampliamente correlacionada con las
temperaturas de entrada y salida del aire del secador. Asi pues, la inactivaciéon térmica
estaria sujeta a parametros de proceso como son la velocidad de alimentacion que a su
vez condiciona el tiempo de residencia en la camara de secado (Bozaa et al., 2004)
(Ramirez, 2013).

Existen otras caracteristicas que inciden directamente en la supervivencia de los
microorganismos después del secado como son la tolerancia de los cultivos, estadios
de crecimiento, tolerancia intrinseca de las cepas, condicibn media de crecimiento,
induccién del stress, etapa de cosecha de las células, efecto de agentes protectores y
finalmente  condiciones de empaque, almacenamiento y rehidratacion
(Peighambardoust et al. 2011).

La figura 4 muestra los factores de estrés mas importantes en las diferentes etapas,
desde el cultivo de la BAL hasta su llegada al interior del huesped.
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Figura 4.- Principales factores de stress que afectan la viabilidad de los probidticos
desde su produccién hasta el tracto gastrointestinal (Lacroix y Yildirim, 2007).

La estabilidad y viabilidad de los microorganismos micro-encapsulados mediante
secado por aspersion, esta condicionada a diversos factores. La actividad de agua de
los polvos pese a su alta higroscopicidad permanece estable durante el
almacenamiento lo cual contribuye a la estabilidad, sin embargo, podria ser afectado
por el tamafio de particula al relacionar la superficie externa frente a la adsorcion de
agua del ambiente (Ramirez, 2013).

Dafos en la membrana que pueden ocurrir durante el secado, en este caso se sugiere
el uso de estabilizadores que pudiesen actuar como termoprotectores. Considerando
ademas, la termo-tolerancia al calor que exhiba cada cepa en particular (Ramirez,
2013).

Existen cepas de bacterias probidticas con adecuada tolerancia al proceso de secado
spray mientras que, para cepas sensibles, el pre tratamiento térmico puede ser una
alternativa para mejorar su viabilidad. Con mejores condiciones de secado aplicadas se
pueden obtener polvos con valores de humedad y aw que aseguran una correcta
conservabilidad de los mismos (Beatriz, 2013).

Se demostr6 que el secado spray produce efectos cepa-dependientes sobre la
resistencia gastrointestinal en funcion de la matriz empleada, induciendo una mayor
18
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resistencia gastrointestinal cuando se utiliza como matriz soporte leche descremada
adicionada con almidon, en relacién al secado solo con leche descremada (Beatriz,
2013).

El secado spray solo acepta dispersiones acuosas, por lo tanto, la matriz debe tener
una alta solubilidad en agua. El secado por atomizacion se caracteriza por ser una
técnica rapida, altamente reproducible, apropiada para aplicaciones industriales y cuyos
costos de procesamiento son relativamente bajos. La principal desventaja es el empleo
de elevadas temperaturas necesarias en el proceso de evaporacion del solvente, las
cuales pueden afectar la supervivencia de determinadas cepas probidticas (Beatriz
2013).

El proceso de secado causa dafio a las células y disminucion de la viabilidad debido al
estrés mecanico y térmico, la presion osmdtica, la exposicidbn al oxigeno, y la
eliminacién de agua ligada. La disminucion de la disponibilidad de agua en el interior o
en las células deshidratadas afecta a la fisiologia de las bacterias. La eliminacién de
agua con el tiempo se traduce en la reduccion de la velocidad del metabolismo
bacteriano o su detencion por completo después de lo cual las bacterias entran en
estado latente (Beatriz, 2013).

Los factores que mas perjudican la viabilidad durante el secado spray son: el estrés
térmico (por las temperaturas elevadas), el estrés osmaético y las fuerzas capilares (por
la eliminacion de agua), el estrés oxidativo (por el contacto con el oxigeno del aire y el
incremento del pH intracelular) y la concentracion de sales (por la pérdida de agua)
(Santivarangkna et al., 2008; Selmer-Olsen et al.,, 1999). El dafio térmico y por
deshidratacion de las células son los factores de mayor relevancia. Los factores que
afectan la actividad celular durante el proceso de secado se pueden clasificar en
intrinsecos y extrinsecos (Beatriz, 2013).

Los factores intrinsecos son caracteristicas implicitas de las células y afectan
principalmente la tolerancia al estrés de las células. Esta tolerancia presenta una gran
variabilidad entre especies y puede ser modificada alterando las condiciones de cultivo
incluyendo la fase de crecimiento, la composicién del medio y tratamientos de pre —
adaptacion. Para lograr mantener la viabilidad celular es requisito fundamental
mantener la estructura celular intacta después del secado y su completa funcionalidad
luego de la rehidratacion. La tolerancia al estrés de los microorganismos varia de
especie en especie, asi como de cepa en cepa. Como resultado de esto, cepas que
pertenecen a la misma especie a menudo exhiben diferente comportamiento en el
secado (Beatriz, 2013).

Los factores extrinsecos influyen en la viabilidad celular e incluyen las condiciones de
secado y el acarreador utilizado. Ambos pueden ser optimizados para alcanzar una
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maxima supervivencia celular. Se sugiere por lo tanto un estricto control de los
parametros de operaciéon principalmente la temperatura de entrada, flujos, tamafio de
gota y materiales pared en la formulacion de la emulsion (Beatriz, 2013).

La baja supervivencia de las BAL y bifidobacterias durante el secado es importante al
momento de considerar este método de conservacion y exige establecer estrategias
para optimizar la viabilidad celular. En los ultimos afios se han realizado numerosos
estudios sobre la optimizacion del secado spray aplicado a los probi6ticos, tratando de
modificar los parametros del proceso para mejorar los rendimientos de células viables
en los polvos (Beatriz, 2013).

5.3.- Empleo de probidticos en productos de panificacion

5.3.1.- Pan simbidtico

Se ha descubierto que los lactobacilos encapsulados en alginato de calcio mejoran su
tolerancia al calor y aumentan la supervivencia en un 80-95%. El alginato es un aditivo
alimentario aprobado y los beneficios de su uso como agente encapsulante incluyen: no
toxicidad, formacion de matrices suaves con cloruro de calcio para atrapar células
microbianas vivas, simplicidad y bajo costo. Sin embargo, el uso de alginato es limitado
debido a su baja estabilidad en presencia de agentes quelantes y en condiciones acidas
inferiores a pH = 2,0. La combinacién de alginato de calcio con prebidticos como el
almidon resistente mejora tanto la viabilidad de los probidticos como las estructuras de
las cépsulas. El recubrimiento de perlas de alginato y su eficacia en la proteccion de
bacterias probidticas ha sido ampliamente estudiado. Investigadores anteriores han
reportado que el recubrimiento de microcapsulas de alginato con quitosano mejora la
estabilidad de las perlas de alginato, aumentando ain mas la viabilidad probiotica. Poco
se ha llevado a cabo la investigaciéon con el objetivo de incorporar los probidticos en
productos de panaderia, debido a la destruccion del cultivo vivo durante el tratamiento
térmico. El objetivo del estudio es obtener pan simbiotico, por lo que se seleccionaron
pan de hamburguesa y pan blanco (Seyedain, 2016).

Los bollos de hamburguesa se hornearon durante 15 minutos a 180°C y los panes de
pan blanco se hornearon durante 25 minutos también a 180°C. El horno rotatorio se
utilizé para el calentamiento y la temperatura del centro de la miga se midiéo por
termopar. La temperatura del centro de la miga fue de aprox. 93-94 ° C. Se sabe que
las temperaturas por encima de 45 ° C son criticas para la supervivencia de los
probidticos en forma libre. Las temperaturas superiores a 45-55 ° C durante mas tiempo
conducen a una disminucion de la supervivencia probidtica. Se ha demostrado que la
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temperatura superior a 65 ° C es fatal para todas las bacterias probidticas libres. Ding y
Shah (2007) mostraron que el tiempo juega un papel importante en altas temperaturas.
Observaron que exponer los probioticos encapsulados a la temperatura mencionada
anteriormente durante una hora da como resultado una muerte bacteriana completa y
concluyé que el alginato comenzé a desintegrarse durante este tiempo y como
resultado, la capa protectora que rodeaba a las bacterias fue destruida. Los resultados
del estudio indicaron que la supervivencia de los probiéticos encapsulados fue menor
en pan de pan blanco que en el pan de hamburguesa, lo que podria ser debido a un
tiempo de coccién mas largo (Seyedain et al. 2016).

Es posible la produccién de pan simbidtico (que contiene prebidticos y probioticos)
mediante la microencapsulacion y que puede mejorar la viabilidad y la resistencia
térmica de las bacterias probidticas, y por lo tanto mejorar significativamente su
supervivencia en pan y otros productos de panaderia. Utilizando perlas de alginato y
almidon con y sin recubrimiento de quitosano, los microorganismos viables
sobrevivieron después de la coccién y ambos tipos de pan cumplieron con los criterios
estandar para los productos probidticos. Se observd un aumento significativo (p <0,05)
en la supervivencia probiética cuando se utiliz6 la capa externa protectora de quitosano
ademds de la primera capa de alginato célcico y almidon resistente al HI-MAIZE® 260
(es un derivado del maiz con alto contenido de amilosa, compuesto por
aproximadamente un 56% de almiddn resistente [fibra dietética] y un 40% de almidon
digerible, dicho almidén resistente HI-MAIZE® 260 se puede agregar facilmente a las
formulaciones de recetas estandar al reemplazar parcialmente la harina comun). L.
casei 431 fue mas resistente a altas temperaturas que L. acidophilus LA-5 (p <0.05), y
nuestro estudio demostrd que la supervivencia de bacterias en condiciones
desfavorables dependia de la especie. El tipo de pan afecté significativamente la
supervivencia probiética, que fue significativamente mayor en el pan de hamburguesa
(p <0,05), probablemente debido al menor tiempo de coccion, que en el pan de pan
blanco (Seyedain et al. 2016).

5.3.2.- Viabilidad de Bifidobacterium lactis BB12 en el pan durante la coccion

El pan se hizo a partir de masa con una adicion de cultivo liofilizado de la cepa
probiotica Bifidobacterium lactis Bb12. Los recuentos de células se hicieron cada 3
minutos durante el horneado, a tres temperaturas de coccion diferentes 165, 185 y
205°C. Sin embargo, el recuento viables de Bifidobacterium lactis Bb12 al inicio era de
2x10° UFC/g. La poblacion de bacterias se redujo ligeramente después de 3 minutos
10° UFC/g Y después se redujo sustancialmente de 3 a 6 min. 10 UFC/g. Es obvio que
la cantidad de la Bifidobacterium lactis Bb12 en el pan horneado a 205°C tuvo la mayor
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reduccion durante los primeros tres minutos. Por tanto, indica que puede ser que
alcanzo un punto de muerte térmica o letal durante este periodo de tiempo (Zhang,
Huang, Ananingsih, Zhou, y Chen, 2013).

5.3.3.- Bacteria probiética en la composicion de masa fermentada de pan

Se considera que el pan es un alimento perecedero, el deterioro microbiano se observa
con bastante frecuencia. El crecimiento de mohos causa enormes pérdidas econémicas
y la reduccion de la seguridad del pan debido a la produccién de micotoxinas. El
deterioro por hongos del pan de trigo se debe principalmente a Penicillium sp., Que
causa alrededor del 90% de la descomposiciéon del pan de trigo (Denkova, Y Krastanov,
2012).

Recientemente se ha demostrado que el acido propiénico inhibe los mohos y las
esporas de Bacillus, pero no las levaduras en gran medida, y por lo tanto ha sido el
producto quimico tradicional de eleccidon para la conservacion del pan, aunque la
concentracion no debe exceder 3000 ppm, pero bajo estas condiciones de
concentracion el &cido propiénico, no es efectivo contra los organismos comunes de
descomposicion del pan (Denkova, Y Krastanov, 2012).

Entre los medios naturales para la preservacion del pan esta el uso de cepas de
bacterias del acido lactico (BAL), que se agregan a la masa fermentada,
proporcionando una estabilidad répida y confiable de la microflora dominante en el ciclo
de produccién. Como componentes de los cultivos se utilizan cepas seleccionadas de
bacterias lacticas homo y heterofermentativas (Denkova, Y Krastanov, 2012).

El cultivo inicial creado para masa fermentada para pan de trigo mejora sus
caracteristicas tecnolégicas y organolépticas. Junto con esto, se ha encontrado que
inhibe las levaduras "silvestres" y las esporas de moho en la harina. Estos ultimos
utilizan sustratos con la formacion de acido lactico y acido acético, lo que resulta en la
acidificacion del medio {pH, acidez total titulable (TTA)}. La produccién de acetato por
metabolismo heterofermentativo es de gran importancia para el desarrollo del sabor
(Denkova, Y Krastanov, 2012).
Las cepas Lactobacillus casei C, Lactobacillus brevis |, Lactobacillus plantarum
NBIMCC 2415 y Lactobacillus fermentum J se aislaron de la masa fermentada de forma
natural, lo que define su capacidad de crecer en la mezcla de harina y agua,
alcanzando altos niveles de células viables y acumulando &cido. Por lo tanto, se
examina el crecimiento de cada una de las cuatro cepas en la mezcla de harina y agua
alcanzando 10° - 10%*® UFC/g. Se rastrea el cambio en la concentracién de células
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viables y la acidez titulable durante 96 horas de cultivo a 30°C (Denkova, Y Krastanov,
2012).

Las proporciones que usaron Denkova Y Krastanov (2012) para el amasado fueron
cada 24 horas: primer dia 44% de harina: 56% de agua de grifo y 5% de 48 horas de
cultivo de la cepa, del segundo al quinto dia: 25% de arranque del dia anterior: 75% de
nueva mezcla harina / agua con una proporcion del 44% / 56%.

Con estas proporciones Denkova Y Krastanov (2012) encontraron que las cuatro cepas
se desarrollan con la acumulacion de altas concentraciones de células viables (mas de
10° UFC/g) de lactobacilos y la TTA aumento a 17,30N. Ademas de eso, los
metabolitos formados por las bacterias del acido lactico en la composicién del cultivo
iniciador inhiben las levaduras "silvestres" que entran en masa fermentada a través de
las harinas. Esta capacidad es particularmente importante en la fermentacién de masa
fermentada de pan en amasado repetido durante un largo periodo de tiempo 6-9
meses.

Como se sabe los microorganismosbeneficiosos (lactobacilos y bifidobacterias)
interactian con otros miembros de la microflora intestinal. Denkova, Y Krastanov, 2012
concluyeron que la capacidad de las cepas seleccionadas de lactobacilos y
bifidobacterias para inhibir el crecimiento de la mayoria de los representantes de
Enterobacteriaceae que causan toxemia y toxiinfecciones y algunos mohos es un
criterio que deben cumplir como cepas microbianas en la composicién de probidticos y
alimentos probidticos. Esto es particularmente importante para la industria debido a la
sostenibilidad de su crecimiento a la mayoria de los antibiéticos utilizados en la atencion
médica moderna, mientras que los microorganismos patégenos pueden desarrollar
resistencia polivalente a los antibidticos, no pueden hacerlo contra las bacterias
probidticas. El efecto antimicrobiano de la microflora beneficiosa se debe a la sintesis
de acidos lacticos, acéticos y otros acidos organicos y bacteriocinas (proteinas
asociadas con células microbianas) (Denkova, Y Krastanov, 2012).

5.3.4.- Pan probi6tico y método de su producciéon

La invencion se refiere a un proceso para preparar pan que contiene bacterias
probioticas viables, en el que se hornea un pan y se deja enfriar. Se agrega una
formulacién liquida de bacterias probioticas (Se mezclaron 225 g de agua con 150 g de
harina de centeno y la cepa bacteriana real L. plantarum SP 158 en una cantidad de
1x107 UFC/ g de masa) a la miga del pan (Lonner, 2007).
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Al agregar bacterias probidticas a un pan, existe un gran riesgo de que el nimero de
bacterias disminuya fuertemente y que, por lo tanto, no aparezca el efecto probiético del
pan final. En cambio, para adaptar la bacteria probiética al medio ambiente en una
migaja de pan, la bacteria se agrega primero a una masa en la que se crean las
condiciones 6Optimas para producir un crecimiento de la bacteria, el valor de pH de la
masa agria en el momento de la inyeccion es de 3,4 y el equivalente en acido de 12,5
ml de NaOH 0,1 N/10 g de masa agria. Habiendo adaptado la bacteria probio6tica de
esta manera a un entorno en el que la harina es sustancialmente el nutriente para la
bacteria, se descubrié que en cambio habra un crecimiento en el pan durante la primera
vez que se almacena (Lonner, 2007).

Cuando el pan ha sido horneado, retirado del horno y enfriado, se agrega la formulacion
liguida probiética. Esto se puede hacer de diferentes maneras dependiendo del tipo de
pan. Una forma de pan de crumble blando es agregar la formulacion probiética liquida,
al mismo tiempo que se corta el pan, directamente sobre las rebanadas de pan, por
ejemplo, a través de las "hojas de sierra" cortando el pan. Esto puede hacerse, por
ejemplo, a través de pequefios orificios en la "hoja de sierra” o mediante un medio
separado y similar en un paso separado inmediatamente después del corte del pan.
Otra forma es "inyectar" la formulacion probidtica a través de agujas o tubos de
pequefio diametro (Lonner, 2007).

Después de 24 horas, el recuento viable es de aproximadamente 3x108 UFC/g de pan'y
después de almacenamiento durante siete dias a temperatura ambiente
(aproximadamente 22 - 25 ° C) aproximadamente 6x108 UFC/g de pan (Lonner, 2007).

5.4.- Pan

El pan constituye la base de la alimentacién desde hace 7000 u 8000 afios (Bourgeois y
Larpent, 1995) (Mesas, y Alegre, 2002).

El pan es un alimento que se consume desde tiempos muy remotos, actualmente, forma
parte de la dieta tradicional de muchos hogares en casi todo el mundo, cada region le
ha conferido caracteristicas muy particulares. En Medio Oriente se elabora el pan pita
(pan plano); en los paises al este de Europa se acostumbra el pan de centeno con un
sabor ligeramente acido; en otras partes del mundo, el pan acimo (pan sin levar) es el
mas comun; la baguette de origen francés, con su muy particular corteza crujiente es
mundialmente conocida y consumida, entre otros.
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La NMX-F-516-1992, define al pan como un producto alimenticio cocido por horneo de
la masa previamente fermentada, elaborada a partir de harina de trigo, agua, sal,
azucar y levadura principalmente (Salgado, y Munguia, 2012).

En el presente afio (2017) el consumo de pan en México indica que el 70% de la
poblacion consume pan frecuentemente. El 89% compra pan de dulce, el 69% compra
bolillo o telera y el 28% prefieren pan de caja.

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 Kkg.

El consumo de esta industria se relaciona con el pan blanco (entre un 70 y 75%), el
resto corresponde a pan dulce, galletas, pasteles, etc. (CANAIPA, 2015).

5.4.1.- Pan Vegano

El pan tuvo durante siglos un alimento fundamental y primario. Siguiendo estos
preceptos se dispuso a desarrollar panes libres de productos de origen animal asi
también se evita participar directamente en la explotacién de los demas animales,
siendo ademas perfectamente sana y apta para todo tipo de personas. En la piramide
de alimentacion vegana tenemos a los cereales en los cuales se incluye el pan (PCRM.,
2005).

5.4.1.1.- Contenido de pan vegano empleado en el proyecto

5.4.1.1.1.- Levadura

La levadura que se utiliza en panaderia es Saccharomyces cerevisiae, la cual produce
dioxido de carbono (CO2) y algunos subproductos. La principal ventaja de la adicién de
levaduras a una formulacién panaria radica en la contribucién de un sabor y aroma
unicos (Salgado, y Munguia, 2012).

54.1.1.2.- Sal

La sal es indispensable en la formulacién de pan, ya que ademas de conferirle sabor a

la masa presentan otras propiedades funcionales, ya que la sal incrementa la fuerza del
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gluten, permite controlar la velocidad de fermentacion debido a que retarda las
reacciones generadas por la levadura, sin embargo, un exceso de sal puede provocar
gue el gluten pierda la capacidad de ser elastico y/o que la fermentacion se detenga por
completo. Se recomienda utilizar este ingrediente en un porcentaje de 1.75 a 2.25%
(Salgado, y Munguia, 2012).

5.4.1.1.3.- Agua

Es un componente muy importante en la formulacion del pan y su principal funcion
radica en la hidratacion de las proteinas y la formacion del gluten. A su vez, la
presencia de agua en la mezcla ayuda a hidratar los granulos de almidén presentes en
la harina, produciendo la gelatinizacion de estos granulos durante el horneado
(Salgado, y Munguia, 2012).

5.4.1.1.4.- Aceite de oliva

El aceite de oliva virgen es un producto 100% natural con excelentes caracteristicas
organolépticas (olor, color y sabor). Es el Unico aceite vegetal que puede consumirse
crudo sin refinar, conservando integro su contenido en vitaminas, &cidos grasos
esenciales y otros productos de gran importancia dietética, como los antioxidantes
naturales (vitamina E y polifenoles). Ademas, protege contra enfermedades
cardiovasculares.

En muy bajo porcentaje, que ejercen importantes funciones en el organismo, como son:
- Carotenos: Se convierten en vitamina A.

- Clorofilas: Poseen propiedades antioxidantes.

- Tocoferoles: Como la vitamina E, con propiedades antioxidantes.

- Esteroles: Compiten con la absorcién intestinal del colesterol, impidiendo su exceso en
el organismo (Aguilera et al. 2008).
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5.4.1.1.5.- Manteca vegetal

Segun la NMX-F-009-SCFI-2005 es un producto semi-sélido, graso, obtenido por el
procesamiento de aceites de semillas de plantas oleaginosas que se consideren
comestibles por la Secretaria de Salud. Estos aceites comestibles son: Ajonjoli,
algodén, cacahuate, canola, cartamo, coco, girasol, maiz, palma, palmiste y soya. Las
mantecas vegetales pueden fabricarse por hidrogenacion parcial de los aceites o por la
mezcla de aceites vegetales y aceites vegetales parcialmente hidrogenados. Para
fabricar mantecas también puede utilizarse el proceso de interesterificacion o
redistribucion de radicales de acidos grasos. Las mantecas vegetales pueden contener
hasta un 15% maximo de aceites vegetales totalmente hidrogenados.

5.4.1.1.6.- Leche de almendra

La leche de almendras es una bebida vegetal que se obtiene del molido de las
almendras secas y peladas, y de la posterior mezcla de estas con agua. es una bebida
excelente para tomarla en nuestro dia a dia por su alto valor nutricional y por lo facil que
resulta digerirla para nuestro organismo, ya que no contiene lactosa ni gluten por lo que
es totalmente apta para celiacos e intolerantes a la lactosa. Contiene un alto nivel de
fibra, tanto soluble como insoluble, que protege las paredes del intestino, y ayuda a
regular la absorcion de los azlcares y el colesterol. Las almendras sobresalen dentro
del grupo de los frutos secos debido a su alto contenido proteico y minerales. Es muy
beneficiosa para el sistema cardiovascular ya que reduce el colesterol y los triglicéridos.
Es de facil digestién y muy util cuando se tienen problemas gastrointestinales. Contiene
potasio, calcio, magnesio y fésforo (Trejo, 2015).

5.4.1.1.7.- Harina de trigo

Generalmente en la elaboracién de pan se emplea la harina de trigo debido a las
propiedades de sus componentes, destacando asi de otros cereales como el centeno,
maiz, cebada y arroz. En panificacion se utilizan las harinas denominadas “duras”, ya
gue poseen un alto contenido de proteinas y juegan un papel importante en la
formacion de la masa panaria; estas proteinas a su vez estan constituidas
principalmente por gluteninas y gliadinas, quienes junto con el agua, los lipidos, y
mediante un proceso de amasado, forman el llamado gluten, responsable de las
propiedades de cohesividad y viscoelasticidad de la masa; de esta forma, el caracter
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del pan depende principalmente de la formacién de la red tridimensional, la cual permite
retener el gas producido por la fermentacion de las levaduras, confiriéndole de esta
forma la textura al pan (Salgado, y Munguia, 2012).

5.4.1.1.7.- Hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius)

El interés en la hoja de chaya se debe a su excepcional composicion 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. 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 chaya y las
hojas se han tomado como laxante, diurético, lactégeno, estimulante de la circulacion,
de la digestion (Orozco, 2013). Se ha determinado que por su alto contenido en acido
ascorbico (vitamina C) actia como un buen antioxidante, es por esto que se debe incluir
entre el grupo de vegetales que proporcionan micronutrientes beneficiosos para la salud
(Oboh, 2006; Kuti & Torres, 1996).

5.4.1.1.7.- Hoja de chipilin (Crotalaria longirostrata)

Es la especie de Crotolaria mas usada como alimento, se consumen las hojas y los
brotes tiernos en diferentes formas. La hoja es rica en proteina, de alto contenido en
lisina, por esta razon es un excelente suplemento de los cereales. Ademas, posee un
elevado contenido de carotenos con alta biodisponibilidad (Cobon, 1988).

El chipilin es usado en la medicina, se reporta para los siguientes usos: anemia,
alcoholismo e insomnio (Rodas, 2015).

5.4.1.1.7.- Hoja de moringa (Moringa eleifera)

Es una planta con innumerables propiedades nutritivas y terapéuticas, por lo cual
pudiera ser considerado como uno de los alimentos que contribuyen al bienestar y a la
prevencion de enfermedades por sus efectos antioxidantes, como es en las
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enfermedades respiratorias, cardiovasculares, gastrointestinales, endocrinas, en el
sistema nervioso central, en el sistema inmunoldgico y como antibacteriano.

Esta contiene altos niveles de caroteno (vitamina A), vitaminas Bl1, B2, B3, C, E, K,
ademas de calcio, hierro, potasio, cobre, magnesio, zinc, todos los aminoacidos
esenciales y antioxidantes (acido ascorbico, flavenoides, fenoles, caratenoides, entre
otros). La moringa también es rica en el ramnosa, un azucar simple, glucosinatose
isotiocianatos (Ruiz, Rivera, y Bolivar, 2012).

5.4.2.- Pan funcional

Los alimentos funcionales son aquéllos que proporcionan un efecto beneficioso para la
salud mas alld 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. A pesar de que el mercado de panes
funcionales es relativamente pequefio el mismo tiene mucho futuro. Es una categoria
nueva, dindmica y con mucho potencial, porque el mismo es un vehiculo ideal para
transmitir un mensaje de salud y ademas es un producto que se encuentra en la base
de nuestra dieta. Sus beneficios son metabdlicos y antioxidantes (Zuleta et al. 2012).

El mercado de productos funcionales se encuentra en estado de efervescencia: durante
el dltimo afio en Europa las ventas llegaron a los 72.300 millones de délares, lo que
representa un crecimiento del 2,5 % en relacién al afio anterior. En Estados Unidos y
Asia, este segmento viene creciendo al 5,7% y segun los analistas crecera con estos
niveles burbujeantes hasta 2012 (Zuleta et al. 2012).

6.- METODOLOGIA

6.1.- Desarrollo del inéculo de L. plantarum KY131967

Un matraz Erlenmeyer de 500 ml con 205 ml de caldo MRS (marca DIFCO) se inoculo
con el contenido de 2 tubos de ensaye, cada uno con 10 ml de cultivo Lactobacillus
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plantarum (con no mas de 7 dias de almacenamiento). El matraz se incubo durante 8 h
a 110 rpm en una agitadora THERMO SCIENTIFIC modelo MAXQ 2000 a temperatura
ambiente (25-30°C)

6.2.- Cultivo de L. plantarum KY131967

La fermentacion se desarroll6 inoculando un biorreactor de tanque agitado modelo
7611000310 (Applikon, Schiedam, The Netherlands), con un volumen de operacién de
2,045 ml de caldo MRS, empleando el in6culo de la seccién 6.1. Las condiciones de
operacion para el biorreactor fueron 300 rpm de agitacion, 0.25 vvm de aireacion,
temperatura constante de 36°C y pH de 6 controlado con NaOH 5 M durante 8 horas.

6.3.- Cosecha de L. plantarum KY131967

Al finalizar el cultivo en biorreactor, la biomasa fue cosechada, distribuyendo el caldo
en 55 tubos falcén (50 ml c/u de caldo), los cuales fueron centrifugados 4000 rpm a 4°C
por 20 min empleando una centrifuga marca HERMLE Labortechnik.

6.4.- Preparacion de los agentes encapsulantes

Todo el material de cristal se esteriliz6 a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos y las soluciones
de maltodextrina y goma arabiga utilizadas en la encapsulacién se esterilizaron a 15
Ib/pulg? durante 15 minutos. Se prepar6 goma ardbiga marca HYCEL al 7.5% vy
maltodextrina marca INAMALT al 35%, ambas se hidratan previamente durante 15 h a
temperatura ambiente (25°C). La leche de soya se obtuvo de una proporcion de 1 kg de
frijol de soya marca CEREPAK por 7 L de agua, el frijol previamente se hidraté con
agua purificada cubriendo el nivel del frijol, dejando reposar durante un tiempo de 24 h,
al término de éste se drend el liguido. Los granos fueron licuados, para luego filtrar con
ayuda de una tela de algodon (pafalina), posteriormente se calento el filtrado a 85°C
por 30 min retirando la espuma generada durante la coccion de la leche de soya,
posteriormente la leche obtenida se dosificé en frascos y estos fueron sometidos a 15
Ib/pulg? en autoclave durante 10 minutos.
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6.5.- Emulsion y secado por aspersion de L. plantarum KY131967

Se mezclaron las células cosechadas, 440 ml de leche de soya, 11 g. de inulina marca
PREVENTY, 220 ml de goma arabiga al 7.5% y 440 ml de maltodextrina al 3.5%. Para
homogenizar se empled el homogenizador marca IKA-Ultraturrax modelo T25DS1 a
5,200 rpm por 15 min. Para evaluar la concentracion celular de la BAL antes del
secado, se tomé 1 ml de la emulsion. Se realizaron las diluciones correspondientes
empleando agua peptonada estéril y se sembré en agar MRS.

Para generar las microcapsulas, 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 microcapsulas 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 marca TORO REY modelo EVDS8 y se almacené a 4°C, hasta
su empleo.

6.6.- Calculo de la eficiencia del secado y sobrevivencia de L. plantarum KY131967
después del secado

La sobrevivencia de los microorganismos en las microcapsulas obtenidas, se determiné
mediante la técnica de siembra en placa. Se realizaron recuentos por duplicado
expresados en Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC g?) de polvo. Los
recuentos se realizaron empleando 1 g de material microencapsulado resuspendido en
9 mL de agua peptonada, homogeneizado en vortex, para favorecer la liberacién del
microorganismo (Fritzen-Fiere et al., 2012). Un volumen de 100pL de la mezcla fue
sembrado en agar MRS a 31°C por 24 horas.

El porcentaje de viabilidad se determiné empleando la ecuacién (1) (Fritzen-Fiere et al.
2012) y la eficiencia del proceso de secado se calculé empleando la ecuacién (2)

Ecuacion (1):
% Viabilidad = (logN/logNo) x 100 (Ec.1)

Donde: logN y logNo son el numero de células viables encapsuladas y las presentes en
la emulsién antes del secado, respectivamente.

Para determinar la eficiencia de secado se empleo la ecuacion (2).
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Ecuacion (2):

% eficiencia = (g polvo obtenido/g total de solidos en la emulsion)

6.7.- Elaboracion de los panes veganos adicionados con L. plantarum KY131967

8.7.1.- Preparacion de harinas vegetales

Las harinas sé elaboraron empleando hojas de chaya (Cnidoscolus aconitiflolius)
adquiridas en el mercado de Teran en Tuxtla Gutiérrez Chiapas, chipilin (Crotalaria
longirostrata) y moringa (Moringa oleifera) fueron adquiridas en el huerto del
Tecnoldgico de Tuxtla Gtz. Se seleccionaron las hojas sin dafios fisicos, mecénicos o
causados por insectos, eliminando la materia extrafia, posteriormente fueron lavadas
con agua clorada (5 ppm) a exposicion de 3 a 5 minutos a pH de 6.5 a 7.5.

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 respectivamente en frascos color ambar bajo
condiciones de refrigeracion hasta su empleo.

6.7.2.- Elaboracion del pan

En la tabla 2 se muestran las cantidades empleadas de cada ingrediente en base a una
pieza de 100 g de pan.

Tabla 2.- Ingredientes del pan vegano

Ingredientes para una pieza de pan (1009)

Mejorante 49
Salvado de trigo 49
Aceite de oliva 10.065 ml
Leche de almendras 33.33 ml
Sal de mar 30
Harina blanca 95¢g
Harina vegetal 59

Agua 25.5 ml
Levadura 60
Harina malta 49
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Se limpié la mesa con jabén y cloro, se engrasé con manteca vegetal y se espolvored
con harina. Previamente con el batidor tipo globo “batidor alfa”, se hizo una mezcla de
azucar, aceite de oliva, leche de almendra, sal de mar.

Se coloc6 la harina blanca “medalla de oro” y 5% de harina vegetal. Posteriormente se
le adicioné agua a la mezcla de harinas, se afiadio la levadura y se amasé. Se colocé
en los moldes previamente barnizado con manteca vegetal. Se dejo reposar a 40°C por
30 min. Posteriormente se a horne6 a 180°C por 20 min.

Estrategia 1. Se adicion6 20 g de BAL microencapsulada junto con los ingredientes
descritos anteriormente, y se sigui6 el procedimiento de la elaboracion del pan.

Estrategia 2: La BAL microencapsulada fue adicionada en la superficie del pan posterior
al horneado, para ello se hizo una suspension liposoluble utilizando 4 g (4 ml) de
margarina y 2 g de BAL en polvo, y se aplicé con una brocha estéril a cada pieza de
pan.

6.8.- Empacado y almacenamiento de los panes

Después de enfriar, cada pan fue empacado en bolsas selladas al calor, empleando
una selladora marca plastic film sealer FR-200 y se almacenaron durante 5 dias a
temperatura ambiente.

6.9.- Monitoreo de la sobrevivencia de L. plantarum KY131967

El monitoreo de las BAL se realiz6 a los dias 0, 3 y 6 de almacenamiento. De las bolsas
selladas, se tomaron 20 g del respectivo pan y se suspendié en 180 ml de agua
peptonada, agitando vigorosamente hasta homogenizar. Posteriormente se hicieron
diluciones seriadas (10! a 10%), de cada dilucién 0.1mL fueron sembrados por triplicado
en agar MRS con ayuda de perlas de vidrio estériles, las cajas fueron incubados
durante 24 h a 31°C. Se realiz0 el recuento de microorganismos viables en cada placa.

6.10.- Monitoreo de la calidad microbiologica de los panes

Para el monitoreo de la calidad microbiologica, se hizo lo mismo que en la etapa 6.9. De
las diluciones 10! y 102 de cada pan, fueron tomados 0.1 mL y sembrados por
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duplicado en agar PDA (BD Bioxon), estandar (DIBICO) y rojo violeta (BD Bioxon). Las
cajas fueron incubadas durante 24 h a temperatura de 31°C. Posteriormente se realizo
el recuento de organismos en cada placa.

7.- RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1.- Viabilidad de L. plantarum KY131967 después del encapsulado

Tabla 3.- Viabilidad del polvo y eficiencia del secado

Viabilidad promedio del|Viabilidad (%) Eficiencia del secado (%)
polvo

Lote 1 92.4027745 + 0.5202330 |49.43

Lote 2 92.7052304 + 0.3223620 | 58.96

Las microcapsulas de L. plantarum KY131967 obtenidas en la presente investigacion
utilizando goma arabiga al 7.5%, maltodextrina al 35%, inulina y leche de soya a una
condicion de secado de 160°C, del cual se realizaron 2 lotes, presentaron una eficiencia
de encapsulacion promedio de, 92.455%. No obstante estos porcentajes son menores a
los expuestos por Rajam y Anandharamakrishnan, (2015) para la microencapsulacion
de L. plantarum utilizando la técnica de secado por aspersion y proteina de suero lacteo
en combinacién con fructooligosacaridos como material pared, estos autores
encontraron eficiencias cercanas al 98.63 %.

Por otra parte es interesante mencionar que los resultados sobre eficiencia de
microencapsulacion presentados en este estudio, son mayores a los publicados
previamente por Kanmani et al. 2011 quienes obtuvieron eficiencias de 85% cuando
microencapsularon las células de Estreptococo phocae PI80, a través de un proceso de
microencapsulacion utilizando la combinacién de alginato-quitosano, almacenados a -
20°C. igualmente Lapsiri, Bhandari, Wanchaitanawong (2012) usaron el mismo método
de secado por aspersion en la microencapsulacion de L. plantarum TISTR 2075 del cual
obtuvieron eficiencia de microencapsulacion del 85% cuando utilizaron 20 % de
maltodextrina DE 10 y 5% de goma arabiga. En la microencapsulacion con alginatos se
tiende a tener mayor porosidad y por ende, puede aumentar las posibles fugas
disminuyendo asi la eficiencia de la microencapsulacién, en otras palabras tienen
desventajas las microparticulas de alginato, ya que son susceptibles a ambientes
acidos y son muy porosas lo que puede afectar la barrera frente a condiciones
ambientales desfavorables (Martin et al., 2015). La Gelificacion idnica no puede ser
bien controlado y las particulas tienden a coagular en grandes masas antes de adquirir
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la consistencia apropiada, Ademas, el tamafio de particula que se obtiene es grande,
entre 400um y el tamafio deseado oscila entre 15-100um, las microcapsulas mayores a
100um son detectables en la boca. Por ende se utiliza el método de secado por
aspersién que es, en general, menor a 100 pum.

Con respecto al soporte de encapsulamiento, (Anekella y Orsat, 2013; Reddy et al.,
2009) han demostrado que la maltodextrinas y goma arabiga ser efectivos protectores,
gue contribuyen a altas tasas de supervivencia durante el secado por pulverizacion, en
otras palabras son los materiales de pared para encapsular mas utilizados. También se
ha propuesto la encapsulacion de probidticos con prebiéticos como la inulina, un
carbohidrato no digerible que estimula la supervivencia de los microorganismos
después del secado y durante el almacenamiento, debido a que minimizan el estrés
mecéanico, oxidativo y osmoético al que pueden ser sometidos (Araujo, Ramirez,
Villadiego, y Campuzano, 2015)

La eficiencia de secado se determin6 mediante un balance de solidos, los sdlidos de
entrada es decir de la emulsion y los solidos de salida esto es, el polvo obtenido.
Robles (2015) reportd un porcentaje de eficiencia en el secado de 32-51%, eficiencia
menor a la nuestra de 49.93-58.96%.

7.2.- Sobrevivencia de L. plantarum KY131967 en el pan

7.2.1.- Estrategia 1

Tabla 4.- Sobrevivencia de la BAL después del horneado

Pan (1009) UFC/g masa UFC/g pan
Blanco (0%) 1.45x10° 0
5% Chaya 1.87x10° 0
5% Moringa 2.23x10° 0
5% Chipilin 1.79x10° 0

La supervivencia de las bacterias se vio afectada principalmente por la temperatura y el
tiempo del horneado, ya que el recuento viable promedio dentro de la masa fue de
1.835x10° UFC/g masa, lo que demuestra la presencia de BAL antes del horneado. La
muerte celular, ocurrié en condiciones de horneado a 180°C por 20 min.

Ahora bien Zhang et al. 2013 probaron con tres temperaturas diferentes de horneado
(165°C, 185°C Y 205°C) y observaron que la poblacion de bacterias disminuyo
ligeramente después de 3 minutos de coccién (aproximadamente 108 UFC/ g pan), y
luego se redujo sustancialmente de 3 minutos a 6 minutos de coccion
(aproximadamente 102 UFC/ g pan). Es obvio que la cantidad de Bb12 en pan horneado
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a 205°C tuvo la mayor reduccion durante los primeros 3 minutos. Sin embargo, solo
hubo una ligera diferencia entre los valores de recuento viables de Bb12 después de 9
minutos y 12 minutos de coccion (aproximadamente 102 UFC / g pan) y esto se debe a
gue cada 3 min se retiraba del horno, para medir la sobrevivencia de Bifidobacterium
lactis Bb12. Este fendmeno podria deberse a que el microorganismo contiene genes
resistentes al calor, o proteinas de choque térmico podrian activarse por el estrés y
formarse en grandes cantidades cuando las células Bbl2, se exponen al calor
(Desmond et al., 2004; Ding y Shah, 2007). Por lo tanto, la tolerancia térmica inducible
al calor permite a las bacterias, después de un choque térmico no letal, tolerar un
segundo estrés térmico de mayor intensidad.

7.2.2.- Estrategia 2

Tabla 5.- Sobrevivencia de la BAL adicionada en la superficie del pan

Pan (1009) UFC/g pan
to ts te
Blanco (0%) 1.3x10° 2.7x10% 2.7x10?
5% Chaya 5.65x10% | 2.6x10° 4.75x10°
5% Moringa 2.6x106 9.7x10° No
evaluado
5% Chipilin 1.83x10° | 8.8x10° No
evaluado

Nota: Los panes con 5% de moringa y chipilin en el tiempo 6, presentaron moho negro
por lo que no se sembro.

Con el fin de lograr el objetivo planteado acerca de, la sobrevivencia de L. plantarum
KY131967 en el pan, se propuso adicionar las microcapsulas de BA en la superficie del
pan posterior al horneado, utilizando margarina fundida que proporcioné una mezcla
liposoluble para mezclar las microcapsulas y poder aplicarlo sobre la superficie del pan.
Con respecto a la viabilidad promedio del tiempo “0” (2.85x108 UFC/ g pan) al tiempo
“3” hubo un promedio de pérdida BAL de 2.83x108UFC/g. Pérdida superior comparado
con Lonner (2007), quien reportd una formulacién liquida de bacterias probioticas
(mezcla de 225 g de agua con 150 g de harina de centeno y la cepa bacteriana L.
plantarum 299v en una concentracién de 1x10’ UFC/ g de masa), que a continuacion
se afiadieron a la miga del pan de diferentes maneras ( por inyeccion a través de agujas
o tubos de pequefio diametro). Asi pues, obtuvieron una cantidad de bacterias viables
superior a 5x108 UFC/ g de pan durante 9 dias de almacenamiento a 25°C.
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En relacion a la contaminacion presentada en el tiempo “6” de los panes con 5% chipilin
y 5% chaya, muy probablemente la contaminacion se debié a que no se sell bien el
empaque, por lo que permitié la contaminacion por hongos.

7.3.- Monitoreo de la calidad microbiologica de los panes

Los resultados de cuantificacion de bacterias mesofilicas aerobia, hongos y levaduras y
coliformes totales se observan en las tablas 6,7 y 8 respectivamente.

Tabla 6.- Cuantificacion de mesofilicos aerobios

Pan (1009) UFC/g pan

to ts te
Blanco (0%) 0 0 0
5% Chaya 0 0 0
5% Moringa 0 0 0
5% Chipilin 0 0 0

Tabla 7.- Cuantificacion de hongos y levaduras.

Pan (1009) UFC/g pan

to ts te
Blanco (0%) 0 0 0
5% Chaya 0 0 0
5% Moringa 0 0 0
5% Chipilin 0 0 0

Tabla 8.- Cuantificacion de coliformes totales

Pan (1009) UFC/g pan.

to t3 te
Blanco (0%) 0 0 0
5% Chaya 0 0 0
5% Moringa 0 0 0
5% Chipilin 0 0 0
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De acuerdo la NOM-147-SSA1-1996. Los panes cumplen con las caracteristicas
microbiolégicas adecuadas, lo anterior es el reflejo de la calidad de los ingredientes
empleados y de la higiene durante la elaboracion, empacado y almacenamiento de los
panes.

8.- CONCLUSIONES

La estrategia de encapsulacién de L. plantarum tuvo una viabilidad y eficiencia
promedios de 92.55% y 59.19% respectivamente.

Es posible elaborar pan vegano adicionado 10g/100g (harina de trigo) de microcapsulas
de L. plantarum secada por aspersion, ademas de 3g/100g o 5g/100g de harina de
hojas de chipilin (Crotalaria longirostrata), chaya (Cnidoscolus aconitifolius) y moringa
(Moringa oleifera), los cuales cumplen con la calidad indicada en la NOM-147-SSA1-
1996.

Las condiciones de horneado a temperatura de 180°C durante 20 minutos, provoco la
pérdida total de viabilidad de L. plantarum, adicionadas durante el amasado de los
ingredientes para panificacion.

La sobrevivencia de L. plantarum KY131967 adicionado a la superficie de los panes de
chipilin (Crotalaria longirostrata), chaya (Cnidoscolus aconitifolius) y moringa (Moringa
oleifera), fue de 64.85% lo que significa viabilidad de 2.85x10° se obtuvo una viabilidad
de 2.055x10° UFC/ g de pan.

El desarrollo de pan probidtico o funcional es necesario, porque la demanda de nuevos
alimentos funcionales es un reto importante para satisfacer a los consumidores que
buscan alimentos beneficiosos para su salud. Sin embargo, aun se necesita mayor
investigacién cientifico-tecnolégica para optimizar la adicion de probiéticos
encapsulados y/o sustancias bioactivas, que incrementan el beneficio a la salud de los
consumidores, pero que simultaneamente garantice la calidad sensorial del alimento.
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