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Resumen

El café es una de las bebidas mas consumidas en todo el mundo, cominmente adicionada
con azlicar y crema. Siendo los sustitutos de crema en polvo los méas utilizados por su facil
almacenamiento y manipulacién. Sin embargo, se les considera poco saludables por su alto
contenido en grasa y azlcares. Recientemente, ha incrementado el consumo de alimentos o
ingredientes saludables, por ejemplo, la inulina, como sustituto de las grasas y promocién
de la supervivencia de la microbiota benéfica. El probiético Bacillus coagulans ha mostrado
una alta resistencia al pH, temperatura y estabilidad al almacenado, y es capaz de modular
el sistema inmunolégico y la microbiota. Los procesos de encapsulacién de los probiéticos
incrementan su viabilidad durante procesos de estrés, siendo el secado por aspersion el mas
comin para este proceso. El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un sustituto de
crema para café bajo en grasa adicionado de prebiético. Se afiadié Bacillus coagulans al
sustituto, y se evalud la sobrevivencia durante el secado por aspersion, digestion in vitro,
temperatura de consumo y almacenamiento. Se desarrollaron 6 formulaciones de sustituto
de crema para café a través de un disefio 3x2 de inulina y caseinato. Las tres mejores en
propiedades fisicoquimicas se usaron para encapsular Bacillus coagulans mediante secado a
180°C. Se evalué la eficiencia de encapsulacion, solubilidad, viscosidad y Aw. Ademas, se
estudid la resistencia a la temperatura de consumo del café (65 °Cy 82 °C) y a una digestion
in vitro. Se evaluaron 3 mezclas de sabores de crema, leche y vainilla. La eficiencia de
encapsulacién de Bacillus no tuvo efecto (p=0.1710) al cambiar concentraciones de inulina
y caseinato. Se obtuvieron diferencias en solubilidad (p= 0.0000) y viscosidad (p= 0.0074),
las mezclas con inulina fueron mas solubles y viscosas. La viabilidad a la temperatura de
consumo Y las condiciones gastricas fue mayor al agregar 8% de inulina. Los sustitutos no
mostraron diferencias entre la aceptabilidad del sabor por los consumidores, el sabor vainil la
es mayormente preferido. La presencia de inulina promueve una mayor solubilidad vy

resistencia a la digestion in vitro.

Palabras claves: coagulans, inulina, secado por aspersion



Abstract

Coffee is one of the most consumed beverages in the world, commonly added with sugar
and cream. Being the most used powdered cream substitutes due to its easy storage and
handling. However, they are considered unhealthy because of their high fat and sugar
content. Recently, the consumption of healthy foods or ingredients has increased, for
example, the inclusion of inulin, as a substitute for fats and promoting the survival of the
beneficial microbiota. Probiotics such as Bacillus coagulans have shown high resistance to
pH, temperature and shelf life, and is capable of modulating the immune system and the
microbiota. The encapsulation processes of probiotics increase their viability during stress
processes, being spray drying the most common. The objective of this research was to
develop a prebiotic-added coffee creamer substitute. Bacillus coagulans was added, and
survival during spray drying, in vitro digestion, consumption temperature and storage was
evaluated. 6 coffee creamer formulations were developed with O, 4 and 8% inulin as a
prebiotic and 5 to 10% caseinate. The three best in physicochemical properties were
encapsulated with Bacillus by means of a dryer at 180°C. Encapsulation efficiency,
solubility, viscosity and Aw were evaluated. In addition, resistance to coffee drinking
temperature (65 ° C and 82 ° C)and in vitro digestion was studied. 3 flavors mixes of cream,
milk and vanilla were evaluated. Bacillus encapsulation efficiency showed no effect (0.1710)
with different concentrations of inulin and caseinate. Differences were obtained in solubility
(p = 0.0000) and viscosity (p = 0.0074), being the mixtures with inulin with higher values
with respect to without the prebiotic. Viability at consumption temperature and gastric
conditions showed greater resistance when adding 8% of inulin. The substitutes did not show
differences between the acceptability of the taste by the consumers. The presence of inulin
promotes greater solubility and resistance to in vitro digestion, the vanilla flavor is mostly

preferred by consumers.

Keywords: coagulans, Inulin, Spray-dryer
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I.  Introduccion

Anteriormente, la nutricion habia sido dirigida principalmente para proveer la cantidad
suficiente de alimentos que cubrieran los requerimientos nutritivos en una dieta balanceada,
generando al consumidor una sensacion de bienestar (Blasco, 2017). El conocimiento
generado actualmente en el area de alimentos ha permitido observar que los alimentos
ingeridos regulan algunas funciones en el organismo humano mas alld de las funciones
bésicas de nutricion y saciedad, coadyuvando a mantener un mejor estado de salud y
disminuyendo el riesgo de padecer algunas enfermedades (Singh et al., 2017; Rodrigue z-
Concepcion et al., 2018 Thakkar et al., 2020; Tsai et al., 2020; Wang et al., 2019).

La necesidad de contar con alimentos que aporten mas beneficios a la salud, se ve apoyada
por los cambios socioecondmicos y demograficos que se estan dando en la poblacion por la
desnutricion y mal nutricion, ademés, del deseo de gozar una mejor calidad de ésta (Akombi
etal, 2017; Ogden et al., 2018). Actualmente, se ha potenciado la investigacion en el sector
alimentario debido a la bldsqueda de alimentos que ayuden a prevenir o mitigar desérdenes
gastrointestinales, como la intolerancia a la lactosa o cancer de colon atribuidos
principalmente al estilo de vida actual (Wegh et al., 2018; Ferndndez-Tomé et al., 2019;
Vitellio etal.,, 2019). Constantemente se estan desarrollando nuevos alimentos que afiaden o
amplian estos beneficios, por las ventajas que suponen para la salud y sus convenientes
efectos fisioldgicos a los que se denominan como alimentos nutracéuticos (Ney y Etzel,
2017; Kim et al., 2020; Hudson et al., 2020).

Los alimentos o ingredientes nutracéuticos son productos que, ademas de nutrir, aportan
beneficios a la salud y reducen el riesgo de enfermedades, a través de las sustancias
biolégicamente activas que contienen y desempefian una accion especifica en las funciones
del organismo (Vitellio et al., 2019; Ghoshal, 2019; Tsai et al, 2020). Existe una gran
variedad de productos alimenticios nutracéuticos a disposicion del consumidor, como vinos,
lacteos y bebidas tales como kombucha y café (Lépez, 2017; Kantachote et al., 2017; Garcia
et al,, 2020; Tsai et al., 2020).

El consumo anual de café en México es de 1.4 kg per capita (CEDRSSA, 2018). El café
contiene compuestos nutritivos como vitaminas del complejo B, compuestos estimulantes

como cafeina, que tiene efectos antiinflamatorios y de modulacion en el sistema inmune, o
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de regulacién como polifenoles que ayudan a modular radicales libres (Boon et al., 2017;
Sharif et al., 2017; Vitaglione et al.,, 2019). Dependiendo del gusto del consumidor pudiera
elegirse en su forma oscura o clara, por lo que la mayoria de los bebedores de café prefieren
agregar cremadores o blanqueadores al café oscuro, ya que potencializa el aroma y sabor
(Tan etal.,, 2021). Sin embargo, éstos se consideran poco saludables ya que poseen una gran
cantidad de grasas hidrogenadas que pudieran evantualmente aumentar el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Oteng y Kersten, 2020). El remplazo y reduccion de grasas
en estos productos permite obtener mejores caracteristicas fisicas y quimicas en una taza de

café y asimismo reducir los efectos que éstas generan (Hedayatnia y Mirhosseini, 2018).

Para disminuir estos riesgos, se han desarrollado productos con la intencion de aumentar el
alcance nutritivo, utilizando prebioticos como inulina o la suplementacion de proteina en
bebidas (Konar et al., 2018; De Paulo Farias et al., 2019; Souza et al., 2019; Hudson et al.,
2020), asi como se han incorporado probidticos que son microorganismos Vivos Cuyo
consumo se encuentra asociado con beneficios a la salud del sistema digestivo y respuesta
inmune (Aditya et al., 2017; Kantachote et al., 2017; Vitellio et al., 2019; Majeed et al.,
2019; Won et al.,, 2020), resultando atractivos para el consumidor. Debido a esto se han
desarrollado matrices alimentarias no convencionales, a traves de las cuales se adicionan
probioticos, tales como jugo de moringa en polvo, jugo de cereza, jugos deshidratados de
naranja, frambuesa, agua de coco y cereales, entre otros (Alves et al., 2017; Kantachote et
al., 2017; Lopez, 2017; Looi etal., 2019; Vivek et al., 2020).

A pesar de ello, es dificil asegurar su aprovechamiento cabal de los probitticos, dada su
ingesta a través del tracto gastrointestinal, donde pueden sufrir cambios debido a procesos
mecanicos, quimicos y enzimaticos que pueden generar estrés en ellos y perjudicar su

establecimiento en el intestino (Holguin et al., 2017; Amoah et al., 2019).

Se han propuesto diversas alternativas con el propdésito de evitar la pérdida y el deterioro de
los probitticos (Cassani et al., 2019). La encapsulacion, es uno de los métodos que mejores
resultados ha dado para lograr este propdsito, es un proceso aplicado para proteger, mediante
un material de recubrimiento o material pared, la estabilidad, biodisponibilidad vy
conservacion de componentes bioactivos y/o la viabilidad en microorganismos (Kim et al.,

2020; Mis-Solval et al., 2019). La seleccion del material pared es un aspecto importante para
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la encapsulacion, pues de éste dependera la proteccion eficaz del probidtico contra factores
adversos (Cassani et al., 2019). Un agente utilizado con fines saludables y de proteccion es
la inulina (Hedayatnia y Mirhosseini, 2018; Dos Santos et al, 2018). La inulina es un
prebidtico no digerible con un valor energético bajo (Ahmed y Rashid, 2019). Es utilizada
como sustituto parcial de grasa, modificador de la textura, viscosidad, caracteristicas
sensoriales y también prolonga la vida wtil de los productos (Michalska et al., 2020,
Lachowicz etal., 2020). En probidticos como agente protector permite mayor eficiencia de
encapsulado, supervivencia alta en simulaciones gastricas in vitro, ademéas, promueve el
desarrollo de los probioticos (Dos santos et al., 2018). Recientemente, se ha potenciado la
investigacion en el sector alimentario debido a la busqueda y desarrollo de alimentos
saludables, considerandose una rama de interés para la industria provocado por el
consumidor que busca mejorar su salud a través de la alimentacién cotidiana. Por lo cual, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de Bacillus coagulans encapsulado en

sustituto de crema para café con prebiotico.
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Il.  Antecedentes
En la actualidad se ha incrementado el interés del consumidor por su salud y la expectativa

de que los alimentos que consuma contribuyan a ella y mas aun, que sean capaces de prevenir
enfermedades, sobre todo porque factores tales como el estilo de vida, la exposicion
constante a factores de estrés, los cambios en los patrones dietéticos y habitos alimenticios,
asi como el consumo de farmacos (en particular antibioticos), afectan negativamente a la
salud. Lo anterior, ha favorecido la demanda de alimentos que favorecen el buen estado de
salud, denominados alimentos nutracéuticos (Bagchi, 2019; Ghoshal, 2019). Existe una gran
variedad de alimentos nutracéuticos a disposicion del consumidor, los de mayor estudio son
los afiadidos con probidticos (Lopez, 2017; Kantachote et al., 2017; Tsai et al., 2020).
Recientemente el desarrollo de alimentos simbidticos, que son una combinacion sinérgica
de probidticos y prebidticos, se ha establecido como una de las alternativas tecnoldgicas y
saludables para el consumidor, principalmente relacionado con la promocién de buena salud

del colon, la prevencion o reduccién del riesgo de enfermedades (Mohanty et al., 2018).

I1.1 Probioticos
Los probiodticos son microorganismos vivos que confieren un beneficio a la salud del
huésped y carecen de factores de virulencia y/o la capacidad de metabolitos indeseables para
el hospedador (Kerry et al., 2018). Los productos con probiéticos son considerados dentro
de los alimentos nutracéuticos, confiriendo un mejor proceso digestivo o de regulacion en el
hospedador (Cao et al., 2020). Su beneficio en la salud, se debe principalmente a que éstos
fomentan el balance microbiano en el intestino, provocado por exclusibn competitiva,
antagonismo bacteriano e inmuno-modulacién (Molina, 2019). Generalmente se relacionan
los alimentos probidticos a los del sector lacteo fermentado, sin embargo, éstos trascienden
mas alld de este grupo (Colombo et al., 2018). Con la finalidad de mejorar la alimentacion
de las personas, se han realizado estudios en estos seres permitiendo evaluar su potencial

efecto benéfico en el consumidor (Lee et al 2020).

Para su uso en alimentos los probidticos deben estar presentes en concentraciones de 1x108
UFC/mL o mg, ademas, deben ser capaces de sobrevivir durante su paso por el tracto

digestivo, tener la capacidad de proliferar en el intestino y no alterar las caracteristicas del
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alimento de forma negativa (Amoah et al, 2019; Hernandez-Barrueta et al., 2020). Los
microorganismos utilizados, son de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium
mayormente, aunque también existen otros géneros como Saccharomyces y Bacillus
(Rodriguez et al., 2016; Lopez, 2017).

El género Lactobacillus es de los probidticos cominmente utilizados, L. gasseri mejora los
efectos causados en sujetos con tendencia al estrefiimiento (Sawada et al., 2016). L. reuteri
en concentraciones de 1x10° UFC/mL o mg promueve la desinfllmacion de las vias
respiratorias Yy la respuesta de Th2 en los tejidos pulmonares a través de la modulacién de la
microbiota presente en el intestino mediante la produccion de butirato (Li et al., 2020).
Shonyela et al. (2020) observaron que la inclusién de L. rhamnosus incrementa la longitud
de las vellosidades ileales en lechones y también puede regular la proliferacion de linfocitos
T en el intestino. Ademés, en ratones con Porphyromonas gingivalis y Fusibacterium
nucleatum disminuye la inflamacion en el duodeno y modula los niveles de IL-6 en el ileon,
aunado a cambios en el microbioma intestinal (Gatej et al., 2020). La utilizacion de L.
salivarius mejora la fuerza muscular y el rendimiento de resistencia, aumenta el
almacenamiento de glucogeno hepético y muscular, ademés de disminuir los niveles de
lactato, nitrogeno ureico en sangre, amoniaco Y creatina quinasa despuées del ejercicio (Lee
etal, 2020). Nam et al. (2020) encontraron que L. plantarum HY7714 mejora la salud de la
piel reduciendo metalopeptidasas (MMP-2, MMP-9), la zonulina y la calprotectina en
plasma, ademas, mejora la integridad de la barrera del intestino. En personas con sindrome
de intestino irritable se comprobd que la inclusion de L. acidophilus CL1285, L. casei
LBC80R y L. rhamnosus CLR2 mejora el dolor abdominal y distension, siendo en los

grupos femeninos los efectos mas pronunciados (Preston et al., 2018).

Con las Bifidobacterium, se han inducido fermentaciones con Bifidobacterium sp MKK4 en
bebida de arroz permitiendo enriquecerla y una supervivencia al jugo gastrico in vitro hasta
por 4 h (Ray et al., 2017). La utilizacion de B. longum y L. rhamnosus mejord los sintomas
gastointestinales por intolerancia a la lactosa e incrementd la cuenta microbiana en el
intestino de Lactobacillus y Bifidobacterium, reduciendo las enterobacterias (Vitellio et al.,
2019). Kim et al., (2020) observaron que la utilizacion de B. longum y B. bifidum mejora la

salud mental y cognitiva en personas mayores de 65 afios, ademas de producir cambios en
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la microbiota intestinal. La inclusion individual de B. longum promueve la disminucion de
ansiedad y mejora los puntos de depresion en pacientes con sindrome de intestino irritable
en un periodo de 6 semanas (Pinto-Sanchez et al., 2017). Barba-Vidal etal., (2017) describen
que la combinacion de B. longum subsp. infantis y B. animalis subsp. lactis generan
beneficios en lechones al ser desaflados con Salmonella Typhimurium aumentando los

linfocitos intraepiteliales, la ingesta voluntaria y la relacion vellosidad-cripta.

I1.1l Factores que afectan la sobrevivencia de probioticos
Se ha establecido que la viabilidad de los microorganismos se ve afectada por diversos
factores (Figura 1). Kulkarni et al. (2018), observaron que el efecto de un entorno con
temperatura de 65 °C en una variante salvaje de L. acidophilus gener6 una disminucidn
significativa de células en 10 minutos, de igual forma resultd afectada de manera drastica en
niveles de pH 2 de una simulacion gastrica. Segun Srisukchayakul et al., (2018), incluso
utilizando L. acidophilus NCIMB 8826 con el método de adaptacion acida, en jugos de frutas
como lima y limén con pH de 2.5-3.8 no resulta adecuado para generar una mayor

supervivencia en éstos a través del tiempo.
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Figura 1. Factores asociados a la viabilidad de probiéticos. Adaptado de Cassani et al.
(2019).

La fuente de carbohidratos que el probidtico puede metabolizar resulta vital para su

desarrollo y para la generacion de metabolitos, ademas, también puede ayudar a inhibir la
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interaccion con patdgenos en el tracto gastrointestinal permitiendo establecerse de manera
més adecuada como manosa, glucosa, galactosa, xilitol entre otros (Rétsep et al., 2017; Bello
et al, 2018). Otro factor intrinseco relevante para la viabilidad de los probioticos, es la
actividad de agua, que puede inhibir el desarrollo de los microorganismos, debido a los
limites de Aw que requieren para su correcto funcionamiento cuando se presentan valores
mayores a 0.8 en alimentos (Tapia et al., 2020). Generalmente durante el almacenado, los
microorganismos  sufren cambios debido a condiciones intrinsecas mencionadas
anteriormente y externas como la temperatura ambiente o de refrigeracion (4 °C)y el tiempo
de 40 a 80 dias de almacenamiento que pueden provocar la muerte celular del género
Lactobacillus hasta de 5.8 x 10° CFU g1 (Afzaal et al., 2020; Pourjafar et al., 2020).

También se ha observado que durante el proceso de elaboracion de alimentos, los probidticos
se ven afectados por el estrés causado por temperatura, generando muerte parcial o total de
la cuenta microbiana presente (Majeed et al., 2019). Debido acello, el desarrollo de alimentos
con probidticos, aquellos con pH &cidos, baja actividad del agua, 0 que estaran expuestos a
procesos térmicos con temperaturas superiores a 60 °C, son un gran desafio ya que las
bacterias acido lacticas (LAB) son susceptibles a tales condiciones adversas (Kulkarni et al.,
2018; Afzaal et al, 2020; Tapia et al, 2020; Pourjafar et al, 2020). Debido a la
susceptibilidad de los probidticos cominmente utilizados, se han propuesto la utilizacion de
bacterias formadoras de esporas como algunas especies del género Bacillus, que muestran
estabilidad a condiciones de almacenamiento (temperatura de refrigeracion), de
composicion, de elaboracién de diferentes alimentos como queso, pan y jugo de naranja
(Soares et al., 2019, Majeed et al, 2020). La esporas de estos probidticos tienen
caracteristicas que permiten una mayor resistencia al acido gastrico y a las altas
temperaturas, mayor supervivencia, y es mas resistente a los antibioticos que otras LAB
(Bernardeau et al, 2017; Mazkour et al., 2019; Majeed etal., 2019; Xing et al., 2020). Incluso
se ha logrado conseguir la germinacion en condiciones O6ptimas de esporas de B. subtilis

después de un proceso de inactivacion superior de 100°C (Den Besten et al., 2017).

La utilizacion de Bacillus ha ido en aumento derivado de los beneficios que se han ido
encontrando. Se observo que B. subtilis en conjunto con Lactococcus lactis y Pediococcus

penstosaceus incrementaron la altura de las vellosidades intestinales y la respuesta inmune,
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ademas de promover una mayor actividad enzimatica de tripsina, amilasa y lipasa,
involucradas en la digestion (Won et al., 2020). Las cepas probioticas de B. subtilis poseen
efectos antimicrobianos, antivirales y anticancerigenos; ademéas, B. subtilis P223 inhibi6 la
adhesion de Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes y E. coli a las células HT-29
(Jeon et al, 2017). La utilizacion de B. subtilis y B. coagulans como probidticos
promovieron efectos beneficiosos en la microflora intestinal, a medida que aumentaron el
recuento de bacterias beneficiosas como las bacterias acido lacticas y disminuyeron las
dafinas como los coliformes (Mazkour et al., 2019). Ademas, crea un ambiente no favorable
para los patogenos ya que puede producir coagulina, una bacteriocina, que tiene un efecto
antimicrobiano contra microorganismos entéricos como Pseudomonas aeruginosa 0
Salmonella; las formas de esporas pueden proporcionar una ventaja para los alimentos con
probidticos como B. coagulans ( Lee etal., 2019; Xing et al., 2020).

GanedenBC30™ (BC30) son esporas de B. coagulans comercial, que se caracterizan por su
resistencia a factores de estrés como pH 2, con una supervivencia del 90% en un modelo de
simulacion gastrica (Keller et al., 2019). Anaya-Loyola et al. (2019) describieron que BC30
tiene la capacidad de modular el sistema inmune, alterando los niveles séricos de TNFa,
CD163, G-CSF, ICAM-1, IL-6, IL-8, MCP-2, RAGE, UPAR, y disminuyendo desordenes
gastrointestinales y respiratorios en nifios. Ademas, incrementd la utilizacion de proteina,
ayudando en la digestion de macromoléculas a través de una variedad de enzimas digestivas
producidas como lipasas, amilasas y proteasas (Keller et al., 2017; Jager et al., 2018; Fu et
al, 2019; Cao et al., 2020). Shinde et al., (2019) evaluaron las esporas de B. coagulans
MTCC5856 y observaron que sobrevivian un 94% de las células después de un proceso de
simulacion gastrica de 4 h, y una capacidad de adhesion potencial para la colonizacién del
intestino y exhibieron respuestas inmunomodulatorias y anti-inflamatorias promoviendo la

secrecion de citoquinas IL-8 y IL-10 en células HT-29.

El uso de bacterias formadoras de esporas con propiedades probidticas en los alimentos, por
lo tanto, puede ayudar a superar diversos desafios técnicos y ampliar la posibilidad de aplicar
microorganismos probidticos a una gama mas amplia de productos (Konuray y Erginkaya,
2018; Majeed et al., 2019). A pesar de mostrar mayor resistencia a factores de estrés, son

afectadas por las altas temperaturas de los procesos a los que son sometidos los alimentos y

19



a largos periodos de exposicion a pH acido en su germinacion y células viables (Keller et
al., 2019; Majzoobi et al., 2019).

Segun Majeed et al., (2019) el producto comercial B. coagulans MTCC 5856 sometido a
estrés por temperaturas de hasta 80 °C y durante el proceso de elaboracion de bebidas de
café y té, alcanzd hasta un 94.6 % de viabilidad de sus esporas, ademas, observaron que su
porcentaje de germinacion incrementaba cuando se encontraba en presencia de azlcares
como inulina o fructo oligosacaridos. Ademas las esporas de B. coagulans también han
presentado porcentajes de supervivencia Yy almacenado superiores al 90% a procesos de
elaboracion de wafles, dulce de chocolate y de banana, conservas de fresa y mantequilla de

cacahuate soportando temperaturas mayores a 80°C y pH de 3 (Majeed et al., 2016)

El desarrollo de nuevos productos con probidticos resulta un reto debido al ambiente al que
se exponen estos microorganismos, el cual puede ser estresante y perjudicial para su
sobrevivencia; las caracteristicas como la humedad, Aw, pH, temperatura de almacenado
promueven un efecto negativo que puede ocasionar inclusive cambios en el producto
(Srisukchayakul et al., 2018; Prasanna y Charalampopoulus, 2019; Tapia et al., 2020).
Debido aello se recurre a procesos de encapsulacién que permitan una mayor resistencia a
factores adversos (Kim et al.,, 2020; Mis-Solval et al., 2019).

I1.1I1 Encapsulacion y agentes encapsulantes
La encapsulacion es un proceso de proteccion de la estabilidad, biodisponibilidad,
componentes bioactivos y viabilidad de microorganismos a través de un material de
recubrimiento que genera una barrera contra factores externos (Rodriguez et al., 2016).
Adicionar agentes protectores promueve la resistencia de los probidticos durante la
deshidratacion, almacenamiento o digestion, incluso la inclusion de prebidticos alternativos
como agentes protectores que crean un efecto simbiotico con el microorganismo (Cassani et

al., 2019; Prasanna y Charalampopoulos, 2019).

Existe una diversidad de procesos de encapsulacion con diferentes caracteristicas, en general
estos métodos pueden clasificarse como métodos fisicos y métodos fisicoquimicos. Entre los
métodos fisicos se incluyen secado por aspersion, liofilizacién, recubrimiento por lecho
fludizado y extrusion; entre los métodos fisicoquimicos se encuentran inclusion molecular
y atrapamiento por liposomas—(Gaudreau et al., 2016; Cassani et al., 2019; Ji et al., 2019)
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Los procesos utilizados para encapsulacion de probidticos comiunmente son: liofilizacion, y
secado por aspersion. Estas técnicas involucran un factor determinante para la sobrevivencia
de los microorganismos durante el proceso de encapsulacién, la temperatura, que en caso de
la liofilizacion se basa por sublimacion, mientras que el secado por aspersion funciona por

evaporacion (Arepally y Goswami, 2019: Cassani et al., 2019; Ozkan et al., 2019).

La liofilizacion es un proceso de deshidratacion utilizado para aumentar la vida Util de las
particulas procesadas, su manejo y almacenamiento; en primer lugar se congela el producto
a bajas temperaturas de forma rapida para evitar la formacion de cristales, luego pasa a un
proceso de secado al vacio para la evaporacion y desorcion del agua; esta compuesto
principalmente por una camara de vacio, condensador, bomba de vacio y un sistema de
control (Fonte et al., 2016). El porcentaje de compuestos encapsulados en este proceso
utilizando agentes protectores como goma arabica (GA) puede ocasionar un efecto
perjudicial sobre las caracteristicas de la capsula, sin embargo, resulté ser un método mas
efectivo al encapsular compuestos antioxidantes comparado con el secado por aspersion
(Ballesteros et al., 2017).

El secado por aspersion es la trasformacion de una matriz liquida a sélida, consta de tres
etapas: 1- la formacion de la emulsion entre el material central y el recubrimiento, 2- la
homogenizacion y aspersion por un portador de gas caliente para lograr el evaporacion del
solvente, 3- recoleccion de particulas secas por ciclones o un filtro (Ozkan et al., 2019). Las
caracteristicas de los polvos obtenidos del método de aspersion estan relacionadas con los
factores de procesamiento, incluyendo temperatura de secado, velocidad de flujo de aire de
secado, tipo de agente portador y concentracion del agente portador (Arepally y Goswami,
2019; Gul y Atalar, 2019; Mis-Solval et al., 2019; Yoha et al., 2020)

En secado por aspersion utilizando temperaturas de 160 °C de aire de entrada y un flujo de
aire de 601 L/h en L. casei Shirota provoc6 una reduccién de 0.43- 1.62 ciclos logaritmicos,
mientras que al ser encapsulado por liofilizacién con condiciones de 50-60 mTorr de presion
y temperatura de -85 °C causOé una reduccién de 0.02- 0.69 ciclos logaritmicos de la
viabilidad de las células utilizando una variedad de agentes encapsulantes como goma
arabiga, suero de leche reconstituido y maltodextrina (Gul y Atalar, 2019). Yoha et al.,

(2020) observaron que utilizar temperaturas de entrada en el secado por aspersion de 110 +
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5°C, y de salida de 62 + 5°C y un atomizador de 1.45 mm de diametro generd una eficiencia
de encapsulacion cercana al 90% utilizando L. plantarum encapsulado con
frutooligosacaridos, maltodextrina y proteina de suero, ademas, se obtuvieron tamafios de
particula menores comparados con un proceso de liofilizacién. Obtener tamafios de particula
reducidos, baja actividad de agua y el contenido de humedad incrementa la supervivencia de
células de L. plantarum (Mis-Solval et al., 2019). Se ha observado que las altas temperaturas
puede generar burbujas de vapor dentro de la matriz pared (Alves et al., 2017). El proceso
de encapsulacion elegido y sus condiciones de trabajo, aunado al material encapsulante
pueden generar particulas de tamafio variable que logren afectar el desempefio o las

caracteristicas del producto (Pourjafar et al., 2020)

Aumentando la temperatura de entrada (130-150 °C) del proceso se reduce la Aw vy el
contenido de humedad del polvo, incrementando la concentracion del encapsulante (goma
arabica 10%), estas caracteristicas se reducen aln mas, sin embargo, aumentar la temperatura
también redujo la eficiencia de encapsulacion en L. acidophilus (Arepally y Goswami,
2019). En B. coagulans se observo que aumentar la temperatura de entrada manteniendo un
flujo de 1.2 mL/ min el porcentaje de células viables disminuia utilizando diferentes

materiales encapsulantes (Pandey y Vakil, 2017)

Se han realizado diversos estudios en la evaluacion de secado por aspersion vy liofilizacion
para la encapsulacion de células, en el que se ha establecido que el material pared o
encapsulante juega un papel importante en el la eficiencia de encapsulacion, el tamafio de
particula, y su desempefio a factores de estrés como pH, temperatura y almacenamiento
(Archacka et al., 2019; Arepally y Goswami, 2019; Yoha et al., 2020; Gul y Atalar, 2019).
La formulacion del recubrimiento por si mismo es el factor mas determinante; existe una
variedad de recubrimientos como goma arabica, alginato de sodio, maltodextrina entre otros
compuestos, que han sido reportados como materiales de pared adecuados para un proceso
de encapsulacion (Rodriguez et al., 2016; Cassani et al., 2019). Se ha observado que la
utilizacion de goma arabica, un polisacarido obtenido de resinas de algunas plantas, como
encapsulante de L. acidophilus en concentraciones de 2 a 10 % p/v en combinacion con 20%

de maltodextrina en secado por aspersion, resultaron en un contenido de humedad, Aw y
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eficiencia de encapsulacién adecuados, a una temperatura de 150°C de entrada de aire
(Arepally y Goswami, 2019).

Maltodextrina (MD) es una mezcla polimeros de glucosa comlnmente utilizado como
material encapsulante, combinada con fructooligosacaridos y que fue utilizada para
encapsular L. plantarum, lo que generé un mayor contenido de humedad y Aw en relacion
2:1, sin embargo, cuando se incluyé proteina de suero en relacién 2:0.5:0.5 las cépsulas
obtenidas presentaron un menor contenido de agua Aw, la eficiencia de encapsulacion
aumentd un 5% vy su viabilidad a pH 3.2 durante 1 h se redujo 1 ciclo logaritmico, a
diferencia de una célula no encapsulada cuya viabilidad se redujo 4 ciclos logaritmicos
(Yoha et al., 2020). En un estudio similar Gul y Atalar (2019), utilizaron una solucién al
30% p/v de MD, GA vy suero de leche reconstituido (SLR) y la mezcla de éstos para
encapsular L. casei Shirota; los autores observaron que utilizando SLR y GA enuna relacién
1:1 generaba una mayor cantidad de células viables después del encapsulado, promovia la
resistencia a exposicion por temperaturas de 72 °C durante 1 min, y las capsulas con MD y

MD:GA se mostraron susceptibles al interactuar en un pH 2 durante 2 h.

En un estudio utilizando proteina de soya y calcio, para encapsular L plantarum por el
método secado por aspersion se obtuvieron particulas de 10 pm con una relacion 35:1, pero
aumentar la relacion a 122:1 gener6 particulas més grandes (100 um) e irregulares, las
capsulas expuestas a 80 °C durante un minuto no se vieron afectadas con respecto a la cuenta
inicial a diferencia de células liofilizadas que mostraron una reduccion de hasta 2 ciclos

logaritmicos (Gonzalez-Ferrero, et al., 2020).

Hernandez-Barrueta et al. (2020) utilizaron soluciones de proteina de suero (7.5 % p/v) y
almidén de huazontle modificado (20 % p/v) para la encapsulacion de L. rhamnosus GG a
traves de secado por aspersion utilizando una temperatura de entrada de 140 °C y flujo de
7.5 mL/min; terminado el proceso de encapsulacion presentd una pérdida de 0.96 log CFU/g,
un bajo contenido de humedad (2.13), Aw (0.04) y un tamafio de particula de 13.05 um,
caracteristicas que mostraron ser funcionales para la proteccion y estabilizacion de

componentes en una matriz alimentaria como el té negro.
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Se ha observado que la utilizacién de quitosano combinado con otro agentes encapsulantes,
como goma xantana o alginato de sodio, para una doble encapsulacion de L. acidophilus
presentd un mayor nimero de células viables después de 2 h de exposicion a fluidos gastricos
e intestinales simulados comparados con las capsulas sin doble encapsulacion y las células
libres, en concentraciones maximas de 1% de estos agentes, permitiéndoles mantener células
viables (De Aragjo et al.,, 2016; Shu et al., 2018). Otro estudio realizado por Jantarathin et
al. (2017) utilizando una doble encapsulacién con 3 % de alginato de sodio y 0.8% de
quitosano e inulina para L. acidophilus, observaron que un 60 % de células sobrevivian
después de exponer las capsulas a 70 °C durante 60 min y 90 °C durante 5 min. En L.
plantarum y L. casei en concentracién de 3 % promovid resistencia en las células durante la
exposicion por temperaturas de hasta 75 °C durante 1 min y por 10 min a temperatura de 65
°C (Rather et al., 2017). Se evalud la encapsulacion de L. casei en alginato de calcio (AgCa)
y proteina de suero concentrado (PS) a una concentracion de 2% p/v para cada uno, donde
se observd que AgCa gener6 un menor tamafio de particula (716 um), una eficiencia de
encapsulacion del 96%, comparado con 94% de PS; la cuenta de células viables mantenia
un mejor comportamiento utilizando AgCa en condiciones de pH 3y después de 80 dias de
almacenamiento en helado de crema (Afzaal et al., 2020). De igual manera se evalué la
sobrevivencia de L. rhamnosus y L. acidophilus microencapsuladas por extrusién utilizando
alginato de sodio, las cuales presentaron una mayor viabilidad al paso de 42 dias con respecto

a las células libres (Pourjafar et al., 2020).

Afzaal et al, (2019) mencionan que la utilizacion de 2 % alginato de sodio alcanzd una
eficiencia de 98% de encapsulacion, sin embargo, cuando se utilizd una matriz alterna, como
el carragenano, se obtuvo un 96%, presentando ambas céapsulas valores de resistencia al pH
2 durante 120 min con una reduccion de 4 ciclos logaritmicos con respecto las células libres
que fue de 8 ciclos logaritmicos, durante un tiempo de almacenado de 21 dias en yogurts
similares. La mezcla con fibras puede aumentar la viscosidad del fluido y reducir la
eficiencia del encapsulado, una alternativa a esto es el uso de sustancias como polivinil
alcohol y polietilenglicol, que utilizindolos con extractos de chicoria de 1% Y alginato-Ca
1.5%, proporciona un desempefio adecuado a condiciones de pH y una liberacion gradual
potencial de las células en el intestino (Kim et al.,, 2020). Un agente encapsulante de interés

en los ultimos afios es la inulina, un carbohidrato polimérico complejo, hidrofilo y natural,
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aunado a sus propiedades prebioticas y de mitigar la inflamacion intestinal, propiedades
inhibidoras de crecimiento tumorales, aumentar la absorcion de calcio, entre otros (Wilson
y Whelan, 2017; Gupta et al., 2019). La elaboracién de encapsulados simbidticos permite un
mejor establecimiento del microorganismo al ser protegido en mayor medida y por ser capaz
de aprovechar los componentes de la capsula para su desarrollo (Rosolen et al., 2019). La
inclusion de inulina como pared en los probidticos ha permitido observar que permite una
eficiencia de encapsulamiento de hasta 86% a 120 °C en L. acidophilus y una mayor
resistencia a condiciones gastrointestinales simuladas de pH 2 de hasta 80% de
sobrevivencia, hasta un 30% mayor comparado con capsulas sin la presencia de inulina (Dos
Santos et al., 2018). Gonzalez et al., 2017 mencionan que la mejora de la viabilidad de L.
acidophilus en presencia de los &cidos gastrointestinales, podria deberse a la baja penetracion
de éstos en el ncleo de la microcapsula, al tener una estructura méas estable con la presencia
del prebidtico. Ademas, la inclusién de éste prebidtico no afecta la forma ni el tamafio de las
micro capsulas, permitiendo sus propiedades originales pero con una mejora estructural y de

desarrollo (Qaziyani et al., 2019).

La utilizacién de inulina en combinacién con otros agentes encapsulantes como proteina de
suero ha mostrado una eficiencia de encapsulacion mayor a 89%, también mejora
significativamente la sobrevivencia de los probidticos durante el paso de condiciones
gastrointestinales simuladas por el sinergismo de esta (Maleki etal., 2020). Cuando se utiliza
alginato de sodio (AgNa) con inulina en concentraciones de hasta 1.5%, los encapsulados
soportan el estrés gastrico de pH 2 durante 2 horas con una reduccion de 1 ciclos
logaritmicos, ademas, de que disminuye la velocidad de acidificacion comparado con células
libres en yogurt, en un tiempo 4 semanas (Prasanna y Charalampopoulus, 2019). En L. lactis
se ha obtenido hasta un 94% de eficiencia de encapsulacion con un 10% de inulina y 12%
de proteina de suero en la suspension, con resultados positivos en la resistencia a pH gastrico
de 2 y su estabilidad al ser expuestas en diferentes tiempos de almacenamiento, mostrando
que después de 64 dias ain mantenia una estabilidad estructural que le permitié a L. lactis
una sobrevivencia mayor que las células no encapsuladas, asimismo también observaron que
no se veia afectada significativamente expuesta hasta 65 °C durante un periodo de 30 min
(Rosolen et al., 2019). La inclusion de 10% de inulina con un 82% de aspiracién y un flujo

de 10 mL/ min en L. acidophilus a 120°C permite obtener un 86% de eficiencia de
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encapsulado; en condiciones gastrointestinales cuando se incorpord la inulina promovia una
mejora en la supervivencia de éstas, comparado con las células libres que después de 30min
expuestas se reducian mas del 95% de ellas en la fase gastrica (Dos Santos et al., 2018).
Actualmente no existen reportes sobre encapsulamiento de Bacillus coagulans con inulina,
ya que este microorganismo ha presentado buen desempefio en la sobrevivencia a factores
de temperatura en los alimentos, pero este microorganismo al encontrase en un medio con
prebidticos como frutooligosaridos y azucares simples se permite un mayor porcentaje de
germinacion (Majeed et al., 2018; Majeed et al., 2020)

I1.IV Efecto en vida de anaquel
La inclusion de probioticos encapsulados con células libres afecta las caracteristicas

fisicoquimicas (disminucién de pH, aumento de viscosidad y acidez) y sensoriales de
productos como el helado. Es importante la eficiencia del encapsulacion y la no actividad de
microorganismos libres para evitar cambios indeseados en el producto por lo que es
recomendable utilizar s6lo células encapsuladas para promover una mayor estabilidad de las

caracteristicas sensoriales (Afzaal etal., 2020; Pourjafar et al., 2020).

Al utilizar otros agentes que ayuden a una mayor estabilidad de la capsula como malto
dextrina y oligo-fructosa enriquecida con inulina se mantuvo una cantidad de células viables
Optima entre 100-150 dias al realizarse el proceso de encapsulacion por liofilizacién,
mientras que por secado por aspersion se vid afectada a 60 dias en almacenamiento a 25 °C
y 60% humedad relativa en L. plantarum CECT 220 (Gonzélez-Ferrero et al., 2020).

La microencapsulacion de L. acidophilus con pectina + salvado de arroz permitio6 mantener
la viabilidad de la células con 0.2 de Aw durante 120 dias de almacenamiento a 7 ° C, sin
embargo, a temperaturas de -18 °C 0 25 °C se vio afectado a los 90 dias con una reduccion
de hasta 2 ciclos logaritmicos (Raddatz et al., 2020). Gul y Atalar (2019) reportaron que en
liofilizados de proteina de suero:goma arabica con L. casei Shirota no afect6 el pH en postres
almacenados durante 14 dias a 4 °C. El almacenamiento de bebidas de té verde con
probidticos encapsulados a temperaturas de refrigeracion con periodos de luz y oscuridad no
afect6 las caracteristicas sensoriales, presentando estabilidad en polifenoles y color durante
5 semanas (Hernandez-Barrueta et al., 2020). El almacenamiento de polvos con probi6ticos

depende principalmente de la humedad y de la temperatura, la actividad de agua (Aw) puede
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generar aglomeracion de particulas y actividad fisico-quimica como promover actividad
enzimatica y reducir pH (Vivek et al., 2020).

Almacenar a 25 °C representa una ventaja para los productos por el gasto energético, en
polvos de banana con capsulas de L. acidophilus y L. casei se mantuvieron estables las
condiciones  fisico-quimicas de Aw, humedad y pH y aceptabilidad del producto a

temperatura ambiente con una humedad inicial del 5% (Bora et al., 2019).

Alves et al. (2017) describen que mantener la humedad en el producto entre 1.7% y 2.6%
mejora la viabilidad de las células. La presencia de 20 equivalentes de maltodextrina, en el
capsulas de L. casei NRRL B-442 obtenidas por secado por aspersion, con un flujo de aire
de entrada de hasta 90°C promovidé una baja absorcion de agua en un polvo y estabilidad de
células viables durante 5 semanas, el flujo de aire de entrada a 70°C gener6 una mayor
sobrevivencia de células encapsuladas y menores cambios en el contenido de humedad. Se
observo que esporas de B. coagulans se mantuvieron estables hasta por 24 meses en el café
y el té a temperaturas de 25 °C y 60 +/- 5 % HR sin alterar las caracteristicas sensoriales del
producto (Majeed et al., 2019).

Majeed et al. (2016) observaron que las esporas de este Bacillus coagulans mantuvieron un
porcentaje de viabilidad superior al 97%, almacenada durante 12 meses en productos como
conserva de fresa y aceite vegetal de cocina, ademas, presentaron un 99% de viabilidad en

jugo de manzana a pH de 3.5 durante 6 meses en condiciones de refrigeracion.
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. Justificacion

Actualmente hay una preocupacion progresiva sobre los alimentos y el cuidado de la salud,
es por eso que las industrias han buscado las aplicaciones de probidticos, prebibticos, y otras
sustancias en estos productos para satisfacer esas necesidades, y ayudar en el reciente
problema de salud (como obesidad, cancer de colon) por una mala alimentacion. Entre los
que destacan géneros como Lactobacillus, Saccharomyces y Bacillus. Bacillus coagulans es
el microorganismo que en los Gftimos afios ha incrementado su uso ya que, al ser un
probidtico formador de esporas, le permite ser mas resistente a factores de estrés que la

mayoria.

Sin embargo, la inclusion de este tipo de sustancias en los alimentos a veces no resulta
eficiente, debido a que son susceptibles al proceso gastrico que es principalmente pH y
enzimas, resultando enuna pérdida de viabilidad o funcionalidad, debido a este problema se
ha recurrido a procesos de encapsulacion. Que es un método por el cual se recubre la célula
0 sustancia con un material pared, que le permitirdn resistir las condiciones de estrés

generadas en el alimento, al consumo o durante la digestion.

El uso de los probiéticos encapsulados es una alternativa para incrementar la sobrevivencia
y controlar la microbiota de éste, asi como mejorar el funcionamiento del metabolismo
humano o prevencidn de enfermedades. La encapsulacion en la actualidad se aplica para
preservar 0 proteger una amplia gama de productos como enzimas, sabores,
microorganismos entres otras mas. Lo cual permite que en ciertos alimentos mantengan los

beneficios que poseen.

El proceso més utilizado para encapsular es por secado por aspersion, que involucra altas
temperaturas que evaporan la humedad, y genera un producto estable y duradero debido a su
baja humedad, Aw y tamafio de particula. Aunado a ello, dicho factor es perjudicial para los
probidticos, ya que puede reducir o eliminar la concentracion de éstos durante este proceso,
debido a ello, estos microorganismos se colocan en matrices o materiales pared para su
proteccion y permitan una mayor sobrevivencia de éstos, ademas de otorgarle caracteristicas

a las capsulas que le permiten una mayor estabilidad a diversos factores.

Existe una diversidad de materiales pared usados para encapsular, recientemente ha surgido

una alternativa de éstas, que es la utilizacion de prebidticos, que son moléculas que
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generalmente el sistema digestivo humano no digiere, y que se caracteriza por ser alimento
directo para la microbiota, denominandose asi como alimentos simbioticos. Entre este tipo
destaca la inulina, capaz de funcionar como un excelente material pared aumentando la

sobrevivencia en la digestion, estimulando el establecimiento y desarrollo de los probibticos.

Sin embargo, al incluirse en vehiculos alimenticios es de vital importancia que estos
materiales pared no genere un cambio en las propiedades del alimento. Generalmente se
utilizan alimentos de gran consumo 0 con intereses particulares para ser de selectos para ser
alimentos con estas capsulas. A nivel mundial la bebida de café es la mas importante después
del agua, esta se consume generalmente con azlcar y cremas 0 sustitutos de crema. Estos
sustitutos de crema son un vehiculo potencial para encapsulados simbidticos de manera
industrial debido a que son generados por el mismo proceso (secado por aspersion), siendo
asi un producto muy estable y viable de acuerdo a la preferencia del consumidor de ingerirlo.
Por esta razon, este trabajo fue realizado para evaluar el encapsulamiento de
microorganismos probioticos para obtener un alimento que ofrezca no solamente las ventajas
de un alimento de alta calidad, sino también un producto con las ventajas de tener probidticos
y prebi6ticos incorporados.
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IV.  Objetivos
General
- Desarrollar una formulacién de un sustituto de crema con prebiotico para café con el
probidtico Bacillus coagulans incorporado y evaluar su sobrevivencia durante el

almacenado, digestion in vitro y elaboracion de la bebida de café.

Especificos
- Desarrollar y caracterizar un sustituto de crema para café potencial con prebidtico

incorporado para ser vehiculo de B. coagulans obtenida por secado por aspersion.

- Evaluar la sobrevivencia del probiético encapsulado adicionado en el sustituto de
crema durante el proceso de elaboracion de la bebida del café.

- EBEvaluar la viabilidad in vitro de B. coagulans adicionado en el sustituto de crema, en
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.

- Evaluar las caracteristicas sensoriales del sustituto de crema con inulina y Bacillus
coagulans en consumidores

- Evaluar la vida de anaquel del probiotico encapsulado, en el sustituto de crema para
café.
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V.  Material y Métodos o Metodologia.

Desarrollo del sustituto de crema

Se usaron los siguientes componentes en la formulacion del sustituto de crema: sélidos de
jarabe de maiz, dioxido de silicio, fosfato dibasico de potasio, diacetyl tartésteres de cido
arico demono-y diglicérido (datem), mono Y diglicéridos, caseinato de sodio, carragenina,
tripolifosfato de sodio, inulina, aceite de soya (Nutrioli.) y sabor artificial. Otros ingredie ntes
como café comercial (Los portales®), crema de café comercial (Coffee mate®), y azlcar

(Zulkka®) se compro del supermercado local (Querétaro, México).

Preparacion de crema

Las emulsiones del sustituto de crema se elaboraron de acuerdo con un método descrito por
Hedayatnia y Mirhosseini (2016) con algunas modificaciones. En el Cuadro 1 se muestran
las formulaciones de las cremas elaboradas. Se realizd en dos fases, oleosa (dispersa) y
acuosa. La fase oleosa contenia el aceite de soya (12- 25% p / p), mono y diglicéridos
(emulsionante, 2.5 % p / p), y Datem (blanqueador, 1 % p / p) se mezclé en un vaso de
precipitado de 100 mL y se mantuvo en un bafio de agua termocontrolado (70 ° Cy agitacion
a 100 rpm durante 20 min). La fase acuosa que consistio en caseinato de sodio (5- 10 % p /
p), didéxido de silicio (1,0% p / p), fosfato de hidrégeno dipotasico (2.5% p/ p), tripolifosfato
de sodio (2 % p / p), saborizante (1% p / p), solidos de jarabe de maiz (60% p / p) e inulina
(0 al 8% de inclusion p/ p), se dispersé gradualmente ocupando el 40% (p/ v) en agua
destilada caliente (80 =5 ° C) y se agitd a 100 rpm durante 5 min. Posteriormente la fase
oleosa se agregd gradualmente a la fase acuosa. Luego, la mezcla se agitd suavemente
durante 10 minutos para preparar la emulsion de crema. La emulsion de crema se
homogeneiz6 utilizando un homogeneizador (Armfield, FT9) de alta presion (a una presion
de 1500 psi durante 3 ciclos) antes del proceso de secado. Todas las cremas formuladas se

prepararon bajo las mismas condiciones de secado.
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Cuadro 1. Disefio de formulacion del sustituto de crema g/100

Formulas/ Aceite | Caseinato _
ingredientes | de soya | de sodio Inulina

F1 55 z -

F2 0 T -

F3 51 S )

F4 16 T 7

F5 17 5 5

F6 12 T .

Valores fijos en el sustituto de crema: Jarabe de maiz 60 g/ 100; mono vy di glicéridos 2.5 ¢/
100; Didxido de silicio 1 g/ 100; Sabor artificial 1 g/ 100; Fosfato di basico de potasio 2.5 g/
100; Datem 1 ¢/ 100; Tripolifosfato 2 g/ 100.

Secado por aspersion del sustituto de crema

La emulsion de crema homogenizada se alimentd a un secador por pulverizacion a escala de
laboratorio (modelo BUCHI B-290, Flawil, Suiza). Las muestras se atomizaron con un
atomizador en la camara de secado. El procedimiento de secado por pulverizacion se
establecio en las siguientes condiciones: temperatura de entrada, 180 £ 5 ° C; temperatura

de salida, 80 £ 5 ° C; y velocidad de alimentacion, 10 mL / min.

Contenido de humedad.

El contenido de humedad de los sustitutos de crema se midio de acuerdo con al método
establecido por la NMX-F-083-1986. El contenido de humedad se determind por triplicado
para cada muestra y el resultado se expresd en base himeda.

Actividad de agua

La actividad del agua (aw) de todas las cremas regulares e instantaneas se midid por
triplicado utilizando un medidor de actividad de agua AqualLab (Serie 3TE, Decagon
Devices Inc., Pullman, WA, EE. UU.) Con £ 0.001 sensibilidad a 21 ° C.
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Viscosidad aparente

La viscosidad aparente de todas las cremas se midid con un reometro (BROOKFIELD) a
temperatura ambiente (25 £ 1 ° C). El experimento se realizd reconstituyendo 20 g de crema
en 100 mL de café preparado (70 £ 5 ° C). Se tomaron 25 mL de las muestras y se agitaron
con un agitador de vidrio antes del analisis. Antes de la prueba, todas las muestras se dejaron
reposar 5 minutos para alcanzar la condicion de equilibrio a 25+ 1°C. La viscosidad aparente

se midio por triplicado para cada muestra segun Hedayatnia and Hamed Mirhosseini (2016).

indice de solubilidad en agua (ISA)

Se determind segun lo descrito por Jafari etal., (2017). Para determinar ISA, se suspendieron
2,5 g de polvo en 30 mL de agua destilada a temperatura ambiente en un tubo de centrifuga
tarado. La suspension se agitdé en un vortex durante 1 minuto, se coloc6 en un bafio de agua
(Fater Electric, Iran) a 37 ° C durante 30 min, y luego se centrifugd a 3500 rpm y 4 °C
durante 20 minutos. El sobrenadante liquido se vertid en un crisol previamente pesado y se

secd a 105 ° C hasta un peso constante. ISA fue calculado mediante la siguiente ecuacidn
(Ec):

Peso sobrenadante seco 00

ISA % = Ec. 1

Peso de lamuestra inicial

Proceso de encapsulacién de GanedenBC32C con sustituto de crema.

Inicialmente se coloc6 1 gramo del producto en polvo GanedenBC3C (esporas no
encapsuladas de B. coagulans) en 50 mL de agua peptonada esterilizada se agitdO durante 5
min. Se transfirio 1.0 mL de la suspension obtenida a 9.0 mL de agua peptonada esterilizada
en un tubo de ensayo y se mezcld con el equipo Vortex durante 10 segundos. Se realizd este
Ultimo paso 6- 7 veces para obtener una dilucién de 107-8 por duplicado.

La cuantificacion se realizd por el método de conteo en placa, en medio agar extracto de
levadura y glucosa (Ver Anexo 2), se tomd 1.0 mL de cada uno de los 3 Ultimos tubos de
dilucion y se colocd en las placas Petri por triplicado, luego se agregé de 15 a 20 mL de
medio fundido a una temperatura aproximada de 50°C en cada una de ellas, y se agitaron de
acuerdo y en contra a las manecillas del reloj. Una vez solidificadas, las placas se incubaron

en una posicion invertida a 40°C + 2°C durante 48 horas. Se utilizo un control negativo para
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asegurar la eficiencia del proceso. Posteriormente se cuantifico el nimero de colonias por

placa multiplicando por el inverso del factor de dilucion.

Se tomaron 3 formulaciones potenciales para ser utilizadas con la inclusion del probiético
con diferencias en solubilidad y viscosidad. Se elaboraron las mezclas como previamente se
describieron, se pasteurizaron durante 5 min a 70°C y se dejaron enfriar, alcanzando 40 °C
se procedid a agregar 1 gramo del probidtico comercial por cada 200 mL de mezcla.
Posteriormente se mezclé durante 10-15min a 100 rpm. La encapsulacion de probiéticos se
realizd siguiendo las mismas condiciones con las que se elaboraron los sustitutos de crema.
Los polvos fueron recolectados en un recipiente de recoleccion usando un separador

ciclénico y almacenado en bolsas de polipropileno estéril para estudios posteriores.

Determinacién de la eficiencia de encapsulacién (EE) de B. coagulans.

La muestra (polvo probidtico secado por aspersion) se suspendid en 0,1% de solucién
peptonada estéril (1:10 p/v), Para la disolucién completa de los polvos, la suspension se
mezcld con un vortex durante 3 minutos a temperatura ambiente.

El recuento se realizd mediante diluciones en serie de la suspension inicial y se sembro en
placas de agar extracto de levadura y glucosa por triplicado. La incubacion se realizd a
temperatura de 40 + 2 ° C durante 48 h. Placas que contenian 30-300 colonias fueron
elegidas para contar las células viables y expresado como log UFC / g. La eficiencia de

encapsulacion se expresdé como:
. . . ., N
Eficiencia de encapsulacion = 0 X 100 Ec. 2

Donde N y NO son log UFC / g después y antes de la encapsulacion, respectivamente.

Evaluacion de la sobrevivencia de B. coagulans durante la elaboracion de la bebida de
café.

Para medir la tolerancia de B. coagulans encapsulado al estrés durante la elaboracién de la
bebida, se realizaron tratamientos con niveles de temperatura de 65°C y 82°C,
permanecieron expuestas durante 10 min segun Majeed et al., (2019) y Kulkani et al., (2018).
100 mL de café reconstituido fueron preparados mezclando 5 g de café liofilizado y café

molido tostado en 100 mL de agua de los diferentes tratamientos. Posteriormente se
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afiadieron 3 g de la crema formulada con cépsulas, se mezcld con un agitador de vidrio
durante 1 min. Una vez elaborada la bebida, se tomaron datos del volumen total, peso exacto
dela crema y se recogieron alicuotas de 100 pL para la cuantificacion, el contenido se enftrid
a temperatura ambiente después del tratamiento térmico, la cuantificacion se realizd por el
método de conteo en placa en medio agar extracto de levadura y glucosa (ver Anexo 1). La
supervivencia de las células se expreso tanto en encapsulados como en células libres de

acuerdo con la ecuacion:
. . N
% de sobrevivencia = o X 100 Ec. 3

Donde N es el nimero de células viables (UFC / mL, g) después de la exposicion a la bebida
caliente y No es el nimero de células viables (UFC / mL, g) antes de la exposicion a

afecciones gastrointestinales

Evaluacion de las capsulas en condiciones gastrointestinales in vitro

Para la evaluacion de B. coagulans en el sustituto de crema se siguid la metodologia
reportada por Aradjo et al. (2016) con algunas modificaciones. Se mezclaron 0.1 g de crema
con B. coagulans en 1M HCI pH 1.8, pepsina 3 g L™! (pepsina de mucosa gastrica porcina
P7000, Sigma Aldrich) y se incubaron a 37 ° C bajo continua agitacion por 2 h.
Posteriormente, el pH de las muestras se ajustd a 5.0 y se afiadid bilis 1 g L-(bilis bovina
B3883-25G, Sigma Aldrich) y pancreatina 1 g L™ (pancreatina del pancreas porcino P3292,
Sigma Aldrich) respectivamente, incubando nuevamente a 37 ° C durante 2 h. Finalmente,
el pH se ajustd a 7.5 manteniendo las concentraciones de la bilis y la pancreatina. Las
muestras fueron incubadas a 37 ° C durante 2 h bajo agitacion continua hasta un total de 6 h

de andlisis. Los recuentos se realizaron al inicio Yy final de cada etapa de incubacion.

El porcentaje de supervivencia de B. coagulans se determind segin Gandomi et al., (2016)
tomando 1 mL de muestra de las células en los tiempos de toma de muestra establecidos, el
recuento celular se llevd a cabo utilizando el método de recuento de placa descrito

anteriormente. La tasa de supervivencia (%) de bacterias se calculé usando la ecuacion:

% sobrevivencia = %X 100 Ec. 4
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Donde N es el nimero de células viables (UFC / cm3, g) después de la exposicion a
condiciones gastrointestinales y No es el nimero de celulas viables (UFC /cm3, g) antes de

la exposicion gastrointestinal.

Evaluacion sensorial

Para la eleccion del sabor del sustituto de crema desarrollado se eligié la muestra elaborada
con 8% de inulina de la cual se prepararon 3 sustitutos de crema con sabor a vainilla, leche
y crema. Se realizd através de un disefio de mezclas (Ver Cuadro 3), se eligieron 3 mezclas
(3, 7y 9) que involucraron los 3 sabores para generar percepciones no tan marcadas en el
producto, y una crema comercial como control en la evaluacion sensorial de acuerdo a la
NOM-251-SSA1-2009. La prueba heddnica (Ver Anexo 2) fue realizada por 35 panelistas
no entrenados (consumidores) de diferentes edades (mayor a 18) en el comedor de posgrado
de la Facultad de Quimica, Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ) entre las 8 am-1
pm. Fueron invitadas personas consumidoras de café a través de un poster (Ver Anexo 3).
Los panelistas fueron colocados en la sala de evaluacion, en ausencia de ruido, bajo luz
blanca y sin la interaccion de los demas participantes. Se proporciondé agua a libre acceso,
para limpiar el paladar después de cada evaluacion. Inicialmente, 100 mL de cafe
reconstituido fue preparado mezclando 5 g de café instantineo en 100 mL de agua caliente.
Posteriormente se afiadieron 3 g de la crema formulada y la crema comercial a la bebida de
café reconstituido. Para cada panel, se sirvieron bebidas (20 mL) que contenian sustituto de
crema formulada y el comercial en vasos de codificados con tres numeros de digitos
aleatorios. Los panelistas calificaron el sabor, aroma, color y aceptabilidad general de ambas
muestras en una escala hedonica de nueve puntos, escala que va desde "no me gusta

extremadamente, 1" hasta "me gusta extremadamente, 9"

Evaluacién de la vida de anaquel del sustituto de crema probidticos encapsulados.

Para la prueba de estabilidad durante el almacenamiento el sustituto de crema con
probidticos, se almacend en bolsas metalizadas a 25 ° C durante 3 meses. La viabilidad de
células se determind mediante conteo en placa en agar extracto de levadura y glucosa a 0,
15, 30, 45, 60, y 90 dias.
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Para la prueba acelerada el producto se sometid a diferentes temperaturas y tiempos de
almacenado 80 °C durante 32 h, 90 °C durante 12 h'y 100 °C durante 12 h, las muestras
fueron recolectadas en los minutos 0, 60, 120, 240, 480, 960 y 1920 para 80 °C; 0, 30, 60,
120, 180, 240, 300 y 720 min para 90° °Cy 0, 15, 30, 60, 90, 120, 240 y 720 para 100 °C;
la viabilidad de células se determind mediante conteo en placa en agar extracto de levadura

y glucosa.

Basados en las curvas de sobrevivencia (log vs tiempo), el modelo de Weibull fue usado
para modelar la sobrevivencia del probidtico durante las condiciones de estrés por

temperatura en las condiciones aceleradas a través de la siguiente ecuacion:
UFC = c + (d _ C)exp(—exp(b (log(tiempo) —log(e))) Ec. 5

donde d es la asintota superior, c la asintota inferior, e es el valor del tiempo (min) que
produce una respuesta media entre dy c, mientras que b es la pendiente alrededor del punto
de inflexion. El parametro b puede ser positivo 0 negativo Yy, consecuentemente, las UFC

puede crecer o decrecer a medida que el tiempo incrementa.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico Statgraphics (software version
3.6). Las comparaciones fueron realizadas mediante un andlisis de varianza factorial
(ANOVA) y Tukey para determinar si hay un efecto en las caracteristicas fisicoquimicas, y
ANOVA simple para evaluar las caracteristicas de eficiencia y sobrevivencia a la
temperatura de consumo. Un valor P <0.05 se consideré que denota significancia estadistica

para nuestros criterios, independientemente de la insignificancia estadistica.
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VI.  Resultados vy discusion
Caracteristicas fisicoquimicas

Las caracteristicas de las cremas obtenidas se observan en el cuadro 1. Se prepararon 6
mezclas diferentes con requisitos necesarios para cumplir con la NOM-051- SCFI SSAL
2010. Segin Hedayatnia y Mirhosseini (2016), la reduccion de grasas y energia con inulina

en sustituto de crema es posible sin generar efectos adversos.

Humedad y actividad de agua
El contenido de Aw obtenido en los polvos fue entre 0.21y 0.16, y de humedad alrededor

de 1.2 % respectivamente, no se encontraron diferencias significativas, esto fue debido
principalmente al uso de las mismas condiciones Yy el pequefio cambio en las formulaciones.
Segun O'Sullivan et al. (2019), la inclusion de inulina y la disminucién de aceite no produce
un cambio en estas caracteristicas, dado que el proceso de secado por aspersion se encarga
de eliminar la cantidad de agua en el producto a través de altas temperaturas utilizadas. Ya
que la cantidad de agua depende de la temperatura utilizada, la temperatura de salida,

velocidad de flujo y sistema de aspersor (Jafari etal., 2017).

Cuadro 2. Caracteristicas fisicoquimicas de sustitutos de crema

Sustituto  de | Humedad (%) | Actividad de | Solubilidad (%) | Viscosidad (cpi)
crema agua

F1 1.21 0.2+0.01 80.77£2.06 2.76+0.23
F2 1.18 0.18+0.005 84+1.01 3.03+£0.24
F1 1.19 0.16+0.006 93.4+0.84 3.21+0.21
F4 1.21 0.21+0.01 94.26+0.27 3.36+0.12
F5 1.19 0.18+0.02 94.21+0.78 3.26+0.05
F6 1.25 0.15+0.002 96.26+0.38 3.40£0.15
Valor p 0.9929 0.3285 0.0000 0.0138

Las actividades de agua obtenidas en las formulaciones son comparables a los productos
comerciales actualmente en el mercado, ya que se requiere un periodo extenso de
almacenado paraasegurar la estabilidad del producto. Las formulaciones presentaron valores
menores a 0.3, asegurando estabilidad ante cambios fisicoquimicos, por enzimas o por
reacciones de oxidacidén, mientras mas alta sea la Aw y mas se acerque a 1.0, que es la del
agua pura, mayor sera su inestabilidad. Por el contrario, los alimentos que son bajos en Aw,

son menos susceptibles ante reacciones quimicas Yy/o enzimaticas que ocurren en los
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alimentos (oscurecimiento, rancidez, etcétera) durante el almacenamiento, asi como en el

crecimiento de hongos, levaduras y bacterias (Badui, 2013).

Viscosidad aparente

La viscosidad presentd diferencias relativamente significativas (p= 0.0138) entre los
sustitutos de crema, siendo las mezclas con inulina las que presentan mayores valores de
viscosidad (3.4 centipoise) con respecto a las mezclas no adicionadas con inulina (2.8
centipoise), debido a que después de la hidratacion, forma dispersiones coloidales viscosas
0 geles, ademds, la inulina cuando presenta cadenas largas muestra una alta viscosidad en
agua, a diferencia de cuando son cortas que tienen una fuerte interaccidn con las moléculas
de agua por su caracter altamente hidrofilico (Gupta et al., 2019). La temperatura de entrada
al secador aplicada de 180 °C pudo haber ocasionado que la presencia de inulina no
presentara tanta variabilidad en la viscosidad entre las muestras que la contienen, ya que
Bohm et al., (2005) observaron que temperaturas de entrada de 165 °C provoca el

rompimiento de las cadenas largas de inulina, lo que implica menor viscosidad.

Figura 2. Viscosidad aparente de sustitutos de crema
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indice de solubilidad en agua (ISA)

La solubilidad del sustituto de crema formulado presentd valores mayores (p valor=0.000)
en presencia de inulina de entre 93- 96% de solubilidad, con respecto a los sustitutos sin el
prebidtico 80-84 %, generalmente los sustitutos de crema comerciales oscilan en un minimo
de 70% de solubilidad, en este trabajo se obtuvieron valores superiores en todos los

sustitutos. El secado por aspersion genera cambios estructurales en la inulina, estos cambios
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dependen de tres parametros principalmente: peso molecular, tamafio de cadena y
temperatura de secado (Gupta et al., 2019), esto influye en su solubilidad, ya que depende
de la mezcla de moléculas presentes, las moléculas més pequefias se incorporan primero y
al final las grandes como complemento estructural. La temperatura en el proceso de secado
por aspersion es capaz de generar cadenas cortas de inulina (fructooligosacaridos) que
favorezcan a una mayor interaccion entre las moléculas con el agua (Beccard et al., 2018).
Ademds, estos residuos de fructooligosacaridos (FOS) forman estructuras con los demés
ingredientes y generan una mayor solubilidad. Como la temperatura al momento de consumo
es alta, los vacios intermoleculares del agua también aumentan debido al aumento de la
energia cinética de las moléculas de agua y con ello aumenta las condiciones de solubilidad
(Chikkerur et al., 2019).

Figura 3. indice de solubilidad de sustitutos de crema
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Eficiencia de encapsulacion (EE) de B. coagulans.

En este trabajo evaluando las 3 formulaciones con diferencias fisicoquimicas (F1, F3y F6),
la eficiencia no se vio afectada por la presencia de inulina en las mezclas, este prebidtico
tiene un efecto protector més influyente en otros probidticos que son mas sensibles a
temperaturas (Shinde et al., 2020; Lachowicz et al., 2020). Para elaboracién de los sustitutos
de crema, con un alto ndmero del probidtico B. coagulans, los microorganismos deben
resistir la alta temperatura que se aplica durante el secado por aspersion. Debido a que las
esporas tienen paredes gruesas, se ha demostrado que pueden soportar altas temperaturas,
humedad baja y otras condiciones como luz, nutrientes, etcétera (Haldar, L. y Gandhi, D. N.

2020). Las esporas de este probidtico han mostrado resistencia hasta temperaturas de 260 °
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C durante 5 minutos, como reporta Majeed et al (2021) con 73% de viabilidad. En este
trabajo se utilizaron 180°C, una temperatura menor a la reportada y en las muestras
evaluadas se encontrd6 una sobrevivencia entre un 85% a 90%, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos a través del ANOVA (P =0.1710).
Es posible que la estructura de la inulina se modificara formando cadenas largas a cadenas
cortas que se hidrolizaron a causa de las altas temperaturas durante el secado por aspersion,
lo cual podria influir més en las caracteristicas de funcionalidad del producto y que no se

reflejara en un efecto protector a las esporas (Beccard et al., 2018).

Figura 4. Eficiencia de encapsulacion de Bacillus coagulans en sustituto de crema.
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Evaluacién de la sobrevivencia de B. coagulans durante la elaboracion de la bebida de
café.
Se realizd el desafio de incorporacion del sustituto de crema probidtico con 0, 4 y 8% de

inulina a las bebidas de café utilizando café soluble y café en grano tostado, molido y
percolado. No se encontraron diferencias con respecto al tipo de café utilizado, sin embargo,
a la temperatura de 82 ° C si se encontr6 una disminucién hasta de 1.2 % en el sustituto con
8 % de inulina (Figura 5y 6), en la viabilidad del microorganismo utilizando cafe tostado.
Este efecto puede atribuirse a la composicion del café ya que se sabe que el efecto
antimicrobiano de los extractos de cafe tostado se debe principalmente a la accion de las
melanoidinas, producto de las reacciones de Maillard y la caramelizacion que se producen

al tostar el café y los compuestos fendlicos (Mesias y Delgado, 2017).
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Figura 5. Viabilidad a temperatura de consumo en café tostado a 65 ° C
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Figura 6. Viabilidad atemperatura de consumo en café tostado a 82 ° C
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En el café soluble (Figura 7y 8) no presentd ningun efecto significativo en la sobrevivencia
del microorganismo, manteniéndose practicamente el 100% de sobrevivencia después de la
exposicion en temperatura de 82 °C (p= 0.4831) y de 65 °C (p=0.4641) durante 10 minutos.
La temperatura de la bebida de café al interactuar con el probidtico no juega un papel
importante en el momento del consumo, pero si la matriz en la que se consume, ya que es
posible que otra variedad de café puede causar un mayor efecto en su sobrevivencia. Por otro
lado, el proceso por el cual se elabora el café soluble (por liofilizacion) genera un producto
menos variable en composicién, en comparacion con el tostado debido a los cambios

fisicoquimicos que provoca anteriormente mencionados (Gloria et al., 2019).
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Figura 7. Viabilidad atemperatura de consumo en café liofilizado a 65 ° C
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La resistencia de las esporas de B. coagulans a factores hostiles permite obtener una alta
sobrevivencia tanto en procesos como en una diversidad de matrices y productos que por si
solo logra un éxito para la innovacion tecnoldgica alimentaria. Majeed et al. (2018) sostienen
que no es necesario encapsular la espora del microorganismo ya que resiste hasta 82 °C
durante el proceso de preparacion del café y té negro, con una viabilidad superior al 99%,
esto es debido a la estructura de la espora que le permite mantener intacto tanto sus receptores

de germinacion como la integridad de su ADN por esos periodos tan cortos de estrés.

Figura 8. Viabilidad atemperatura de consumo en café liofilizado a82 ° C
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Evaluacion en condiciones gastrointestinales in vitro

Se evalué con la finalidad de conocer la respuesta del probidtico en estas condiciones, ya
gue este punto es clave para que un producto probidtico sea viable para consumo, debido al
pH y enzimas que intervienen en el proceso de digestion y generan un dafio en estos. Las
esporas de B. coagulans mostraron una alta resistencia en el proceso de digestion simulado.
El efecto de la digestion gastrointestinal in vitro mostrd diferencias significativas segun el
tipo de mezcla estudiada (Figura 9), la mezcla F1 presentd un valor menor en la tasa de
supervivencia del 92% al final de los 180 min de digestion, (p=0,000). Las formulaciones en
las cuales se adiciond inulina mostraron un efecto protector (formulacion 4y 8), ya que se
presentd una tasa de supervivencia entre el 95 y el 98%. La resistencia al proceso de
digestion es crucial ya que asegura que la dosis ingerida llegue realmente al tracto
gastrointestinal (TGI) donde esencialmente ejerce su efecto. Dos Santos et al. (2018)
menciona que en contraste con la temperatura en donde Bacillus coagulans presenta alta
resistencia, el pHy las enzimas gastrointestinales pueden generar un efecto negativo en la
sobrevivencia, sin embargo, debido a la lenta degradacién de las microcapsulas de inulina
en condiciones acidas, resultd en un bajo impacto de la supervivencia de los probioticos. En
base a estos resultados, la incorporacién de prebioticos como la inulina puede ser una
alternativa para mejorar la supervivencia de los probidticos a través del tracto
gastrointestinal (Rosolen et al., 2019). Ademés, la supervivencia de las células probiéticas
microencapsuladas en este paso se puede atribuir a que la inulina resiste la hidrélisis por
enzimas gastrointestinales, a una mayor estructuracion de la capsula con la inulina y a la
rehidratacion mas lenta del polvo (Gupta et al., 2019). Ademas, la presencia de solidos de
jarabe se ha observado que también es viable para utilizarlo como encapsulante, si bien a no
tan altas temperaturas en otros microorganismos, es posible que junto a la inulina jueguen
un papel sinérgico para una mejor estructuracion de la capsula que permite una mayor

sobrevivencia ante estas condiciones (Jantarathin etal. 2017, Mis-Solval et al., 2019).



Figura 9. Viabilidad en condiciones gastrointestinales simuladas
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En este trabajo se observo que el probidtico tiene una tolerancia natural alos acidos gastricos
y biliares, asi como una resistencia suficiente frente a las enzimas digestivas que permiten
su supervivencia durante el paso por el estomago Y el tracto intestinal superior coincidiendo
con Keller et al.(2019) y Behbahan et al.(2019). La fase estomacal fue la que generé una
reduccion significativo (p = 0.000) en la supervivencia (Figura 7). Segin Venema et al.
(2019) las esporas no germinan adecuadamente cuando entran en contacto con el pH éacido
menor a 2 del estbmago, mostrando un estado de latencia. En esta etapa hubo una reduccién
de hasta un 8% del total de células probioticas viables en la mezcla sin inulina. Hay varios
compuestos en el jugo gastrico que pueden contribuir a la actividad bactericida, siendo el
mas importante el acido clorhidrico que proporciona el pH bajo. La mayoria de los estudios
han informado que un pH <2.0 podria destruir las bacterias, y sin embargo, estos datos son
generalmente relacionados con probidticos no formadores de esporas, ya que las esporas
probidticas se desempefian de mejor manera en cuanto a sobrevivencia en este medio acido
(Keller et al., 2019). La pepsina es una enzima digestiva que se produce en el estbmago y
descompone las proteinas en péptidos mas pequefios. La pepsina en el estomago facilita la
destruccion de bacterias; por lo tanto, es necesario investigar el efecto simulado de la pepsina
y el pHen la cepa (Dettmar, 2019).

La estadia duodenal e intestinal no gener6 un efecto significativo en la supervivencia, ya
que, a diferencia del estdbmago, tienen un pH més adecuado para su desarrollo sin provocar
estrés, hidrélisis o efectos adversos en las células. Segun Pacheco et al., (2018) la presencia

de prebioticos como la inulina mejora la supervivencia de los probibticos ya que es una
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fuente de alimento que permite un rapido establecimiento cuando se encuentran las
condiciones ideales. En las esporas se ha demostrado que cepas del género Bacillus se
adhieren en el intestino y posteriormente germinan, la espora germina en presencia de
nutrientes 0 no nutrientes y otras condiciones ambientales favorables, estos nutrientes
activan los receptores germinantes provocando la liberacion de iones, incluidos Ca2 +y

DPA, del nlcleo de las esporas (Bernardeau et al., 2017).

Evaluacion sensorial

En la evaluacién sensorial realizada en los sustitutos de crema se utilizaron los sabores de
crema, vainilla y leche. Se evaluaron mezclas de los sabores por un panel de 40
consumidores mayores de 18 afios, en los que se observd que la mayoria de los sustitutos de
crema fue calificada como “me agrada o me agrada mucho”, oscilando la mayoria de los
valores entre 7'y 8 similar al control. Estadisticamente no se encontraron diferencias en sabor
(P=0.0577), olor (P=0.4725), color (P=0.7569) y aceptabilidad general (P=0.1933)
respectivamente, sin embargo, la mayor media en aceptabilidad general fue obtenida por el
sustituto de crema sabor vainilla. Segun un estudio realizado por Liu et al. (2021) los
impulsores universales del gusto por algunas bebidas incluyen sabores cocidos / lechosos y
caramelizados, sabor dulce y viscosidad, mientras que los de disgusto son los relacionados
con los granos/ cereales y astringentes. Es posible que la percepcion positiva mayor en la
aceptabilidad general en el sustituto de crema sabor vainilla, se deba a que segin Wang et
al. (2018) este sabor tiene una interaccion directa en la percepcion del dulzor, y a su vez esta
caracteristica mostrd sinergismo entre el sabor y aroma percibido en leche desnatada,
siempre y cuando sea suministra en dosis bajas o medias, la vainilla incluso puede sustituir

la percepcidn del dulzor en productos con menos cantidad de aztcar en el alimento.

Cuadro 3. Disefio de mezclas para el establecimiento de sabor en el sustituto de crema

Mezcla Sabor vainilla Sabor crema Sabor leche
1 0 0.50 0.50

2 0.50 0 0.50

3 0.17 0.67 0.17

4 0 0 1

5 0.33 0.33 0.33
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6 0.5 0.50 0
7 0.67 0.17 0.17
8 1 0 0
9 0.17 0.17 0.67
10 0 1 0

Evaluacion de la vida de anaquel del sustituto de crema con probiéticos

La sobrevivencia de Bacillus durante los 3 meses en almacenamiento atemperatura ambiente
no mostré un cambio drastico en la cuenta inicial y final de los muestreos (Ver Figura 8)
manteniendose en un 99.98 % de UFC, este dato era esperado ya que Majeed et al. (2018),
mencionan que coagulans en productos con baja cantidad de humedad Y actividad de agua
puede permanecer hasta por al menos 24 meses, esto es debido a su estructura en forma de
espora que puede permanecer en estado de latencia hasta encontrar condiciones Optimas para

germinar.
Figura 10. Viabilidad en anaquel en condicion normal
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En la figura 9 se observa que después de un tiempo expuesto adichas condiciones no genera
un cambio drastico en la sobrevivencia en condiciones aceleradas a 80°C, con respecto a la
temperatura de 90°Cy 100 °C, los valores encontrados en las asintotas inferiores después de
realizar Weibull fueron 1.0619e+09, -2.7819e+07, -1.1591e+10 respectivamente, en las
temperaturas de 90 °C y 100 °C utilizadas en este experimento generé un mayor cambio en

el comportamiento de la viabilidad, comparada con la temperatura a 80 °C, Majeed et al.
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(2018) observaron que aexpuesto a 82 °C en agua caliente no generaba un dafio significativo
en la viabilidad, y si su germinacion se encontraba en presencia de prebioticos, la cantidad
de células aumentaba con respecto al tiempo de germinacion. Se desconoce con exactitud el
comportamiento del porqué a ciertas temperaturas altas ain mantiene su integridad, pero esta
directamente relacionada con su estructura de espora y la proteccion extra que le otorga la
inulina como pared. Para la temperatura a 80 °C la asintota mantuvo un valor positivo y no
llegd a cero como las demas, esto quiere decir que permanece de una manera estable sin
mostrar indicios de que a temperatura menor, este microorganismo no resulte afectado a
través del tiempo. El rendimiento de la esporulacion suele ser maximo a la temperatura de
crecimiento, pH o aw 6ptimos, y disminuye a medida que la temperatura, el pH o aw se
desvian del 6ptimo. Las pequefias proteinas solubles en acido que se unen al ADN son una
de las principales causas de la resistencia al calor seco de este probiodtico (Bressuire-lIsoard
et al., 2018). Las proteinas de la capa de esporas que tienen un papel en la germinacién son
CotE, SpolVA, SpoVM, SpoVID y SafA (permitiendo el paso de germinantes); aunado a5
grupos de moléculas clasificadas como biotinas, piridoxinas, riboflavinas, tiaminas y folatos
(Secaira-Morocho et al., 2020; Kapse et al., 2019, Cho y Chung, 2020). En este estudio no
se aprecié un efecto drastico en condiciones de 80°C por lo que realizar una prediccion a
través del tiempo resulta poco practico, ya que a temperatura ambiente el periodo de
viabilidad seria extremadamente largo, ademas, que hay reportes de 2 afios, aunado a 3 meses

expuesta a condiciones normales sin cambios aparentes en su viabilidad es en este trabajo.

Figura 11. Distribucién Weibull de muerte microbiana en distintas temperaturas
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VII. Conclusiones

Se desarrolld un sustituto de crema con inulina potencial para ser vehiculo de Bacillus
coagulans a través del secado por aspersion, con una solubilidad mayor al 90% y baja

humedad (1% aprox.) y actividad de agua (0.2).

El probidtico expuesto a la temperatura de consumo de la bebida de café hasta de 85 °C
durante 10min, no presentd disminucion en la sobrevivencia café en grano molido como

liofilizado.

La sobrevivencia de Bacillus en el ensayo gastrointestinal fue de aproximadamente 95.5- 98
% en los sustitutos con inulina, mientras que sin el prebiodtico alcanzaba un 91 %, siendo la

etapa del estomago la de mayor efecto sobre esta.

El estudio sensorial, mostré que el sustituto con sabor a vainilla fue preferido en cuanto a
aceptabilidad general por los consumidores, sin embargo, no observaron diferencias

estadisticas entre el sustituto de crema desarrollado en este trabajo y el comercial.

Bacillus coagulans mostré estabilidad en almacenamiento normal capaz de mantenerse
practicamente intacto en su cuenta microbiana después 3 meses, y del estrés por
almacenamiento acelerado por temperatura de 80°C no gener6 un cambio en el, por lo que

resulta innecesario la prediccion ya que se prolongaria por afios a condiciones normales.
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Anexos

Anexo 1

Diluyente (0,1% de agua peptona)

Preparacion

El agua peptonizada es preparada disolviendo 1 gramo de peptona (ex: Bacto Peptona) en
1.000mL de agua dionizada. Se debe ajustar el PH a 7.0 con &cido lactico. La solucion es
esterilizada al vapor a 15 PSI durante 15 minutos para luego enfriarla.

Preparacion de la solucion de Rastreo de Minerales

NaCl ..o 500 MQ. === mmmmm e o e e e e e e -
FeSO4 . 7TH20 ..o 900 MQ. === mmm e o o e e e e e e
MnSO4 . H20 .....cocoiiiiiieeee 800 MQ. === === mmm e e e e e e e e
ZnSO4 . TH20 ..., 80 MQ. —mmmmmm e e e e e e
CuSO4 . 5H20 ..o, 80 Mg, ==mm o mmm o e e
DI Agua ..o 50 mL

Levadura, glucosa, extracto de agar medio

Extracto de levadura en polvo ...........ccccevvenene 500.
PePtoNa .....coovie e 500.
D-gIUCOSA ..o 500.
K2HPOA ...t 0,5¢.
KH2PO4 ... 0,549
MOSO4 ... 0,3g.
Soluciéon de Rastero de Minerales ..................... 1,0 mL.
AQUA DI .o 1000,0 mL.
Agar (se afiadiran después del ajuste del pH)..... 15 g.

Combinar los ingredientes juntos y mezclarlos bien. Ajustar el PH del medio a 6.3 con acido
HCI. Luego de ajustar el PH, agregar el Agar y traer el medio a hervir. Luego de que el Agar
se haya disuelto por completo colocarlo en el Autoclave y esterilizarlo a 121-C (250°F)
durante > 15 minutos.
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Anexo 2

Evaluacion sensorial del sustituto de crema para café

Muestra:

Nombre:

Para cada uno de los atributos a continuacion evalle la intensidad percibida,

encerrando enun circulo el nimero que crea clasificar su preferencia.

Sabor 1 2 3
Color 1 2 3
Olor 1 2 3
Textura 1 2 3

¢Consumiria este producto?

Observaciones

4 5 6

4 5 6

4 5 6

4 5 6
Si

No

iMUCHAS GRACIAS!
~ 4
—
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Anexo 3

Poster parainvitar al puablico

{Te gusta caté con crema?

EUWRIO U0 9Jed Un 331ewio]

sopand  udrIqUIE] ‘SIUOISIOIP sewo] 1§

9181110954
alejandro.rajr@gmail.com

Luis Alejandro Ramon Javier

Lugar: Sala de evaluacién sensorial CAIDEP, facultad de quimica, UAQ
Fecha: 22 marzo- 2 abril Horario: 7 am- 10 am
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