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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos vivos que aportan beneficios en la salud. Se
pueden encontrar en productos como yogur, alimentos fermentados, suplementos
alimenticios, entre otros. Actualmente incorporarlos a productos que requieren
coccién en una parte de su procesamiento, constituye un reto debido a su
sensibilidad ante el estrés térmico. Es por esto que se han implementado
metodologias de microencapsulacion para protegerlos de condiciones hostiles a las
gue puedan llegar a exponerse ya sea en el procesamiento del producto o durante
su ingesta. El objetivo del trabajo fue evaluar la microencapsulacion de dos cepas
probidticas (Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus casei) con almidén
modificado tipo 4, para la eficiencia y rendimiento de encapsulacién, asi como la
sobrevivencia a estrés térmico y digestibilidad in vitro en un producto carnico cocido.
Para ambas cepas las mejores condiciones utilizadas para microencapsular
cumplieron con una eficiencia mayor a 85% y con rendimientos del 50%.
Microorganismos microencapsulados de ambas cepas mostraron mayor resistencia
a condiciones térmicas y a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal en
comparacion con sus estados libres; Lactobacillus rhamnosus GG resulté ser mas
resistente a las condiciones adversas que Lactobacillus casei. Una vez adicionados
los microorganismos microencapsulados a la salchicha cocida, se obtuvo una
concentracion entre 10°-107log (UFC/g) después de la simulacién del tracto digestivo
con lo que se obtuvo una salchicha cocida probiotica.



INTRODUCCION

Hoy en dia se esta en la bausqueda constante de consumir alimentos mas sanos que
respondan a las necesidades en cuanto a requerimientos nutricionales, facil
preparacién y consumo. El consumo de salchichas cocidas ha aumentado en los
ultimos afios. Debido a que estos productos no suelen aportar beneficios a la salud
o la microbiota del organismo, se tiene el interés de darle un valor agregado al
producto adicionandole probidticos, donde existen desafios debido a que, al ser
adicionados en este tipo de alimentos cocidos, su viabilidad se ve sumamente
reducida debido a la inestabilidad que presentan en condiciones adversas, como
temperatura de coccion, concentracion de sal, aditivos, entre otros. Es por eso que,
se han implementado tecnologias como la microencapsulacién de probiéticos con
materiales modificados para protegerlos contra entornos hostiles y que al momento
de consumirlos cumplan con su funcién probidtica. Por ello, este trabajo busca
microencapsular dos probiéticos (Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus casei)
e incorporarlos en la formulacion de una salchicha cocida y comparar su
sobrevivencia y digestibilidad in vitro.



.  ANTECEDENTES

.1 Probidticos

La palabra probittico viene de la era moderna, en 1907 Metchnikoff y Mitchell,
expresaron que los probidticos son una modificacién de la diversidad microbiana en
los humanos y reemplaza los microorganismos dafinos por otros utiles, en la cual
sugerian administrar de forma oral organismos vivos (bifidobacterias) a nifios con
diarrea para restaurar la microbiota intestinal. Fue hasta 1960 que se le dio el nombre
“probidtico” para nombrar a sustancias producidas por microorganismos que

promovian el crecimiento de otros microorganismos (Lilly y Stillwell, 1965).

En la era moderna Havenaar y col. (1992), propusieron la definicién de probidtico
como un mono o cultivo mixto viable de bacterias que, cuando se aplica a animales
o al hombre, afectan al huésped de forma beneficiosa al mejorar las propiedades de
la microbiota autoctona. Fue asi como el concepto de probidtico evolucioné a través
del tiempo y en el 2001 la FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) y WHO (World Health Organization) definieron probiético como
“microorganismo vivo que, cuando se administra en cantidades adecuadas, confiere
un beneficio en la salud del huésped”. Después en el 2014 la definicidn fue analizada
por 12 expertos integrados en la ISAAPP (Internatinal Scientific Organization of

Probiotics and Prebiotics) confirmandolo como correcto (Vinderola y Burns, 2021).

.1.1 Generalidades

Los probi6ticos comprenden una amplia gama de microorganismos e implican ciertas
caracteristicas como: célula microbiana, identidad, viabilidad y un beneficio para la

salud demostrado por un ensayo clinico (Vinderola y Burns, 2021).

En 2018 la ISAPP propuso los criterios minimos que debe tener un microorganismo
para que se considere probidtico, los cuales se anuncian a continuacion (Lebeer y
col., 2008; Ellen, 2018):



1. Caracterizacion suficiente para identificar el probidtico dentro del género,
especie y nivel de cepa.

Probidtico nombrado de acuerdo con la nomenclatura cientificamente valida.
Nombre del probidtico incluyendo la designacion de la cepa.

Seguridad de probioticos demostrada para el uso previsto.

Cepa probidtica depositada en una coleccién de cultivo internacional.

Demostrar al menos un estudio en humanos que tiene beneficios en la salud.

N o g s~ w D

Mantener la homeostasis microbiana e inhibir la proliferacion de patégenos a
través de interacciones microbianas.
8. Promover el funcionamiento de la barrera epitelial o modular la respuesta

inmune.

Las cepas mas utilizadas son Lactobacillus y en menor medida Bifidobacterium,

Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus y Escherichia (Vinderola y Burns, 2021).

.1.2 Beneficios a la salud

Los probidticos tienen beneficios en la salud, algunos de ellos como Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus y Bacillus aumentan la formacion de
metabolitos y producen acidos grasos de cadena corta (AGCC), como acido acético,
propidnico, butirico y lactico, teniendo actividad anti patégena, es decir inhiben los
microorganismos patdgenos como Salmonella entérica, Serovar typhimurium y
Clostridium difficile, ademas los AGCC disminuyen el pH del colon protegiendo a las
células, previniendo la colonizacion patdégena y la absorcion de carcindGgenos
(Wollowski y col., 2001; Tejero-Sarifiena y col., 2013; Nistal y col., 2015).

Se ha demostrado que la suplementacion a corto plazo estimula, modula, mejora y
regula la funcion inmunitaria celular al iniciar la activacion de genes especificos de
las células del huésped (Kristensen y col., 2016; Miller y col., 2018). También la
microbiota vaginal se ve beneficiada manteniendo un equilibrio, teniendo una menor
incidencia de infecciones en el tracto urinario (Waigankar y col., 2011; Tachedjian y

col., 2017). En adultos con sobrepeso u obesidad el perfil lipidico se regula debido a
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gue se estimula el sistema nervioso simpatico asociandose a una pérdida de peso
por respuestas termogénicas Yy lipoliticas pudiendo reducir significativamente los

niveles de colesterol total y triglicéridos (Wang y col., 2021).

Los probidticos estimulan la permeabilidad de la barrera intestinal disminuyendo su
rigidez, igualmente controlan la inflamacion intestinal, reducen la migracion de la
microbiota patdégena al lumen intestinal, tratan el sindrome del intestino irritable,
reducen el colesterol, disminuyen la toxemia, también tienen propiedades
antioxidantes, mejoran la sensibilidad a la insulina, modulan la liberacion de
hormonas gastrointestinales, regulan el comportamiento cerebral a través de sefiales
neuronales bidireccionales como parte del eje intestino-cerebro del que se ha
mostrado que el consumo de probidticos mixtos tiene efectos anti-alergénicos
(Kristensen y col., 2016; Majewska y col., 2020; Eastwood y col., 2021; Nawaz y col.,
2021; Zhang y col., 2021).

De la misma manera los probioticos tienen actividad anticancerigena. Badgeley y col.
(2020), reportaron que las bacterias Lactobacillus y Bifidobacterium han mejorado la
apoptosis de las células cancerosas, en especifico se observé que la adiciéon de
Bifidobacterium como probiético, tuvo un efecto anticancerigeno disminuyendo la
poblacién de Fusobacterium que es un microorganismo que produce un tipo de
cancer, ademas disminuye la proliferacion de células cancerosas mediante la
inhibicion de la sefalizacion del factor de crecimiento, asi como la induccion de
apoptosis mediada por mitocondrias. Se ha asociado que durante la
guimio/inmuno/radioterapia se inhiben las citocinas proinflamatorias mejorando la
accion de los medicamentos, ya que la microbiota intestinal se ve modificada.
También algunas cepas de Lactobacillus como L. plantarum, L. paracasei, L.
rhamnosus y L. casei inhiben el crecimiento y migracion de células cancerosas del
colorrectal disminuyendo la expresion de algunos genes en especifico (Escamilla y
col., 2012; Faghfoori y col., 2020).



Pegah vy col. (2021) reportaron que bacterias del género Bifidobacteria y Lactobacillus
retrasan la progresion y desarrollo de la diabetes tipo Il protegiendo contra el estrés
oxidativo, secretando hormonas gastrointestinales para mantener la homeostasis y
controlar la proliferacidn de las células epiteliales. Otras cepas de Lactobacillus como
L. Johnsonii, L. rhamnosus GG, L. fermentum y L. acidophilus GMN-185, poseen

actividad antagodnica sobre Helicobacter pylori (Gao y col., 2021).

En los ultimos afios se han realizado estudios para ver si existe una relacion con los
trastornos psicoldgicos y la administracion de probidticos en el cual se informa que
hay una mejoria de los sintomas afectivos y cambios en el estado de animo al

momento de consumir probioticos (Long-Smith y col., 2019).

1.1.3 Efecto de diversos tipos de estrés sobre la viabilidad de los probioticos

El consumo de alimentos probidticos en dosis adecuadas ha aumentado debido a la
conciencia sobre los beneficios para la salud, sin embargo, su aplicacion en diversos
productos aun es un reto tecnologico debido a la sobrevivencia de los

microorganismos probidticos sobre diversos tipos de estrés.

La FAO/OMS (2002) informé que el consumo de microorganismos probiéticos
deberia oscilar entre 10° y 107 UFC/g o mL (UFC, unidad formadora de colonias). Sin
embargo, cuando se utilizan bacterias como probidticos, su viabilidad debe
permanecer estable durante toda la vida util del producto alimenticio y debe
mantenerse su resistencia al ambiente acido del estbmago y a las sales biliares en
el intestino delgado. Otros factores que afectan la viabilidad bacteriana son el pH, la
concentracion de acido lactico y acético, perdxido de hidrégeno y contenido de
oxigeno disuelto del producto. A continuacion, se observa en la Figura 1 la viabilidad
de algunas bacterias en el sistema digestivo al momento de consumir diferentes

probioticos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364381931028X#bib6

Microorganismo

Estémago Streptococcus,
<102 UFC/mL Lactobacillus,

pH 1-2 mm) Bifidobacterium
Lipasa gastrica, Bacteroides,
pepsina Enterobacteriaceae,
30min-4 h levaduras

Aerobios

Streptococcus,
Intestino delgado Lactobacillus,
<10*4UFC/mL Veillonella,
pH 6-7 Bifidobacterium,
Lipasa intestinal, Clostridium, Bacteroides
tripsina Enterobacteriaceae,
1h-2h levaduras

Sales biliares
Bacteroides,Eubacterium,

Intestino grueso Ruminococeus,

2 Cocpococcus,
10-12 YFC/mL s
;:!05_7 /m - Peptostreptococcus,

12-24 h Bifidobacterium,
Streptococcus,
Enterobacteriaceae,
Lactobacillus, Clostridium

-

Figura 1. Caracteristicas del sistema gastrointestinal: fisiol6gico, enzimatico y

Anaerobios

microbiolégico (UFC = unidades formadoras de colonias) (Modificado de Barajas-
Alvarez y col., 2021).

Otro factor que afecta la viabilidad de los probidticos es la aplicacion de métodos de
conservaciéon, como la microencapsulacion. En estos procesos se pueden utilizar
condiciones estresantes o letales (destructivas), por ejemplo, la alta temperatura del
aire durante el proceso de encapsulacibn mediante secado por aspersion.
Habitualmente, las bajas temperaturas del aire provocan una disminucion de las
lesiones celulares probioticas, lo que aumenta las UFC/g en las microcapsulas
(Alfaro-Galarza y col., 2020).

.2 Lactobacillus

Los Lactobacillus spp. son microorganismos bacilos gram-positivos, no formadores
de endosporas, comensales, generalmente considerados anaerobios tolerantes al
oxigeno con metabolismo fermentativo, que forman la microbiota normal de los
tractos oral, genitourinario y gastrointestinal (Zotta y col., 2017; Khaled, 2020; Pasala
y col., 2020).

Existen mas de 200 especies pertenecientes al género Lactobacillus y el principal
metabolito que producen es el lactato, aunque algunas especies pueden fermentar
el azlcar en acido lactico y otras especies también pueden producir alcohol.
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En particular L. casei y L. rhamnosus muestran propiedades antiinflamatorias,
efectos en la prevencion del cancer, proteccion contra patdgenos, alivio de los
sintomas de enfermedades alérgicas, modulan la microbiota intestinal y protegen la
mucosa contra las lesiones causadas por microorganismos patégenos, estas dos
bacterias se consideran como los probidticos que son mas utilizados en una amplia
gama de alimentos lacteos (leche, yogurt, queso, helado) y no lacteos (jugos de fruta,
té verde, cerveza, embutidos) (Altarugio y col., 2017; Khaled, 2020; Berezhnaya y
col., 2021).

.2.1 Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), fue aislado originalmente de muestras fecales
de un adulto humano sano por Sherwood Gorbach y Barry Goldwin en 1985,

explicando sus tipicas letras de apellido GG (Gorbach y col., 2017).

LGG es un microorganismo en forma de varilla, gram-positivo con olor a mantequilla
cuando se cultiva y su morfologia en colonia es de color blanco cremoso como se

observa en la Figura 2 (Gorbach y col., 2017).

Figura 2. Apariencia de las colonias de L. rhamnosus GG en placa (Gorbach y col.,
2017).



LGG es capaz de fermentar celobiosa, fructosa, glucosa, manitol, manosa,
melecitosa, ramnosa, ribosa, salicina, sorbitol, trehalosa, L-fucosa y xilosa, pero no
fermenta lactosa, maltosa o sacarosa, ni fermenta amigdalina, arabinosa, eritritol,

glucégeno, inositol, melibiosa, o afinosa (Gorbach y col., 2017).

LGG produce acido formico, un compuesto de bajo peso molecular, activo a pH acido
y con actividad antimicrobiana contra bacterias anaerobias, como Clostridium,
Bacteroides y Bifidobacterium, asi como Escherichia coli, Pseudomonas,
Staphylococcus, Estreptococcus y Salmonella (Silva y col., 1987; de Keermaecker y
col., 2006).

La cepa probidtica se identifica como potencial debido a su resistencia al 4cido y la
bilis. Una de las caracteristicas clave es su fuerte capacidad adhesiva por mostrar
un tropismo tisular preferencial a la capa epitelial intestinal esto es debido a que en
la pili de la bacteria posee la proteina spaC que une a la bacteria a la mucosa de la
barrera intestinal, también puede persistir en el colon descendente en comparacion
con cepas relacionadas como la L. casei Shirota como se observa en la Figura 3
(Douillard y col., 2013; Segers y Lebeer, 2014).

45

35
30 1
25
20
15
10

Adherencia a las
glicoproteinas de la mucosa
intestinal

Figura 3. Capacidad de adherencia de diferentes especies de Lactobacillus
(Modificado de Segers y Lebeer, 2014).



Es de destacar que LGG tiene la capacidad de colonizar la mucosa intestinal y parece
ser significativamente mejor en los recién nacidos, lo que se relaciona con una menor
resistencia a la colonizacion ejercida por una microbiota menos establecida de los
lactantes y que probablemente sea una caracteristica general de muchas cepas

probidticas (Segers y Lebeer, 2014).

En cuanto al crecimiento a temperaturas no 6ptimas, el 90% de las cepas de LGG
crecen a una temperatura de 45°C, y algunas otras cepas de LGG como las de origen
humano y la cepa L. rhamnosus CTC1676 aislada de la carne, muestran crecimiento
a temperaturas de hasta 49°C, sin embargo, no se considera un microorganismo
resistente a temperaturas mas elevadas como se observa en el Cuadro 1 (Reale y
col., 2015).

|.2.2 Lactobacillus casei

Es una bacteria gram-positiva inmévil, no esporulada y catalasa negativa, sus células
son bastones de 0.7-1.1 x 2.0-4.0 ym, a menudo con extremos cuadrados, que

tienden a formar cadenas como se observa en la Figura 4 (Gobetti, 1999).

Figura 4. Micrografia obtenida mediante microscopia electrénica de barrido de
Lactobacillus casei (Gobetti, 1999).



La pared celular contiene peptidoglicano y polisacaridos que determinan la
especificidad seroldgica que se basa en el contenido de ramnosa o glucosa-
galactosa, el contenido de G + C del ADN es del 45 al 47% y requieren riboflavina,
acido folico, pantotenato de calcio y niacina para el crecimiento (Gobetti, 1999;
Gobetti y Minervini, 2014).

L. casei se puede distinguir por su capacidad para crecer sobre sustratos (gluconato,
malato y pentitoles) que son poco utilizados por las bacterias 4cido lacticas, ademas
son resistentes a la bilis y a diferencia de LGG puede fermentar L-arabinosa, adonitol,
maltosa, lactosa, sacarosa, lixosa, pero no puede fermentar D-arabinosa, melezitosa

y L-fucosa, mientras LGG si puede hacerlo (Gobetti, 1999; Douillard y col., 2013).

El manual de bacteriologia sistematica de Bergey reconoce cuatro subespecies: L.
casei subsp. casei, pseudoplantarum (rafinosa no fermentadora y melibiosa),
rhamnosus (fermentadora de ramnosa) y tolerans (tolera el calentamiento a 72°C
durante 40 min) (Gobetti, 1999), sin embargo, la taxonomia de L. casei cambia
continuamente y en la actualidad la nomenclatura aceptada y la divisién taxonémica

del grupo L. casei es la siguiente:
(1) L. casei (cepa tipo: ATCC 393 ™)
(2) L. paracasei subsp. paracasei (cepa tipo: ATCC 25302 ™) y L. paracasei
subsp. tolerans (cepa tipo: ATCC 25599 ™)

(3) Lactobacillus rhamnosus (cepa tipo: ATCC 25599 ™),

En el Cuadro 1 se observa las caracteristicas que tienen cada subespecie.
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Cuadro 1. Algunos de los principales rasgos fenotipicos que caracterizan a las

especies del grupo Lactobacillus casei (Modificado de Gobetti y Minervini, 2014).

L. paracasei subsp. L. paracasei subsp.

Caracteristica L. casei L. rhamnosus

paracasei Tolerans
Crecimiento a 10°C + + + D
Crecimiento a 45°C - - - +
Resistencia a 72°C
por 40 s ) i * )
Lactosa - D + +
Maltosa D + - +
Rhamnosa - - - +
Sacarosa - + - +

D= 50-90% de cepas, += aplica, -= no aplica.

Se ha demostrado que Staphylococcus aureus, Escherichia aerogenes vy
Helicobacter pylori se inhiben por la actividad acido lactica o también se ha asociado
con la capacidad de inducir la produccion de IL-6 y/o IL-12 (interleucinas mediadoras
en la resistencia viral, fangica, bacteriana y parasitaria), aliviando la inflamacion y sin
alterar la homeostasis microbiana intestinal (Lu y col., 2011; Citar y col 2015; Wu y
col., 2021).

L. casei puede aislarse no solo de la leche y los productos lacteos, sino también de
salchichas fermentadas, verduras, vino, del tracto reproductivo, gastrointestinal y de
heces humanas (Gobetti y Minervini, 2014; Wu y col., 2021).

1.3 Encapsulacién de probioticos

La encapsulacion se define como un método en el que pequeiias particulas o gotitas
estan rodeadas por una pared de revestimiento o incrustadas en una pared
homogénea o matriz heterogénea, se utiliza ampliamente en la industria farmaceéutica
pero la industria alimentaria se ha acoplado para conservar ingredientes delicados

en forma de polvos, proteger los aceites contra la oxidacion y la evaporacion, lograr
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una liberacién sostenida, promover un manejo mas facil durante la fabricacion y el
almacenamiento, liberacién del nucleo bajo condiciones especificas de temperatura,
humedad, pH, evitar dafios por calor durante la coccién y prolongar la vida util de los
olores agregados y enmascararlos (Keogh, 2005; Tian y col., 2021).

Se lleva a cabo cuando la pared de la matriz aisla el compuesto activo como barrera
funcional del entorno circundante para evitar reacciones quimicas y fisicas que
prolonguen su estabilidad y biodisponibilidad. La encapsulacion a base de emulsion
permite la compartimentacion de compuestos activos aceitosos en gotitas de aceite

y la fase acuosa favoreciendo el proceso de formacién de paredes (Tian y col., 2021).

Para poder encapsular microorganismos o compuestos, existen diferentes métodos
para hacerlo, los cuales van a depender del material utilizado, el costo, tamafio final
de la particula y la forma deseada ya sea en polvo o gel (Onwulata, 2005).

La encapsulacion se puede clasificar en base al tamafio de las capsulas (Jafari,
2017):

- Macroencapsulacién (>500 um)

- Microencapsulacion (0.2-500 ym)

- Nanoencapsulacion (<0.2 um)
La microencapsulacién se considera una de las estrategias mas eficientes para
proteger los cultivos probidticos de condiciones adversas. Se han desarrollado
diversos métodos como extrusioén, emulsion, secado por aspersion, lecho fluidizado y
enfriamiento por aspersion para proteger a los microorganismos contra condiciones
de almacenamiento, gastrointestinales y ambientales para mejorar viabilidad y

liberacién de células vivas dentro del organismo (Silva y col., 2022).

[.3.1 Metodos de encapsulacion

Para seleccionar el proceso por el cual se va a encapsular un probiético se necesita
conocer el tamafio de particula que se requiere, la viscosidad esperada, las

propiedades de textura que brinda o se quiere generar y la solubilidad que tendra,
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porque estos parametros alteraran las caracteristicas del producto final (Barajas-
Alvarez y col., 2021). Algunos de estos procesos son: secado por aspersion,
recubrimiento en lecho fluidizado, recubrimiento liquido o recubrimiento en polvo

seco, coacervacion, entre otros (Clark, 2002).

Si bien la mayoria de estos procesos son adecuados para la industria farmacéutica
y otras industrias debido a sus altos costos, la encapsulacion de alimentos en polvo
se realiza principalmente mediante secado por aspersion porque es mas econémico
(Clark, 2002).

A continuacion, se muestran los métodos mas utilizados en la industria de alimentos
para encapsular en la Figura 5.

ooes
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_L"""“, —
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Secado_E)or Secado por Sec_ado_ por Tecnologias de Progegos_
aspersion congelamiento enfriamiento extrusion electrodinamicos
7 (OH)
- N ¥ -
[ Ao b ek i, \ HG ~E s
\ S 2, E Hs ¢
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VRV e A 2 : ¥
] eet \\' Ui WO E® (OH OH),
‘411t ’ U
Lecho fluidizado = Coacervacién Liposomas Particulas de Encapsulacion
compleja microgel molecular

Figura 5. Métodos de encapsulacién utilizados comunmente en la industria de
alimentos (Modificada de Krokida, 2018).

[.3.1.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion o atomizacion es un proceso fisico que involucra la
reduccion de pequefias gotas de emulsion bifasicas que se atomizan en una cdmara
de aire caliente (aire de entrada puede alcanzar los 200°C) en donde las gotas
pequefias por medio de un fluido y el poder de la corriente de aire caliente hace que
se sequen para generar pequefas esferas finas y redondas (Keogh, 2005; Tian y
col., 2021).
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El proceso consiste en cuatro pasos fundamentales (Sosnik y Seremeta, 2015):
1. Atomizacion del liquido en la alimentacion.

1. Secado por aerosol dentro de un aire seco.

2. Formacion de particulas secas.
3

Separacion y coleccion del producto seco del aire seco.

En la Figura 6 se muestra el esquema del proceso, en donde primero el fluido es
alimentado a la camara de secado por una bomba peristéltica a través de un
atomizador o boquilla que puede ser un atomizador rotatorio, una boquilla de presién
0 una boquilla de dos lineas y la atomizacion se produce por energia centrifuga, de

presién o cinética, respectivamente.

Las pequefias gotas generadas (escala del micrometro de 10 — 400 uym) se someten
a una rapida evaporacion de disolventes, lo que hace que el nucleo se pliegue dentro
de la gota (hidr6fobo) mientras que el almidon o el recubrimiento de proteina o el
material encapsulante hidrofilo forme la pared separadas del gas de secado,
formando las particulas secas mediante un filtro ciclénico que los deposita en un
colector de vidrio situado en la parte inferior del dispositivo (Sosnik y Seremeta, 2015;
Jafari, 2017).

Atomizador
Gas seco => E;
©000 Entrada liquida
ooooo
Camara ©
de
secado => Salida
de gas
L=

'ﬂ Ciclén

Colector de
particulas

secas

Figura 6. Esquema del proceso de secado por aspersion (Modificado de Sosnik y
Seremeta, 2015).
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El secado por aspersion puede ser de circuito abierto, en el cual se utiliza el aire
como gas de secado que no se recircula o de circuito cerrado en el que un gas inerte
(por ejemplo, nitrégeno) se recicla en la camara de secado durante todo el proceso,
se prefiere el primero ya que es mas rentable y estable, sin embargo el cerrado evita
mezcla de gases explosivos y ayuda a manipular sustancias sensibles al oxigeno
(Sosnik y Seremeta, 2015).

En cuanto a la direccion del flujo existen dos (Sosnik y Seremeta, 2015):

a) Paralelo (misma direccion): el producto esta en contacto con aire frio, por lo que
es preferible para el secado de materiales sensibles al calor.

b) Contracorriente (direccion opuesta): El producto esta en contacto con el aire mas

caliente y es deseable para una mayor eficiencia térmica.

¢) Mixto: Con paralelo y contracorriente.

Las condiciones que afectan las propiedades del polvo son la temperatura de entrada
de aire, la temperatura de salida de aire, velocidad del flujo, presién de atomizacién,
tipo de flujo, el tamafio de la boquilla y alta concentracion de la formulacion (Sosnik
y Seremeta, 2015; Keogh, 2005).

Es importante el ajuste y control de las condiciones de procesamiento, las
temperaturas del aire de entrada y salida, asi como el tipo de material utilizado para
encapsular de manera viable los microorganismos probioticos (Alfaro-Galarza y col.,
2020).

[.3.2 Materiales encapsulantes

Los carbohidratos y las proteinas son los materiales de pared mas utilizados en el
proceso de secado por aspersion. Aparte de la hidrofilia y biocompatibilidad, los
carbohidratos y las proteinas generalmente tienen baja viscosidad en agua, buena
propiedad de dispersion durante la emulsificacion y buena propiedad de formacion

de peliculas.
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También se utiliza la goma arabiga siendo un hidrocoloide de baja viscosidad, que
tiene una fraccion de proteina Unica y por lo tanto puede servir como un emulsionante
(Keogh, 2005; Tian y col., 2021).

En el Cuadro 2 se presenta una comparacion de las propiedades encapsulantes de
los carbohidratos y proteinas tipicos utilizados en la industria de alimentos (Keogh,
2005; Tian y col., 2021).

Cuadro 2. Tipicos materiales de pared utilizados para encapsular por el método de

secado por aspersion (Modificado de Tian y col., 2021).

Propiedades
Material Encapsulante

Ventajas Desventajas
Quitosano Capacidad d? formacion de Baja solubilidad
pelicula
Goma arabica Alta habilidad de retencién Alto costo
Carbohidrato Almidén Estabilizador de emulsion Baja capacidad de
retencion
Maltodextrinas Baja viscosidad Baca emulsificacion
Proteina de Proteccion contra la oxidacién Baja capacidad
suero encapsulante
Proteina Gelatina Capacidad de formar pelicula Baja solubilidad
Caseinato de Anfifilica Alto costo
sodio

A continuacién, se muestran en el Cuadro 3, los métodos y materiales de pared
utilizados para encapsular L. rhamnosus GG, y se observa que el material mas

utilizado en todos los métodos es el aislado de proteina.
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Cuadro 3. Métodos y materiales de pared utilizados para encapsular L. rhamnosus

GG.

Método

Material

Referencia

Electrospray

Aislado de proteina de suero de leche,
inulina, goma persian.

Moayyedi y col., 2018.

Congelacion por

Aislado de proteina de suero de leche,
inulina, goma persian, alginato,

Hug y col., 2017, Moayyedi y col.,
2018.

aspersion lecitina.
5 Concentrado de proteinas de suero de Liuy col., 2017, Hug y col., 2017.
Emulsion leche, isomaltooligosacaridos,
alginato, lecitina.
Gelificacic Alginato, goma de algarrobo, almidén ~ Cheow y col., 2016; Dokoohaki y col.,
elificacion de maiz con alto contenido de amilosa, 2019; Ningtyas y col., 2019; Hugues-
i6nica proteinas de mantequilla y mucilago Ayalay col., 2020.
de semilla de membirillo.
Aislado de proteina de suero de leche, Guerin y col., 2017; Moayyedi y col.,
Secado por caseina, quimosina, inulina, goma 2018; Su y col.,, 2018; Hernandez-
aspersion persian, trehalosa, lactosa, Barrueta y col., 2020; Agudelo-

maltodextrina y almidén modificado.

Chaparro y col., 2021.

En el Cuadro 4 se muestran los métodos y materiales de pared utilizados para

encapsular L. casei. Donde se destaca que el material alginato es el méas utilizado en

los métodos encapsulantes.

Cuadro 4. Métodos y materiales de pared utilizados para encapsular L. casei.

Método

Material

Referencia

Electrospray

Proteina de suero, aislado de proteina de
suero, pectina y alginato de sodio.

Coghetto y col.,, 2016;
Alehosseini y col., 2018.

Congelacién por

Polisacarido de pectina, goma gellan,
goma xantano, k-carragenano, dextrina,

Haiping y col., 2019;
Beldarrain-lznaga y col.,

aspersion acetato ftalato de celulosa, quitosano, 2021; Joukiy col., 2021.
almidon y alginato de sodio.
Emulsion Almidon resistente de arroz y aislado de ~ Ashwar y col.,, 2018, Xiao y

proteina de suero.

col., 2020.

Gelificacion i6nica

Alginato y quitosano.

Farias y col., 2018.

Homogeneizacion

Yacon (Smallanthus sonchifolius)
deshidratado, trehalosa.

Leoney col., 2017.

Secado por aspersion

Maltodextrina, goma arabiga, almidén de
maiz, leche desnatada, trehalosa, aislado

de proteina de suero, alginato y
quitosano.

Lian-Kun 'y col.,, 2017,
Homayouni-Rad., 2021;
Bommasamudram y col.,

2022.
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1.3.2.1 Almidones como material de pared

El almidén es uno de los polisacaridos naturales mas abundantes, hipoalergénico,
biocompatible y biodegradable, se ha utilizado para la encapsulacion de
componentes bioactivos sensibles (como probidticos, vitaminas, licopeno, polifenoles
y sabores) en aplicaciones alimentarias. Sin embargo, la estructura de cadena larga
del almidén nativo conduce a la degradabilidad bajo la existencia de acido gastrico y
enzimas intestinales por lo que se ha restringido su aplicacion como material portador
en estado estacionario; gracias a tratamientos fisicos, quimicos y/o enzimaticos, se
ha modificado el almidén para dar las caracteristicas deseadas y liberar de manera

controlada lo que se protege en su interior (Reny col., 2021).

Los almidones modificados pueden ser materiales viables para microencapsular. El
almidon se hidroliza para reducir la viscosidad, aumentar la solubilidad y se
repolimeriza para formar polimeros pequefos altamente ramificados, que atrapan los

glébulos de aceite y proporcionar un obstaculo estérico (Keogh, 2005).

Estudios han informado que los almidones con tamafio pequefio de granulo, o
almidones modificados, son agentes encapsulantes efectivos que tienen un efecto
protector sobre los compuestos quimicos encapsulados formando agregados
esféricos. Sin embargo, hay poca informacion sobre el uso de almidén en granulos
pequefios en la encapsulacion de probidticos (Avila-Reyes y col., 2014; Hoyos-Leyva
y col., 2018; Alfaro-Galarza y col., 2020).

Los almidones se pueden hacer resistentes dependiendo del tratamiento que se les
den. Existen cinco tipos diferentes de almidon resistente (Champ, 2004; Birkett y
Brown, 2007; Yiy col., 2021):

- Almiddn resistente tipo 1 (RS1): Este tipo de almiddn es resistente porque el
almidon queda atrapado fisicamente dentro de la matriz alimentaria. Es

fisicamente inaccesible y se encuentra en cereales integrales.
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- Almidon resistente tipo 2 (RS2). Este tipo de almiddén es naturalmente
resistente debido a la naturaleza del granulo de almidon. RS2 ocurre en
alimentos donde el almidén se come crudo (almidon del platano verde) o
donde los granulos no se gelatinizan durante la coccion (almidén de maiz con
alto contenido de amilosa) y son resistentes a la digestion enzimatica.

- Almidon resistente tipo 3 (RS3): Son almidones retrogradados y se dan
generalmente en los almidones ricos en amilosa, en donde se gelatinizan y
luego se enfrian y/o se mantienen a temperatura ambiente, 4°C (refrigerador)
0 — 20°C (congelador) y se da como en el arroz cocido.

- Almidon resistente tipo 4 (RS4). Este tipo de almidon es modificado
guimicamente con una introduccién de enlaces quimicos (ésteres de almidon,
éteres, enlaces cruzados, etc.) al polimero del almidon interfiriendo con la
accion de las amilasas digestivas y se utiliza en muchos alimentos procesados
como sopas o alimentos infantiles.

- Almidon resistente tipo 5 (RS5): Es un almidon complejo de amilosa-lipido,
debido a que la amilosa tiene la capacidad de interactuar con moléculas
anfifilicas o hidrofoébicas (ligandos), formando complejos de inclusion
helicoidales, en funcion de sus temperaturas de fusion, se pueden identificar
dos tipos de complejos: tipo | y tipo Il. El tipo | tiene una temperatura de fusion
inferior a 100°C debido a la organizacion aleatoria de los segmentos de la
hélice y el tipo Il tiene una estructura semicristalina mas ordenada lo cual hace
gue la temperatura de fusion sea superior a 100°C (Cabrera-Ramirez y col.,
2021), esto hace que este tipo de almiddn tenga algunas ventajas especificas
en comparacion con otros tipos de RS, por ejemplo, tiene mejor estabilidad
térmica que RS2 cuando se calienta.

1.3.2.2 Almidones succinatados

Los almidones succinatados son almidones modificados (Tipo 4) con OSA (anhidrido
octenil succinico) mediante la reaccion de esterificacion entre los grupos hidroxilo

(OH) del almidén y el anhidrido octenilsuccinico. La sustitucion con OSA puede
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ocurrir en el carbono 2, 3y 6 en la molécula de glucosa de almidén y se conocen por
sus abreviaturas en inglés como OSA-MS (Octenyl succinic anhydride modified

starches) (Figura 7) (McNamee y col., 2018).

La modificacion quimica del almidon granular se lleva a cabo en un medio acuoso
bajo condiciones alcalinas suaves. Se cree que los grupos de OSA estan presentes
principalmente en las partes amorfas de la molécula de amilopectina en el interior del
almidon. Sin embargo, también pueden existir en el exterior del granulo en donde
algunos de los grupos hidroxilo de las moléculas del almidon son esterificados con el

OSA como se observa en la Figura 7 (McNamee y col., 2018).

Sustituyente esterificado de
succinato de octenil al polimero
de almiddn

Polimero de almiddn nativo
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Figura 7. Reaccion de esterificacion de almidon con anhidrido octenilsuccinico
(Modificado de McNamee y col., 2018).

El nivel de modificacion de OSA es reportado por el porcentaje de OSA usado basado
en el peso seco de almidon o el grado de sustitucién (DS), que es el promedio nUmero
de derivados de succinato de octenilo (OS) por unidad de glucosa (McNamee y col.,
2018).

El nimero de sustituciones de OH por OSA es proporcional a la hidrofobicidad del
almidon nativo hidrdfilo, es decir a medida que aumenta el nUmero de sustituciones
de OSA el alImiddn se vuelve mas hidrofobo como se observa en la Figura 8, esto le

da una mayor capacidad emulsionante a la particula (McNamee y col., 2018).
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Figura 8. Hidrofobicidad en el sustituyente succinato de octenilo esterificado al

polimero de almidén (Modificado de McNamee y col., 2018).
Este tipo de almidones se pueden utilizar como emulsionantes de calidad alimentaria
eficaces para formar y estabilizar emulsiones, ya que tienen la capacidad de formar
una capa gruesa alrededor de las gotas de aceite, lo que aumenta la repulsion
estérica entre las gotas, inhibiendo asi la coalescencia (Liu y col., 2020). Ademas,
son excelentes formadores de paredes evitando el paso del oxigeno brindando
estabilidad eficiente con las tensiones como la fuerza iénica el pHy el calor (Rehman
y col., 2021).

Se ha permitido el uso de OSA-MS como aditivos alimentarios y estan presentes en

el mercado con diversos grados de polimerizacion y peso molecular.

a) OSA-MS de pesos molecular alto: se utilizan en concentraciones elevadas
para aumentar la viscosidad de la emulsion, genera un secado problematico
y con baja estabilidad de almacenamiento.

b) OSA-MS de menor peso molecular: se utilizan en mayores cantidades para
dar una menor viscosidad de la emulsion alimentaria.
Alguna de las funciones de los almidones modificados con OSA es que
pueden proteger el bioactivo atrapado de la oxidacién, la carga adicional de
un antioxidante certifica la defensa suprema durante el procesamiento y
almacenamiento. La encapsulacion de aceites enriquecidos con omega-6
junto con antioxidantes puede mejorar su estabilidad frente a la oxidacion
(Rehmany col., 2021).
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I.4 Aplicacion de probioticos microencapsulados en productos carnicos

La principal industria en incluir probiéticos libres y encapsulados debido al manejo de
los productos son los productos lacteos, como en helados, yogurt bebible, yogurt tipo
set, quesos Yy leche (Barajas-Alvarez y col., 2021; Afzaal y col., 2020).

Los probidticos se encapsulan para tener una mayor viabilidad y estabilidad durante
el almacenamiento y consumo, por lo que recientemente ha habido un interés por
encapsularlos y asi alargar la vida de anaquel de los productos. A continuacién, en
la Figura 9 se muestran las industrias en donde se han utilizado los probi6ticos
(Barajas-Alvarez y col., 2021).

Encapsulacion de
probioticos en

comida
I 1
Productos no
lacteos
r || 1 =P
‘J Productos

lacteos
-Yogurt

Bebidas Comida sélida Comida de -Queso

-Té verde -Chocolate negro panaderia -Helado

_Cerveza _Barra de cereal -Galletas -Leche con chocolate

-Jugos de fruta -Embutido -Pastel

-Pan
Figura 9. Adicion de probiéticos en productos lacteos y no lacteos

(Modificada de Barajas-Alvarez y col., 2021).

Se ha desarrollado un interés por incrementar el valor agregado de los embutidos
gue son productos no lacteos, por ello, se han realizado en los ultimos afios estudios
de adiciobn de probidticos microencapsulados en productos como el chorizo
fermentado seco (suck) al que se adicioné Lactobacillus rhamnosus encapsulado en
un material combinado de alginato, goma gellan, gelatina, péptido derivado de la
caseina digerida por el pancreas y fructooligosacaridos, lo que ayudoé a conservar el
microorganismo durante el procesamiento obteniendo un recuento de colonias mayor
gue el registrado en el producto inoculado con el probidtico sin encapsular; el mismo

efecto protector se observé contra el estrés gastrico (UNAL y col., 2017).
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Lactobacillus reuteri se encapsul6 en alginato mediante extrusion para adicionarse a
una salchicha fermentada y obtuvieron mas células microencapsuladas que libres en
el producto final (Muthukumarasamy y Holley, 2006). Asi mismo Turhany col., (2017)
concuerdan con la conservacion de Lactobacillus rhamnosus en salchicha
fermentada ya que se agregaron microencapsulados en alginato, goma gellan,
gelatina y fructooligosacaridos por medio de extrusion y se hicieron recuentos
bacterianos a los 0, 2, 4 y 6 meses, obteniendo 8.19 =+ 0.25, 8.46 £ 0.18, 8.01 + 0.27,
7.99 £ 0.23 Log UFC/g respectivamente, concluyendo que después de 6 meses de
almacenamiento la disminucién de recuento bacteriano no fue significativo; en
cambio en L. rhamnosus libre hubo una disminucién 7.35 + 0.87 Log UFC/g en el

mes 0 a 6.59 £ 0.53 Log UFC/g en el mes 6, siendo significativo.

Calvaherio y col. (2021) incorporaron Enterococcus faceium encapsulado en perlas
de alginato para generar una salchicha fermentada probiotica y mostraron efectividad
en la proteccién del probiético durante el proceso de maduracion y almacenamiento;
sin embargo, en otro estudio realizado por Song y col. (2018) se agregaron células
microencapsuladas de Bifidobacterium longum en L-cisteina liofilizandolas y sélo se

conservaron la mitad de las bifidobacterias en la salchicha fermentada.

De igual manera De Marins y col. (2022), demostraron que es posible producir
hamburguesas cocidas con la adicion de Bifidobacterium
animalis ssp, Lactiplantibacillus plantarum y Lactobacillus acidophilus encapsuladas
con alginato, B-ciclodextrina y goma de xantana, logrando la proteccion de las
bacterias probidticas, permitiendo su viabilidad en el momento del consumo y la

supervivencia durante la digestion gastrointestinal simulada.

I.5 Consumo de productos carnicos en México

Dentro de la produccion de carnes frias en 2022 se realizé un estudio de agrupacion
por producto en volumen (toneladas) y el valor en millones de pesos, del cual se

desprende que el 51% de la produccion esta destinada para salchichas, 40% para
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jamones y un 10% para otras carnes frias como chorizo, tocino, mortadela y queso

de puerco; como se muestra en la Figura 10 (Consejo Mexicano de la Carne, 2022).
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Figura 10. Volumen y valor de la produccion por producto de carnes frias en 2022

(Consejo Mexicano de la Carne, 2022).

El consumo per capita de carnes frias se ha mantenido desde el 2016 hasta el 2021
con un total de 8.2 kg/persona y el aumento de produccion de salchichas ha
aumentado del 2016 al 2021 un 12.32% (Figura 11) (Consejo Mexicano de la Carne,
2019).
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Figura 11. Niveles de produccion de salchichas
(Consejo Mexicano de la Carne, 2022).
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.6 Salchicha

La salchicha en base a la norma mexicana (NMX-F-065-1984), se define como un
producto alimenticio embutido de pasta semifirme de color caracteristico, elaborado
con la mezcla de carne de ternera o res/cerdo y se le puede agregar grasas de las

especies antes mencionadas.

En algunos casos se agregan visceras, se condimenta y se adicionan aditivos para
alimentos como fosfato de sodio que funge como espesante y retenedor de
humedad, eritorbato de sodio (antioxidante) y nitrito de sodio aportando color y como
conservarte (PROFECO, 2020).

La mezcla resultante de todos los componentes se amasa y se embute en fundas
naturales (tripas, por lo general de cerdo) o artificiales (colageno o celulosa) y se le
da un tratamiento por calor para la gelificacion de la estructura proteica caracteristica
de los batidos carnicos, para reducir carga bacteriana, inactivar enzimas y obtener
caracteristicas sensoriales deseadas como un color rosado caracteristico,
consistencia semiblanda con la masa compactada, olor y sabor agradable (Pérez y
col., 2007; PROFECO 2020).

Las salchichas se clasifican en tres tipos y un solo grado de calidad ademas cada
tipo tiene sus dimensiones establecidas por la NMX-F-065-1984, como se muestra

en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Tipos de salchicha y dimensiones (NMX-F-065-1984).

Dimensiones (mm)

Tipo Salchicha
Diametro Longitud
| Viena 14-26 50-300
11l Franckfort 20-33 80-300
1] Cocktail 14-26 30-65

25



[.6.1 Composicion

Como la norma mexicana NMX-F-065-1984 no es obligatoria, s6lo es una guia, se
recomienda que las salchichas contengan en su composicién no menos de 60% de
carne de res y cerdo, mezclada con grasa de cerdo y emulsificados, pudiendo ser
ahumados o no, sometidos a coccion y enfriamiento, empacados en material

adecuado para su distribucion y conservacion en refrigeracion.

En el mercado segun lo reportado por la PROFECO (2020), se encuentran salchichas
de:
» Pavo o pechuga de pavo: Si se ostenta la salchicha como de pavo sélo
debera contener pavo.
* Hot dog: Puede ser elaborada con pavo, pollo o lardo de cerdo.
* Viena: Se elaboran con cerdo, grasa de cerdo, lardo de cerdo, pavo o pollo.
* Cocktail.
» Para asar: Estd compuesta por cerdo, pollo, lardo o corazén o grasa de
cerdo.
* Reducida en grasa.

* Reducida en sodio.

1.6.2 Aplicacion de probiéticos microencapsulados en salchicha cocida

Generalmente se incorporan cepas probidticas a la carne antes de ser fermentada,
pero se han estudiado muy poco los probiéticos en carne cocida, debido al efecto

negativo del tratamiento térmico sobre su viabilidad y estabilidad del microorganismo.

Se han integrado en estos productos cocidos microorganismos probiéticos termoéfilos
encapsulados. Pérez-Chabela y col. (2013), microencapsularon bacterias acido
lacticas termotolerantes (TLAB) (Aerococcus viridians, Enetrococcus Faecium,
Lactobacillus plantarum y Pediococcus pentosaceus) en goma de acacia por secado
por aspersion y se inocularon en carne cocida (rebozados de 20 mm de diametro);

durante el almacenamiento de ocho dias, las muestras inoculadas con L. plantarum
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y P. pentosaceus obtuvieron un recuento significativamente mayor de LAB (p<0.05)
gue A. viridans o E. faecium, y el conteo viable de LAB totales aumento

significativamente (p<0.05) conforme pasaron los dias.

También se ha utilizado la microencapsulacion para proteger los cultivos iniciadores
como una técnica emergente para regular los procesos de fermentacién y mantener
las caracteristicas especificas del producto de sucuks fermentados y tratados

térmicamente.

Como lo descrito por Bilenler y col. (2017) que prepararon una salchicha cocida
fermentada con Lactobacillus plantarum y  Staphylococcus  xylosus
microencapsulados en una mezcla de alginato y almidén por medio de liofilizacion y
obtuvieron que la supervivencia de las bacterias después del tratamiento térmico a
70°C durante 20 minutos so6lo se redujo 1 logaritmo en el nimero de células viables
de L. plantarum y S. xylosus, por lo tanto, la encapsulacion de cultivos iniciadores
adicionados en la produccion de sucuks tratados térmicamente aseguro su viabilidad
antes, durante y después de la produccién (tanto de fermentacibn como de

tratamiento térmico).

También en salchichas cocidas se ha evaluado la incorporaciéon de probibticos
microencapsulados (Enterococcus faecium, Pediococcus pentosaceus) con co-
productos de la industria como prebidticos (harina de cascara de tuna, harina de orujo

de manzana o inulina).

Barragan-Martinez y col. (2019), estudiaron lo antes mencionado y obtuvieron un
mayor recuento de bacterias acido-lacticas cuando se microencapsularon E. faecium

y P. pentosaceus con un prebiotico.
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lll. OBJETIVOS

[1l.1General

Evaluar la microencapsulacion de Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 y
Lactobacillus casei ATCC 393 con almidén modificado tipo 4. Asi como, evaluar la
sobrevivencia de las microcapsulas a estrés térmico y digestibilidad in vitro en un

producto céarnico cocido.

l1l.2 Especificos

e Comparar la microencapsulacion en diferentes condiciones de Lactobacillus
rhamnosus GG ATCC 53103 y Lactobacillus casei ATCC 393 usando almidén
modificado tipo 4 y determinar el nimero de células viables después del secado
por aspersion

e Evaluar la resistencia térmica de las microcapsulas de Lactobacillus rhamnosus
GG ATCC 53103 y Lactobacillus casei ATCC 393, a tres diferentes temperaturas
(65°C, 75°C y 85°C) y dos tiempos de exposicion (5 y 10 minutos), determinando
el nimero de células viables después del tratamiento térmico.

e Evaluar la sobrevivencia en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal de
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 y Lactobacillus casei ATCC 393
microencapsulados y adicionados al producto carnico cocido.
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lIl. METODOLOGIA

[11.1 Materiales
I11.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Las cepas Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 fueron de Christian-Hansen
nu-trish® LGG® y las cepas Lactobacillus casei ATCC 393 fueron donadas por el
laboratorio de bioprocesos agricolas del Dr. Michael J. Miller de la Universidad de
lllinois.

El material encapsulante utilizado fue un almidén modificado tipo 4 (AM4, almidon de
haba hidrolizado y succinatado por energia de microondas con un grado de
sustitucion de 0.015), donado por el trabajo de investigacion doctoral inédito de
Gonzalez-Mendoza y col. (2023).

Material encapsulante comercial NLOK® marca Ingredion®, almidén de maiz con

doble hidrdlisis una acida y enzimética ademas de ser succinatado, (Ingredion, 2023).

[11.1.2 Equipos

Aqualab (Pawkit, Decagon®).

Cutter (TALSA® K15E).

Embutidora (TALSA® H15PA)

Homogeneizador (IKA® T18 digital Ultra Turrax®).
HunterLab Colorflex Colorimeter

Incubadora (Felisa®).

Molino de carne (Torrey®).

Potenciometro HI 99163 (HANNA® Instruments, Inc.).
Secador por aspersion (BUCHI® Mini Spray Dryer B-290).
Stomacher (Bag Mixer®).

Texturometro (Texture Analyser, TA. XT-Plus®).
Vértex (Maxi Mix I, Thermolyne®).
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[11.2 Métodos
[11.2.1 Microencapsulacion de Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 y

Lactobacillus casei ATCC 393 mediante secado por aspersion

De acuerdo con lo descrito por Murta-Pagola y col. (2009) y Pérez-Chabela y col.
(2013) se realizo la microencapsulacion con algunas modificaciones. Una colonia de
LGG o L. casei segun fuera el caso, se afiadié en 10 mL de caldo MRS y se incuboé
a 37°C durante 24 h bajo condiciones de anaerobiosis en una incubadora (Felisa®).
En un frasco de 90 mL de caldo MRS se agregaron 10 mL del in6culo y se incubé a
37°C durante 6 h y 4 h, respectivamente. Se centrifug6 a 10,000 x g a 4°C durante
10 min y se hicieron dos lavados con peptona (0.5%) al sedimento, éste se
resuspendié en 100 mL del material encapsulante (almidén tipo 4; de Gonzéalez-
Mendoza y col., (2022) o almidon modificado NLOK® de Ingredion® como Control)
con un 30% de sodlidos totales, utilizando un homogeneizador (IKA® T18 digital
ULTRA TURRAX®) se homogeneizé a 7000 rpm durante 1 min (de Mantos y col.,
2019).

Una vez terminado se procedié a microencapsular la cepa probiética utilizando un
secador por aspersion (BUCHI Mini Spray Dryer B-290®) con diametro de boquilla
de la tobera de 0.7 mm, estimando un tamafio de particula entre 1-25 um. Las
condiciones del secado por aspersion se evaluaron mediante un disefio
experimental, con dos factores (temperatura de entrada y flujo) y dos niveles en cada
factor con un total de cuatro combinaciones de tratamiento (disefio factorial 22)
aleatorizado y con tres réplicas, donde se evaluo el rendimiento y sobrevivencia de

los microorganismos.

l11.2.1.1 Recuento de bacterias, eficiencia y rendimiento de Ia

microencapsulacion

La viabilidad se determin6 hidratando 1 g de las bacterias microencapsuladas en 9
mL de caldo MRS y se homogeneiz6 con un vértex (Maxi Mix Il, Thermolyne®). Se

llevaron a cabo las diluciones correspondientes para sembrar en placas de agar MRS
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y se incubd a 37°C durante 24 h, bajo condiciones de anaerobiosis para reportar las

unidades formadoras de colonias por mililitro (Pérez-Chabela y col., 2013).

El nimero de células viables antes (No) y después del secado por aspersion (N) se
expres6 como eficiencia de microencapsulacién (EE): EE= (N/No) x 100 (Rajam y

Anandharamakrishnan, 2015).

El rendimiento de la microencapsulacion se calculé después del secado por
aspersion por los pesos del producto obtenido (P) y del material encapsulante antes
del secado (Po) y se hizo de la siguiente manera: Rendimiento %= (P/Po) x 100
(Kawakita y col., 2021).

[11.2.2 Caracterizacion de las microcapsulas
[11.2.2.1  Actividad de agua

La actividad de agua de las microcapsulas de LGG, L. casei y control se determiné
empleando un AqualLab (Pawkit, Decagon®) previamente calibrado, las

determinaciones se realizaron por triplicado (Pérez-Chabelay col., 2013).

1.2.2.2 Evaluacion de la resistencia térmica

La resistencia se evalud pesando 1 g de células libres o microencapsuladas (LGG o
L. casei o control) en un tubo que contenia 9 mL de agua destilada previamente

estéril.

Los tubos se agitaron y sometieron a tratamiento térmico a diferentes temperaturas
(65°C, 75°C y 85°C) durante 5 y 10 min y se enfriaron inmediatamente en un bafo
de agua helada, se procedié a tomar las diluciones pertinentes para sembrar en

placas de MRS y se realiz6 el conteo de las células viables (Ashwar y col., 2018).
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[11.2.3 Elaboracién de producto céarnico cocido

El producto carnico cocido fue una salchicha cocida tipo Viena, el procedimiento se
realizé de acuerdo con lo reportado por Barragan y col. (2019) con algunas
modificaciones y se formul6 de la siguiente manera (Cuadro 6):

Cuadro 6. Formulacion de la salchicha tipo Viena.

Composicion

Ingrediente %)

Carne de cerdo 45

Carne de res 18

Grasa de lomo de cerdo 8.95
Hielo 25.00

NacCl 1.15
Mezcla de fosfatos (FABPSA®) 0.400
Mezcla de sal cura (contiene 0.5% de NaNO3) 0.250
Glutamato monosodico 0.100
Pimienta blanca 0.005
Eritorbato de sodio 0.050
Azucar 0.200
Ajo en polvo 0.050
Pimentdn rojo 0.350

Probiético microencapsulado (L. rhamnosus GG o L. casei) 5

Se compr6 la carne magra de cerdo y lardo de un establecimiento local con
certificado TIF, eliminando el tejido conectivo visible y se congelo. Se pesaron los
ingredientes y en un molino de carne (Torrey®), se molid la carne y la grasa a través
de una placa de 3 mmy 8 mm respectivamente, primeramente, se adiciond la mezcla
de fosfatos comercial (FABPSA, México), sal y la mezcla de sal cura, se agreg6 un
tercio del hielo y se mezclo en el cutter (TALSA® K15E) durante 7 min a velocidad
baja. Se afadio la grasa de lomo de cerdo congelada y se emulsioné durante 2 min
a velocidad alta. Se afiadié un tercio de hielo a la emulsion y se homogeniz6 durante
2 miny 30 s, se agregaron los condimentos y los aditivos y se homogeneizo durante

1 min, se agrego el ultimo tercio del hielo y se mezclé durante 2 min.
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Después una funda de celulosa de 20 mm de diametro fue previamente remojada en
una solucion de sal al 10% durante 20 min, posteriormente la masa carnica se
embutié en la funda de celulosa. Se realizaron dos diferentes mezclas, una de ellas
fue sin microcapsulas (salchicha control) y la otra fue inoculando las microcapsulas
de LGG o L. casei, se mezclaron homogéneamente (obteniendo una concentracion
de aproximadamente 108 UFC/mL en la salchicha), se embutieron usando una
embutidora (TALSA® H15PA) y se cocinaron a bafio Maria hasta alcanzar una
temperatura interna de 70 = 2°C durante 15 minutos, luego se enfriaron en un bafo
de agua de hielo y se empacaron al vacio en bolsas cryovac, hasta sus analisis

correspondientes (Barragan y col., 2019).

Cabe mencionar que la temperatura del procedimiento del mezclado y el embutido

se hizo por debajo de los 12 + 2°C.

Para todas las determinaciones en la salchicha tipo Viena que se describen a
continuacion, se utilizé6 como control una salchicha sin la adicién de microcapsulas y

también salchichas inoculadas con microcapsulas de LGG o L. casel.

[11.2.3.1  Determinaciones en la salchicha tipo Viena

[11.2.3.1.1  Analisis proximales

A las 24 h de ser elaboradas las salchichas se determiné por triplicado la humedad,
proteina, grasa y cenizas de acuerdo con los métodos Oficiales de Analisis de la
AOAC.

Humedad por secado en horno a 105°C hasta peso constante (AOAC. 950.46:2005),
proteinas por Kjeldahl (AOAC 981.10:2005), grasa por el método de extraccion
semicontinuo (AOAC 960.39 B) y cenizas por incineracion en mufla (AOAC
920.153:2005).
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11.2.3.1.2 Colory pH

La determinacion del color se hizo de acuerdo con lo descrito por AMSA (2012) y
Barragan-Martinez y col. (2019). Las muestras a analizar fueron las salchichas
control e inoculadas con las microcdpsulas de LGG o L. casei.
Se molié cada muestra y se coloc6 en una celda de vidrio en un espectrocolorimetro
HunterLab Colorflex Colorimeter (con iluminante D65, en funcion de angulo

observador estandar a 2°).

Los parametros medidos fueron: la luminosidad (L*), indice rojo-verde (a*) e indice
amarillo-azul (b*). El resultado fue el promedio de las cuatro lecturas y girando 90° la

muestra y se calculé de la siguiente manera:

. b *
Angulo de matiz (HUE) = ARCTan P

Indice de saturacion (S) = +/a*2+b*2

La diferencia de color total en las muestras de salchichas tomando como referencia

la muestra control, se calcul6 como:

Diferencia de color (4E) = \/((L*control - L*)z + (azontrol - a*)z + (bZontrol - b*)z)

En cuanto a la determinacion de pH se utilizé un potenciémetro HI 99163 (HANNA®
Instruments Inc.) previamente calibrado a 4 y 7 de pH, se pesaron 10 g de las
muestras de salchichas y se afiadieron 100 mL de solucion de NaCl al 5% (p/v)

(Barragan-Martinez, 2019). La mediciones se realizaron por triplicado.

1.2.3.1.3 Textura

Las muestras de salchichas se cortaron en longitudes de 2 cm para realizar el analisis
de perfil de textura con un texturémetro (Texture Analyser, TA. XT-Plus®),

comprimiendo axialmente en dos ciclos consecutivos con una sonda acrilica de 25
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mm de didmetro, a una velocidad de 1 mm/s, con una compresion del 50% y un

periodo de espera de 5 s (Barragan y col., 2019).

Los parametros de textura se calcularon de acuerdo con las curvas de fuerza-tiempo
de la siguiente manera: dureza, cohesion y elasticidad (Szczesniak, 1963; Bourne,
1978).

La elasticidad se determiné a partir de las curvas de fuerza-deformacion midiendo el
area encerrada por el ciclo (Voisey et al., 1975). Los resultados fueron la media de
tres ejecuciones reproducibles de cada lote de salchichas elaboradas (Barragan y
col., 2019).

111.2.3.1.4 Concentracion de nitritos

La determinacion de nitritos se realiz6 de acuerdo con la AOAC 973.31-1996, en
donde a 5 g de la muestra previamente triturada, se le agregaron 40 mL de agua

caliente a 80°C y se mezcl6 hasta deshacer todos los grumos.

La mezcla se transfirié6 a un matraz volumétrico de 500 mL (sélo se agregaron 300
mL de agua caliente a 80°C) y se puso a bafio Maria caliente por 2 h con agitacién
ocasional, se enfrié a temperatura ambiente y se afor6 el matraz. La solucion se filtrd

y se centrifug6 hasta tener una solucion clara.

De la solucion filtrada (solucién madre), se tomaron 25 mL y con agua destilada se
afor6 en un matraz volumétrico de 50 mL, de esta solucién se tomaron 45 mL y se
agregaron 2.5 mL de solucion de sulfanilamida (0.5 g de sulfanilamida en 150 mL de
CH3COOH glacial al 15% (v/v)), se dejo reposar 5 min y después se adicionaron 2.5
mL de solucién de N-(1-naftil)-etilendiamina NED (0.2 g de NED en 150 mL de
CH3COOH glacial al 15% (v/v)). Se mezclo y se dej6 reposar 15 min. Una porcién se

transfirio a una celda del espectrofotometro y se determiné la absorbancia a 540 nm.

35



Para el blanco se agregaron 45 mL de agua, 2.5 mL de solucion de sulfanilamida, se
reposo 5 min y se afiadieron 2.5 mL de solucion de NED y se volvio a reposar 15

min.

Para la realizacion de la curva estandar, se agregaron 10, 20, 30 40 mL de solucién
de trabajo (1 ug/mL de NaNOz) en un matraz volumétrico de 50 mL, se agregaron
2.5 mL de solucién de sulfanilamida (se repos6 5 min) y 2.5 mL de solucién NED (se

reposo 15 min), se mezcld y se midieron las absorbancias.

El calculo de la concentracion de nitritos se realiz6 de la siguiente manera:

y=ax+b

(Prom.abs—b)(FD)(500)
(@)(9)

Concentracion de nitritos ppm (ug/mL) =

Donde:

Prom.abs= Promedio de las absorbancias.

FD= Factor de dilucién.

g=gramos de salchicha utilizada.

a=pendiente de la linea de la curva de calibracion.
b=Intercepcién de la linea de la curva de calibracion.

[11.2.3.1.5  Andlisis microbiolégicos

Para los recuentos microbioldgicos se pesaron 25 g de muestra de salchicha cocida
y se afadieron 225 mL de agua peptonada (0.1%), se homogeneizaron en un
Stomacher (BagMixer®) durante 10 min, se hicieron las diluciones decimales
pertinentes, transfiriendo 1 mL del cultivo pre-enriquecido a tubos con diluyente de

peptona (0.5%).

Para los analisis microbiologicos respectivos, se tomaron 0.1 mL y dependiendo del
analisis microbiologico a realizar se seleccion6 la técnica y el medio del andlisis
(Cuadro 7) (NOM-2010-SSA1-2014).
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Cuadro 7. Analisis microbioldgicos para la salchicha cocida tipo Viena.

Tipo de andlisis Técnica de andlisis Medio Referencia

Agar para cuenta

Bacterias meséfilas Vaciado en placa estandar (Ext.racto de  NOM-092-SSA-1994
aerobias levadura, triptona,
dextrosa, agar y agua)
Caldo bilis verde NOM-2010-SSA1-
Escherichia coli NUmero mas probable brillante y agar eosina 2014

azul de metileno
Caldo RVS, caldo

NOM-2010-SSA1-
Salmonella spp Presencia/ausencia MKTTn, agar XLD,
agar ASB y agar verde 2014
brillante.
Listeria NOM-2010-SSA1-

Presencia/ausencia Agar Oxford y agar
monocytogenes PALCAM 2014

[11.2.4 Sobrevivencia a digestién in vitro

La digestion in vitro se realiz6 con adecuaciones de acuerdo con lo descrito por
Madureira y col. (2011), Falfan-Cortés y col. (2014), Kim y Hurt. (2018), Poletto y col.
(2019), de Mantos y col. (2019) y Hugues-Ayala y col. (2019) en donde las células
libres, microcdpsulas o en la salchicha segun sea el caso se sometieron a diferentes

condiciones simulando cada parte de la digestion in vitro.

Para la simulacion de la saliva se tomé 1 mL o 1 g de se hizo de células libres o
microcapsulas respectivamente y se homogeneizaron en 5 mL de saliva artificial (1.7
mL de NaCl (175 g/L), 290 mg de a-amilasa,0.22 g/L CaCl2 manteniendo un pH de
6.8) y se homogeneizé en un Stomacher (BagMixer®) durante 5 min para simular la
masticacion a 37°C (Naim y col., 2006). Las muestras de salchichas (control y con
microcapsulas) se pesaron 20 g y se agregaron 20 mL de la saliva artificial y se

homogeneizo en el Stomacher durante 10 min.

Para la simulacion de esofago y estbmago a las muestras anteriores, se le afiadieron
10 mL de fluido géstrico (18 mL de CaCl.. 2H20 (22.2 g/L), 6.5 mL de HCI
concentrado y 2.5 g de pepsina en 1 L) manteniendo un pH de 2 ajustandolo con HCI

1 Mo NaOH 1 M, se agitd a 37°C durante 90 min. Después se simulé el duodeno,
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agregando 10 mL de jugo intestinal (9 mL de CaClz. 2H20 (22.2 g/L), 6.3 mL KCI
(89.6 g/L), 9 g de pancreatinaen 1 L) y 5 mL de jugo biliar (68.3 mL de NaHCOs3 (84.7
g/L),15 g de bilis bovina en 1 L) manteniendo un pH de 5 ajustandolo con NaHCOs 1
M o HCI 1 My se agité a 37°C durante 20 min.

Para finalizar se simulo el iledn ajustando la muestra a un pH de 7 con NaHCO3 0.1

My se agité a 37°C durante 90 min.

En cada punto de la simulacién (boca, eséfago/estémago, duodeno e ilebn) se tomo
1 mL de muestra y se diluyeron en 9 mL de peptona para el analisis de sobrevivencia

de los lactobacillus a los tiempos 0, 90, 110 y 220 minutos respectivamente

[11.3 Disefios experimentales

Para la evaluacion de la microencapsulacion mediante secado por aspersion se
planted un disefio factorial 22 con tres réplicas y completamente aleatorizado. Donde
los factores y niveles se muestran en el Cuadro 8. El disefio se evalu6 para cada

microorganismo y se eligié el mejor tratamiento de cada cepa probidtica.

Cuadro 8. Disefo experimental para L. rhamnosus GG y L. casei.

Factor Temperatura de entrada (°C) Flujo (mL/min)
-1 120 7
1 140 12

Para la elaboracion de la salchicha probidtica se realizé un disefio unifactorial con
tres réplicas completamente aleatorizado, donde el factor fue la adicion de las dos
cepas probidticas microencapsuladas y como control se tuvieron salchichas sin la

adicion de los microorganismos.
111.3.1 Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados de acuerdo con las restricciones de los disefios. Y

se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Microencapsulacion de Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 vy
Lactobacillus casei ATCC 393 mediante secado por aspersion
IV.1.1 Recuento de bacterias y eficiencia de microencapsulacion

Para la determinacion de las condiciones 6ptimas en el secador por aspersion de L.
rhamnosus GG (LGG) y L. casei (LC) se evaluaron los siguientes parametros:
temperatura de salida, rendimiento, eficiencia, células viables antes y después de la
microencapsulacion y aw de los diferentes tratamientos. Esto se realizo por medio de
un disefio experimental con dos temperaturas (120°C y 140°C) y dos flujos de
alimentacion (7 mL/min y 12 mL/min). Las probabilidades del anélisis ANOVA se

presentan en el Cuadro A del ANEXO vy se obtuvieron los siguientes resultados.

En el caso del microorganismo LGG, se observo que el factor temperatura de entrada
tiene influencia sobre el parametro temperatura de salida (P=0.036, Cuadro A,
ANEXO). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el rendimiento
(Cuadro 9). Se pudo observar que el material encapsulante actiia de manera eficaz
a 120 o0 140°C y con un flujo medio o rapido.

Arsalan y col. (2015) reportaron que al utilizar almidon modificado con una
concentracion de solidos totales del 20% (p/v) obtuvieron un rendimiento de 39.33 +
6.37% similar al de este trabajo que fue de 44 — 55% para ambos microorganismos,
este intervalo concuerda con el rendimiento optimo (50%) para escala de laboratorio,
por lo que se considera un secado exitoso (Borrmann y col., 2013, Sahin-Nadeem y
Afsin, 2014). En comparacioén a la escala industrial en donde el rendimiento se acerca
al 100%, a escala de laboratorio el rendimiento es méas bajo (20 - 70%), debido a la
pérdida del producto en las paredes de la camara del secado, el volumen del lote
utilizado, y al paso de particulas finas (<2 um) que suelen pasar al aire de escape
debido a la ineficaz capacidad de separacion del ciclon, mientras que a nivel industrial
los sistemas de filtracién son efectivos para aumentar el rendimiento (Sosnik y col.,
2015).
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Los bajos valores de rendimiento del producto pueden ser por la pérdida durante la
etapa del secado ya sea por algunas gotas del liquido dentro de la pared de la camara
de secado o en el ciclon, afectando de manera directa al rendimiento del método
como fue con el caso de Cevher y col. (2006) con un contenido de sdlidos totales de
0.5% (p/v), obtuvieron microcapsulas de quitosano con un rendimiento de (47 — 50%)

debido al tamafio del lote (200 mL de solucién) y pérdidas dentro del secado.

También los bajos valores de rendimiento se pueden deber por la concentracion la
concentracion de solidos totales, Carlan y col. (2019) obtuvieron un rendimiento del
30% al microencapsular vitamina B1 con almidén modificado a una concentracion de
sélidos totales del 1% (p/v) con una temperatura de entrada de 120°C, mediante el
método de secado por aspersion, este comportamiento fue similar a lo reportado por
O’'Riordan y col. (2001) donde evaluaron el rendimiento del método de secado por
aspersion microencapsulando Bifidobacterium con almidon de maiz modificado con
OSA con una concentracion de solidos totales del 10% (p/v) y temperatura de entrada
de 100°C y obtuvieron un rendimiento del 30% también menor al de este trabajo, esto
se pudo deber a que nuestra concentracion solidos totales era del 30% (p/v).
Hernandez-Lopez y col. (2018) microencapsularon con el material NLOK® la cepa L.
penthosus por el método de secado por aspersion y analizaron las condiciones
Optimas para obtener una mayor eficiencia y obtuvieron que fue con una

concentracion de sélidos totales del 30% como lo ideal.

Por otra parte, tanto la temperatura de salida como el rendimiento se puede ver
influenciado por la temperatura de entrada durante el secado (Kawakita y col., 2021),
como se observa en los datos obtenidos en el Cuadro 9 y 11, a una temperatura de
entrada de 120°C con un flujo de alimentacion de 7 mL/min y 12 mL/min, visualmente
obtuvimos menores temperaturas de salida y rendimientos en comparacion con la
temperatura de entrada de 140°C. Por lo que, independiente del microorganismo
(LGG o LC) a microencapsular, si la temperatura de entrada es de 140°C se

obtendran valores mas altos en cuanto a temperatura de salida y rendimiento.
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Cuadro 9. Rendimiento de Lactobacillus rhamnosus GG microencapsulado mediante

secado por aspersion de usando almidén modificado tipo 4.

Fact .

. actor Temperatura Rendimiento
Tratamiento )
Temperatura de entrada Flujo de salida (°C) (%)
(°C) (mL/min)
a a
LGGM1 120 7 835+212 445 + 3.53

LGGM2 140 7 99+ 8.50 545+212
LGGM3 120 12 85+4.24 455+4.94
LGGM4 140 12 91+141" 480+ 141"

LGGM= Lactobacillus rhamnosus GG microencapsulado, n=3 réplicas. Media + desviacion
estandar, valores con diferentes superindices indican diferencia estadistica significativa (a=
0.05).

Posteriormente, se evaluaron los resultados de la viabilidad celular, eficiencia y aw
de los tratamientos (Cuadro 10). De acuerdo con los resultados obtenidos, tampoco
se encontraron diferencias significativas en los tratamientos, lo que indica que, a
pesar de haberse utilizado diferentes temperaturas de entrada y caudales de
alimentacion, el material y la cepa probidtica se comportaron de la misma manera.
No obstante, se decidio utilizar como mejor tratamiento al tratamiento LGGM4 debido
a que usando los factores de éste, se tenia una menor adherencia del material a la
camara del secado y al ciclén, permitiendo tener un mejor manejo del instrumento, lo
gue se reflej6 en una menor variacion en los resultados obtenidos, teniéndose una

menor desviacion estandar en los datos.

Para la medicién de actividad de agua (aw) es importante destacar que los datos
obtenidos para ambos microorganismos son los ideales, presentando valores de
0.19-0.21 (Cuadro 10 y Cuadro 12). Un intervalo en el cual los polvos tienen buenas
caracteristicas como baja aglomeracion, alta estabilidad y sobrevivencia del
microorganismo (Hernandez-L6épez y col., 2018). La aw desempefia un papel

fundamental en la evaluacion de la estabilidad, seguridad y crecimiento microbiano.
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Mantener la actividad de agua dentro del intervalo apropiado garantiza la proteccion

del material central en una microcapsula estable.

Cuadro 10. Evaluacion de Lactobacillus rhamnosus GG microencapsulado mediante

secado por aspersion usando almidén modificado tipo 4.

Tratamiento Factor Células viables totales Eficiencia aw
(%)
Tde Flujo Antes de Después de
entrada  (ML/min) microencapsular microencapsular
(C) (Log UFC/mL) (Log UFC/g)
a a a a
LGGM1 120 7 10.5+0.05 9.0 £ 0.50 86+5.2 0.21+0.014
a a a a
LGGM2 140 7 10.5 + 0.01 8.5+0.21 81+21  0.15+0.000
a a a a
LGGM3 120 12 10.4 + 0.15 9.3+0.21 89+33  0.19+0.023
a a a a
LGGM4 140 12 10.5 + 0.02 8.8+0.14 84+15  0.21+0.078
LGGM= Lactobacillus rhamnosus GG microencapsulado, n=3 replicaciones. Media *

desviacion estandar, valores con diferentes superindices indican diferencia estadistica

significativa (a= 0.05).

Por otro lado, los resultados para la microencapsulacién de LC se presentan en el
Cuadro 11.

En el Cuadro A del ANEXO, se pudo observar que el factor temperatura es el que

tiene influencia sobre todos los parametros excepto aw. Esto pudo deberse a que LC

es mas termosensible que LGG.

Al analizar las condiciones Optimas para LC, se observé que no hubo diferencias

significativas entre los tratamientos para las variables temperatura de salida y

rendimiento, similar a lo observado anteriormente para LGG.
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Cuadro 11. Rendimiento de Lactobacillus casei microencapsulados mediante secado

por aspersion usando almidon modificado tipo 4.

. Factor Temperaturade  Rendimiento
Tratamiento .
Temperatura de entrada Flujo salida (°C) (%)
(°C) (mL/min)
a a
LCM1 120 7 90 +4.36 49 +1.26
a a
LCM2 140 7 101 + 2.65 54 + 0.96
LCM3 120 12 89+854 49+5.08
LCM4 140 12 98 +5.86 55 +3.63

LCM= Lactobacillus casei microencapsulado, n=3 réplicas. Media + desviacién estandar,
valores con diferentes superindices indican diferencia estadistica significativa (a= 0.05).

En el Cuadro 12 se presentan los resultados de viabilidad, eficiencia y actividad de
agua para LC. Se puede observar que los tratamientos LCM1 y LCM3 presentaron
mejores resultados en términos de Vviabilidad celular y eficiencia de la
microencapsulacion. Especificamente, se observo que fueron menores las células
viables después del proceso de microencapsulacién para los tratamientos LCM2 y
LCM4, los cuales tienen una temperatura de entrada de 140°C, lo cual sugiere que
la temperatura de entrada de 120°C favorecié el aumento de la viabilidad celular y la
eficiencia de la microencapsulacion. En este sentido, los tratamientos LCM1 y LCM3

se consideraron los mejores.

No obstante, al comparar la eficiencia de la microencapsulacion y las células viables
totales de LC bajo estos tratamientos, se observd una menor desviacion en el
tratamiento LCM1 y una ligera mayor eficiencia en comparacion con LCM3. Por esta
razon, se selecciono finalmente el tratamiento LCM1 como el mejor tratamiento para

el microorganismo LC.
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Cuadro 12. Evaluacion de Lactobacillus casei microencapsulado mediante secado
por aspersion usando almidén modificado tipo 4.

Tratamiento Factor Células viables totales Eficiencia aw
A %
T de | Antes de Después de (%)
Flujo microencapsular microencapsular
entrada )
¢0) (mL/min)  (Log UFC/mL) (Log UFC/g)
a ab a a
LCM1 120 7 9.9 +£0.06 8.4 £ 0.03 85+0.5 0.19 £ 0.016
a ab a a
LCM2 140 7 9.9+0.12 7.5+0.54 75+5.8  0.18 + 0.034
a a a a
LCM3 120 12 10.0 + 0.06 8.4 +0.30 84+28  0.15+0.010
a b a a
LCM4 140 12 10.0 £ 0.12 7.4 +0.49 74+55  0.19 +0.040

LCM= Lactobacillus casei microencapsulado, n=3 réplicas. Media + desviacién estandar,
valores con diferentes superindices indican diferencia estadistica significativa (a= 0.05).

Al comparar los microorganismos LGG y LC en el proceso de microencapsulacion
por secado por aspersion (Cuadros 10 y 12), se observé que ambos valores de aw
de los tratamientos elegidos 0.21 + 0.078 y 0.19 + 0.016 respectivamente estan
dentro del intervalo de 0.15 a 0.30; al encontrarse dentro de este intervalo especifico,
se previene el apelmazamiento y la recristalizacion del material de la microcapsula
(Jian y col., 2020). Esto fomenta la uniformidad de las cépsulas, asegurando un
encapsulado adecuado, protegiendo las células de condiciones adversas tanto
ambientales como fisicas.

En cuanto a la viabilidad de las células, se observan en los Cuadros 10y 12 que LGG
logr6 mantener una viabilidad mas alta de sus células después de la
microencapsulacion que L. casei teniendo un promedio de reduccion de 1.5 Log
UFC/g y 2 Log UFC/g respectivamente después de la microencapsulacion. La
reduccion de LGG microencapsulado fue similar a lo reportado por Ying y col., (2013)
donde microencapsularon LGG con almiddn resistente a 20% (p/v) de sélidos totales
y con 100 mL de jugo de manzana y tuvieron una pérdida de viabilidad después del
secado de 1 Log UFC/g. Falfan-Cortés y col., (2014) microencapsularon L. casei con

almidén de amaranto succinatado mediante secado por aspersion y obtuvieron una

44



viabilidad celular de 8.62 Log UFC/g, tomando en cuenta la suspension celular antes
de microencapsular fue de 9 Log UFC/g, por lo cual la reduccién celular fue menos
de 1 Log UFC/g esto indica que el almidon de amaranto succinatado es mejor
material protector que el de este trabajo, de igual forma una de las condiciones del
secador es que tenia una temperatura de entrada de 100-110°C lo cual en este
trabajo fue de 120 y 140°C y de acuerdo al Cuadro A del ANEXO la temperatura de
entrada si tiene un efecto significativo sobre la eficiencia para LC que a diferencia de
LGG no influye la temperatura de entrada para obtener una buena eficiencia. Por lo

gue se puede decir que LC es mas termosensible que LGG.

Ademas, Matos-Jr y col. (2019) mencionan que es oportuno explorar el perfil de
hidrofobicidad de las paredes de LGG y L. paracasei, quienes microencapsularon
mediante una coacervacion compleja por emulsion, obtuvieron una mayor retencién
en LGG debido a que presentd una mayor retencion del material emulsificante que
L. paracasei; aunque en el presente trabajo se realiz6 una microencapsulacion
mediante secado por aspersion con un almidén modificado, es de interés estudiar las
interacciones que se generan entre el material encapsulante y la membrana, ya que
una parte del material encapsulante es hidrofobo (Figura 8) y puede interaccionar

con la membrana celular.

Se puede afirmar que las condiciones seleccionadas de temperatura de entrada y
flujo para ambas cepas, LGG y LC, tratamiento LGGM4 (140°C y 12 mL/min) y LCM1
(120°C y 7 mL/min), muestran eficiencias de microencapsulacion del 84 + 1.5% y 85
+ 0.5% respectivamente. Estas eficiencias se consideran adecuadas cuando la

supervivencia es del 85% o superior segun lo reportado por Bradford y col. (2019).

IV.2 Evaluacioén de la resistencia térmica

Para la evaluacion de la resistencia se sometieron los microorganismos en estado
libre y microencapsulados a tratamiento térmico con diferentes temperaturas (65, 75
y 85°C) durante 5y 10 min y se enfriaron inmediatamente en un bafio de agua helada.
Los resultados se presentan en la Figura 12.
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Figura 12. Evaluacioén de la resistencia térmica a tres diferentes temperaturas (65,
75y 85°C)a5y 10 min.
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En la Figura 12, se puede apreciar que las células libres de LGG asi como LC, tienen
una mayor reduccién en su viabilidad en comparacion a las células que se
encuentran microencapsuladas, independientemente de las condiciones de
exposicion a las que fueron sometidas. Ademéas, a medida que se aumenta la
temperatura y tiempo de exposicion, se observa una mayor reduccion en la viabilidad
de las células libres y microcencapsuladas, este comportamiento fue similar a lo
reportado por Ashwar y col. (2018) lo cual se atribuye a que una temperatura elevada
por un tiempo prolongado desestabiliza la estructura de las células. En primer lugar,
la membrana celular se ve afectada, ya que los acidos grasos, tanto saturados como
insaturados se desnaturalizan. En especial los acidos grasos insaturados, debido a
gue poseen dobles enlaces en su cadena, siendo mas susceptibles a la degradacién
inducida por el calor en comparacion con los &cidos grasos saturados. Esta
desnaturalizacion desestabiliza la funcion de la membrana celular, afectando su
capacidad como barrera selectiva y transporte de sustancias a través de esta,
causando dafos irreversibles en la membrana, acido nucleico y las proteinas,
rompiendo los enlaces en monémeros, conduciendo a la muerte celular (Haddaji y
col., 2015).

Con este mismo comportamiento, en la Figura 12, se evidencia que tanto las células
en su forma libre (LGG y LC) como microencapsuladas en los materiales AM4 o
NLOK®, exhiben un patron de comportamiento similar en las diversas temperaturas
y tiempos. En otras palabras, se observa que las microcdpsulas de LGG, ya sea en
el material encapsulante NLOK® o AM4, tienden a mostrar una mayor resistencia a
las condiciones térmicas conforme al tiempo en comparacion con las células de LGG
en su estado libre, esta tendencia de comportamiento de reduccion se ha reportado
por Ashwar y col. (2018). Por lo que la microencapsulacién es una alternativa eficaz
para mantener la sobrevivencia celular de manera efectiva cuando los
microorganismos son sometidos a estrés térmico por un tiempo prolongado.

Para llevar a cabo una comparacion mas detallada en la evaluacion de la resistencia
térmica, se presenta el comportamiento de las cepas libres en la reduccién de la
viabilidad de las cepas (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Evaluacion de la resistencia térmica de L. casei y L. rhamnosus GG libres

a diferentes tiempos y temperaturas.

Reduccion logaritmica

Temperatura (°C) Tiempo (min)
LC (Log UFC/mL) LGG (Log UFC/mL)

bA bB
65 5 412 +0.42 3.04+0.13

abA bB
75 5 5.01 +0.30 3.60 +0.42

aA aA
85 5 5.70 + 0.36 5.41 +0.49

bA bA
65 10 4.78 + 0.47 3.88+0.56

abA aA
75 10 5.09 + 0.68 5.10 + 0.48

aA aA
85 10 6.24 + 0.51 6.04 + 0.06

LC= Lactobacillus casei libre; LGG= Lactobacillus rhamnosus GG libre. n=3 réplicas. Media
+ desviacion estandar, valores en la misma columna con diferentes letras minUsculas
superindices indican diferencia estadistica significativa (a= 0.05) entre temperatura para el
mismo tiempo; valores en la misma fila con diferentes letras mayusculas superindices indican
diferencia estadistica significativa (a= 0.05) entre cepas.

En el Cuadro 13 se observan diferencias significativas en el comportamiento de la
cepa LC libre en funcién a la temperatura de exposicién. Especificamente, entre las
temperaturas de 65 y 85°C, tanto a los 5 como a los 10 minutos de exposicion,
mientras que a 75°C el comportamiento es similar a las temperaturas mencionadas
anteriormente, este patron de comportamiento sugiere que a 85°C se produce una
mayor reduccion logaritmica significativa en la viabilidad de la cepa, tanto a 5 como
a 10 minutos de exposicién. En el caso de la cepa LGG libre, a los 5 minutos no
existen diferencias a 65 y 75°C, mientras que a la temperatura de 85°C se ve una
mayor reduccion, lo que nos indica que esta cepa tiende a ser mas resistente a la
temperatura en un tiempo de 5 minutos. Sin embargo, durante el tiempo de
exposicién de 10 minutos hay diferencia significativa a 65 vs 75 y 85°C, teniendo una
reduccion logaritmica significativamente mayor cuando la temperatura aumenta
(65°C < 75°C = 85°C).

En cuanto a las temperaturas de 65 y 75°C durante 5 minutos de exposicion, se
observa que entre LC y LGG hay diferencias significativas, lo que indica que a esta

temperatura y durante este tiempo, LC libre es mas termosensible que LGG libre. Sin
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embargo, para las demas condiciones ambas cepas no presentaron diferencias
significativas en sus reducciones, aunque si se puede observar que LC tiende a tener

una ligera mayor reduccion que LGG libre.

En el Cuadro 14, se presenta la reduccion logaritmica de la evaluacion de la

resistencia térmica de las cepas LC y LGG microencapsuladas con AM4 o NLOK®.

Cuadro 14. Evaluacion de la resistencia térmica de L. casei y L. rhamnosus GG en

diferentes materiales encapsulantes a distintos tiempos y temperaturas.

Reduccioén logaritmica

Temperatura Tiempo MCAMA4 MCNLOK
(°C) (min)
LC (Log LGG (Log LC (Log LGG (Log
UFC/g) UFC/g) UFC/g) UFC/g)
bA aB* aA bB*
65 5 3.00 + 0.08 2.50 + 0.20 3.19 + 0.33 1.63 + 0.07
bA aA aA aA
75 5 2.61+0.38 212 +1.16 3.11+0.57 3.05 + 0.52
aA aB aA aA
85 5 3.75+0.01 3.20 + 0.10 3.56 + 0.17 3.21 +0.34
aA* aB * aB
65 10 4.18 + 0.30 2.91+0.70 3.21 +0.05 2.52 +0.10
aA aA aA aA
75 10 3.66 + 0.55 2.89+1.13 3.28 + 0.33 2.67 +0.43
aA aB aA aA
85 10 3.72+0.02 3.11+0.10 3.60 + 0.26 3.20+ 0.61

LC= Lactobacillus casei; LGG= Lactobacillus rhamnosus GG; MCAM4= microcapsulas de
almidon modificado tipo 4; MCNLOK= microcdpsulas de NLOK®. n=3 réplicas. Media *
desviacion estandar, valores en la misma columna con diferentes letras minusculas
superindices indican diferencia estadistica significativa (a= 0.05) entre temperatura para el
mismo tiempo; valores en la misma fila con diferentes letras mayusculas superindices indican
diferencia estadistica significativa (a= 0.05) entre cepas. * indica diferencia estadistica
significativa (a = 0.05) entre material encapsulante para la misma cepa y condicion.

En el Cuadro 14 se observa que a 5 minutos para LC con MCAM4 se presento una
reduccion logaritmica significativa a 85°C en comparacion con 65y 75°C, asi mismo
LGG con MCNLOK presenta una mayor sobrevivencia a 65°C en comparacion a las
demas temperaturas. Para las demas condiciones tanto para LC, como para LGG
con ambos materiales encapsulantes (AM4 o NLOK®) no hay diferencias

significativas entre las temperaturas a 5 0 10 minutos, por lo que se puede asociar a
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gue el material encapsulante ayuda a mantener la viabilidad de las cepas
independientemente de cualquier temperatura a 5 0 10 minutos de exposicion.

Comparando el comportamiento de las cepas con los diferentes materiales
encapsulantes, se observa que para 65°C durante 5 minutos de exposicion, las
microcapsulas de LGG con los materiales AM4 y NLOK® presentaron diferencias
significativas; en donde las microcapsulas de LGG con AM4 mostraron una reduccion
significativamente mayor en comparacion con las de NLOK®, lo que sugiere que, en
esta condicion especifica, el material comercial NLOK® proporciond una proteccion
superior a la cepa (Cuadro 14). Algo similar se puede observar para LC a 65°C

durante 10 minutos.

Para la temperatura de 75°C durante 5 y 10 minutos de exposicion, se observa que
para las microcapsulas de LC y LGG con los materiales NLOK® y AM4 se comportan
de la misma manera; aunque de forma visual en la Figura 12 se puede observar que
las células microcapsuladas de LC con AM4 (2.89 + 1.13 Log UFC/g) tuvieron una
ligera menor reducciébn que con NLOK® (3.28 + 0.33 Log UFC/g), aunque
estadisticamente no se considera que el material AM4 tienda a tener una mayor
proteccion que NLOK®, teniéndose estadisticamente comportamientos similares

independientemente de la cepa utilizada.

Se puede decir que el método de microencapsulacion es de gran importancia ya que
si hay diferencias en la viabilidad celular cuando éste se emplea. Ashwary col. (2018)
evaluaron la microencapsulacion de Lactobacillus casei con almidén de arroz
fosforilado utilizando sales de fosfato y por el método de emulsion y cuando se
expusieron las microcapsulas a 75°C durante 10 min, la reduccion celular fue de 6
Log UFC/g; comparandolo con este trabajo la reduccion fue menor, la cual fue de ~3
Log UFC/g (Cuadro 14) si bien al tener diferentes modificaciones, ambos almidones
pertenecen a los almidones modificados tipo 4. Por lo que el método de secado por
aspersion utilizado se puede asociar a que favorece mas la proteccion de los

microorganismos que el método de emulsioén.
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IV.3 Determinaciones en la salchicha tipo Viena

IV.3.1 Analisis proximales

Se evalud la composicion de la salchicha tipo Viena control (sin la adicion de

probidticos), obteniendo lo siguiente (Cuadro 15):

Cuadro 15. Composicion de la salchicha de cerdo tipo Viena sin probiéticos.

Composicion % o ppm
Humedad (%) 71.6 £2.33
Ceniza (%) 6.6 £ 0.67
Grasa (%) 21.8+£4.87
Proteina (%) 12.6 £ 1.64
Nitritos (ppm) 82.4 £ 6.67

Media *+ desviacién estandar en base seca. n=3 réplicas.

El contenido de humedad de las salchichas fue de 71.574 + 2.33%, como se detalla
en el Cuadro 15, lo cual cumple con la norma mexicana vigente (NMX-F-065-1984)
gue marca un maximo de contenido de humedad del 70%. Este valor supero al 66 +
0.041% informado previamente por Barragan-Martinez y col. (2019) aunque para
ambas se agrego la misma proporcion de hielo, la diferencia podria atribuirse a las
modificaciones que se realizaron en la formulacién en cuestion de la composicion de
la carne ya que mientras en la literatura se reporta la adicién de un 50% de carne de
cerdo y un 20% de grasa de cerdo, se opt6 por incluir un 45% de carne de cerdo, un
18% de carne de res y un 9% de grasa de cerdo en la formulacion. Estas variaciones
en la composicion de ingredientes son fundamentales para comprender la diferencia
en los resultados de contenido de humedad. Dado que la carne de res y de cerdo
tienen un contenido de humedad que oscila entre el 65.3% y el 72.8%, segun lo
reportado por Ohy col. (2016) y Noidad y col. (2019), por lo tanto, es razonable inferir
que el aumento en el contenido de humedad en las salchichas se deba a la
incorporacion de carne de res y de igual forma al contenido de humedad que
proporciona la carne de cerdo ademas que se agregd menos grasa que en lo

reportado en la literatura (Barragan-Martinez y col., 2019).
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Para el contenido de ceniza se obtuvo un valor de 6.6 £ 0.67%, el cual supera a lo
reportado por Da Silvay col. (2019), quienes registraron un contenido del 3.7%. Esta
variacion podria explicarse por la diferencia en la composicion de las muestras
utilizadas en ambos estudios. Mientras que en lo reportado adicionan exclusivamente
carne de cerdo, en el presente trabajo se utilizé ademas carne de res (pierna) que
naturalmente contiene 6.93% de ceniza (Oh y col.,, 2016). Esta informacién se
corrobora con lo reportado por Okoro y col. (2010), quienes elaboraron una salchicha
utilizando Unicamente carne de res y obtuvieron un contenido de ceniza del 6.5% lo
cual concuerda con lo obtenido. Adicionalmente, la adicion de condimentos,
incluyendo el cloruro de sodio (sal), podria contribuir al aumento del contenido de
ceniza en el producto final de este proyecto. Es importante recordar que los
componentes quimicos que conforman las cenizas son minerales en forma de 6xidos,
sulfatos, fosfatos, silicatos y cloruros, los cuales pueden provenir tanto de la carne

utilizada como de los aditivos adicionados en el proceso de elaboracion.

En cuanto al contenido de grasa, se obtuvo un contenido de 21.8 + 4.87%, lo cual no
concuerda con lo que se adicion6 que fue 8.95% de grasa, la diferencia se puede
atribuir a que la carne de res contiene 29% de grasa y la pierna de cerdo (4.39%)
(Oh y col., 2016; Jang y col., 2017), esto contribuye al aumento del contenido de
grasa de la salchicha. El valor obtenido se ajusta a la normativa vigente que establece
un limite méaximo del 30% de grasa permitida. En lo que respecta a la proteina, se
obtuvo un valor de 12.6 + 1.64% que fue similar al contenido de proteina reportado
por Da Silva y col. (2019); esto es debido a que ambas salchichas se formularon con
63% y 65% de carne respectivamente. El contenido de proteina sobrepasa el
requisito minimo del 9.5% establecido por la norma mexicana “NMX-F-065-1984". Es
relevante destacar que esta norma es de naturaleza voluntaria, sin requerimientos
legales obligatorios. No obstante, fue empleada como referencia para garantizar la

calidad y satisfacer las expectativas de los consumidores.

En cuanto a los nitritos se registraron 82.4 + 6.67 ppm, lo cual cumple con la NOM-
213-SSA1-2018 en donde se indica que el limite maximo en productos carnicos
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cocidos procesados permitidos es de 156 mg/kg (1 mg/kg es equivalente a 1 ppm).
Es importante mencionar que al ser una norma oficial mexicana es de cumplimiento
obligatorio para garantizar la seguridad alimentaria ya que si se supera el limite
méximo permitido puede provocar la formacion de nitrosaminas, sustancias con

efectos carcinogénicos probados.

Sin embargo, también tiene efectos beneficiosos como que es un compuesto
antioxidante que protege a los lipidos de los dafios oxidativos, reaccionando con
especies reactivas de oxigeno como los radicales hidroxilos para inhibir la oxidacion
de lipidos y también estabiliza el hierro hemo actuando como un quelante de iones

metélicos, que son los principales prooxidantes en los productos carnicos.

Ademas, el nitrito (NO?) inhibe el crecimiento de bacterias patégenas como C.
botulinum y L. monocytogenes, ayuda a conferir el color caracteristico de una
salchicha, debido a que el nitrito (NO?%) por una reaccion redox se reduce (el nitrito
gana un electrén) para producir 6xido nitrico (NO), que este reacciona con la
mioglobina (Fe?*) para formar el complejo nitrosomioglobina, este complejo al ser
inestable, cuando se aplica calor por medio de la coccién de la salchicha a 70°C se
convierte en un pigmento rosado estable, es decir en nitrosilhemocromo (Jo y col.,
2020).

I\V.3.2 Color y pH
Se realizo el analisis de color de la salchicha cocida tipo Viena sin la adicion de
probidticos (SV Control), con la adicion de LGG o LC microencapsulados con NLOK®

(SV LGG-MNLOK o0 SV LC-MNLOK) y las mismas cepas microencapsuladas con
AM4 (SV LGG-AM4 o0 SV LC-AM4) y los resultados se presentan en el Cuadro 16.
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Cuadro 16. Analisis de color de la salchicha cocida tipo Viena.

. Angulo de matiz indice de Diferencia de
Parametro o . pH
(HUE) saturacion (S) color (4E)

a a .C a

SV Control 27.06 = 3.09 17.37 £1.04 0.00 + 0.00 6.10 + 0.034
a a a b

SV LGG-MNLOK 30.32+0.31 16.87 £ 0.171 1.22 £ 0.07 6.00 = 0.04
a a a b

SV LC-MNLOK 30.09 £ 0.44 16.94 £ 0.118 1.30+0.18 5.97 + 0.01
a a a b

SV LC-AM4 27.77 £0.12 16.75 £ 0.126 1.45+0.17 5.98 + 0.02
a a b b

SV LGG-AM4 26.83 £ 0.55 16.74 £ 0.067 0.75 + 0.09 5.95 +0.02

SV Control= Salchicha tipo Viena sin la adicibn de microcapsulas; SV LGG-MNLOK=
Salchicha tipo Viena con LGG microencapsulado con NLOK®; SV LC-MNLOK= Salchicha
tipo Viena con LC microencapsulado con NLOK®; SV LC-AM4= Salchicha tipo Viena con LC
microencapsulado con AM4; SV LGG-AM4= Salchicha tipo Viena con LGG
microencapsulado con AM4.n=3 réplicas. Media + desviacion estandar, valores en la misma
fila con diferentes letras minusculas superindices indican diferencia estadistica significativa
(a= 0.05).

Se puede observar en el Cuadro 16 que el angulo de matiz es igual en todas las
muestras, es decir que no presentan diferencias estadisticas significativas. Estos
valores indican la posicibn de un color en un circulo de 360° en un plano
colorimétrico, por lo que los valores obtenidos podrian indicar que el color de las
salchichas se encuentra en la parte rojiza en una gama de colores calidos, pero mas
hacia el rojo que hacia el amarillo, los resultados obtenidos difieren de lo reportado
por Barragan y col. (2019) en donde obtuvieron angulos entre 1.14° y 1.32° indicando
gue se encuentra muy poco mezclado con tonos rojizos, siendo cercano al rojo puro,
a pesar de haber acoplado su metodologia en la elaboracion de la salchicha con la
Unica diferencia que se agregoé carne de res y no solo carne de cerdo, se observan
angulos completamente diferentes, esto se puede deber a esa variacién en la
composicién de la salchicha. Por otra parte comparando la salchicha cocida con una
salchicha fermentada como la elaborada por Igor y col. (2021), se encontraron
diferencias en los angulos de matriz obtenidos entre 39.92° y 43.44°, indicando que

su salchicha es un color anaranjado en tonos calidos, es decir, existe una transicion

54



de rojo a amarillo, lo cual se puede deber a que durante la fermentacion de la
salchicha el pH disminuye debido a las bacterias lacticas e impacta en el color, ya
qgue se producen acidos y desestabilizan los pigmentos dando colores diferentes a
las salchichas cocidas.

El indice de saturacion es una medida que indica la intensidad o pureza del color. En
el contexto de la colorimetria, un indice de saturacion mas alto generalmente sugiere
un color mas intenso mientras que un indice de saturacién méas bajo indica un color
menos intenso 0 mas apagado, por lo que Barragan y col. (2019) obtuvieron un valor
entre 8.6 y 10.87, en cambio la salchicha realizada tuvo intervalos entre 16.74y 17.37
lo cual nos indica que es mas saturado y vibrante, esto se puede deber a diferentes
factores como la formulacién y procesamiento de las salchichas.

La tolerancia de color es un limite para saber la diferencia de color entre una muestra
y el estandar (control) para poder considerar la muestra aceptable o no. Para obtener
esta diferencia de color mejor conocida como AE, se utilizan los valores de
luminosidad (L*), indice rojo-verde (a*) e indice amarillo-azul (b*) de dos muestras
tomando de estandar el control con cada una de las muestras analizadas es decir,
se obtiene la distancia que existe entre dos puntos medidos, en este caso el control
con cada una de las muestras. De acuerdo con los resultados obtenidos (Cuadro 16)
se puede decir que la diferencia de color en la muestra SV LGG-AM4 es diferente
estadisticamente a las otras muestras y de igual forma tiende a acercarse mas al
control que las otras, pero sigue siendo diferente estadisticamente al control. Por lo
gue todas las muestras son diferentes en color al control, aunque para poder
corroborar esto, no solo hay que basarse en lo estadistico sino se debe deben
correlacionar con el ojo humano de tal forma que el color sea tanto visual como
numéricamente aceptable. En la Figura 13, se observan las muestras de las

salchichas analizadas.
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Figura 13. Muestras de salchichas tipo Viena para el analisis de color. a) SV

Control=Salchicha tipo Viena sin la adicién de lactobacillus microencapsulado, b)
SV LGG-MNLOK=Salchicha tipo Viena con LGG microencapsulado con NLOK®, c)
SV LC-MNLOK= Salchicha tipo Viena con LC microencapsulado con NLOK®, d) SV

LC-AM4= Salchicha tipo Viena con LC microencapsulado con AM4, e) SV LGG-

AM4= Salchicha tipo Viena con LGG microencapsulado con AM4.

En la Figura 13, visualmente no se observa ninguna diferencia de color entre las
muestras y control; esto se puede corroborar y correlacionar con la escala de
Mokrzycki y Tatol (2012), quienes mencionan que cuando 0 < AE < 1, el observador
no percibe la diferencia y si 1 < AE < 2, solo un observador entrenado puede notar la
diferencia, con base a la informacion, para SV LGG-AM4 el observador ya sea
experimentado o no, no va a observar ninguna diferencia entre ésta con el control,
en cambio para las demés muestras solo un observador entrenado podra notar las
diferencias. Se puede decir que la salchicha ya sea con o sin la incorporacion de
probidticos, van a ser percibidas en color de igual forma entre unay otra.

Respecto al pH, existe diferencia estadisticamente significativa entre la salchicha
control (SV Control) y las muestras, siendo mayor en SV Control. Esta disminucion

56



de pH en las muestras podria atribuirse a la produccién de acido lactico proveniente
del metabolismo de los microorganismos, como se observa en el estudio de Bilenler
y col. (2017) donde se midio la produccién de &cido lactico en salchichas con y sin la
adicion de probidticos, obteniendo una mayor produccién de &cido lactico en las
salchichas con probioticos y una menor en las salchichas de control. A pesar de eso

los intervalos de pH obtenidos son 6ptimos de un producto carnico cocido.

IV.3.3 Textura

El Cuadro 17 presenta los resultados del analisis de textura de la salchicha tipo Viena
para las cuatro diferentes muestras: SV Control refiriéndose a la salchicha sin la
adicion de probidticos, para la salchicha con la adicion de microcapsulas de NLOK®
con LGG o LC (SV LGG-MNLOK o SV LC-MNLOK) y para la salchicha adicionada
con microcapsulas de AM4 con LC 0 LGG (SV LC-AM4 o LGG-AM4). Los parametros
evaluados fueron dureza, cohesion, elasticidad y masticabilidad.

Cuadro 17. Analisis de textura de la salchicha tipo Viena.

Elasticidad Masticabilidad
(mm) (N)

Parametro Dureza (N) Cohesion

b b

al a a al
SV Control 32.46 + 3.84 0.68 + 0.02 0.89 + 0.02 19.61+1.94

b a a b
SVLGG-MNLOK 2517 +4.83 0.59 + 0.08 0.86 + 0.02 13.16 + 4.35

b

al a a b
SV LC-MNLOK 25.93 + 4.22 0.57 + 0.07 0.87 + 0.06 13.83 + 4.27

b

a a a a
SVLC-AM4 35.92 + 5.55 0.66 + 0.01 0.88 + 0.02 21.97 +0.91

a a a a
SV LGG-AM4 38.28+ 5.64 0.65+ 0.03 0.90 + 0.01 22.56 +0.81

SV Control= Salchicha tipo Viena sin la adicion de microcépsulas; SV LGG-MNLOK=
Salchicha tipo Viena con LGG microencapsulado con NLOK®; SV LC-MNLOK= Salchicha
tipo Viena con LC microencapsulado con NLOK®; SV LC-AM4= Salchicha tipo Viena con LC
microencapsulado con AM4; SV LGG-AM4= Salchicha tipo Viena con LGG
microencapsulado con AM4. n=3 réplicas. Media + desviacion estandar, valores en la misma
fila con diferentes letras mintsculas superindices indican diferencia estadistica significativa
(a=0.05).
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Los resultados del andlisis de textura de la salchicha tipo Viena indican que hubo
diferencias significativas en la dureza entre las muestras evaluadas, en especifico se
obtuvo diferencia significativa entre SV LGG-MNLOK con un valor de 25.17 + 4.83 N
en comparacion con SV LGG-AM4 (38.28 + 5.64 N), lo que nos indica que SV LGG
MNLOK presenta una menor dureza que SV LGG-AM4, aunque ambos materiales
son almidones tipo 4 succinatados uno es diferente del otro, el AM4 proviene del
haba y el NLOK® del maiz. Barragan y col. (2019) analizaron la dureza de la
salchicha cocida en diferentes materiales encapsulantes (inulina, cascara de nopal
nativo y bagazo de manzana nativo) y obtuvieron diferencias significativas entre cada
una de ellas, afirmando que el material encapsulante aumenta la consistencia de la
fase continua de las emulsiones de carne, mejorando la retencién de agua y grasa,
generando una menor pérdida de agua durante la coccion, aumentando la estabilidad
de la emulsién por lo que al incorporar las microcapsulas hechas con cualquier fibra

afecta la textura.

Ahora bien en especifico el material encapsulante utilizado fue el almidon modificado
con OSA (NLOK® o AM4), este material afecta la estabilidad de la emulsién de la
salchicha porque el almidon OSA es un emulsificante efectivo debido a la adicién de
grupos funcionales hidrofilicos e hidréfobos, por lo que el agua de la salchicha puede
interaccionar con la parte hidrofilica del almidén modificado y la parte hidréfoba
interacciona con la grasa de la salchicha, formando una red tridimensional y asi
aumentando la consistencia de la fase continua de la emulsién carnica, mejorando la
retenciobn de agua y grasa como ya fue antes mencionado (Song y col., 2010;

Barragan y col., 2019) esto se asocia con la dureza de la salchicha.

Ademas, cabe mencionar que este parametro depende también de la fuente de
almidon; en el Cuadro 17 se obtuvieron valores de dureza de 35.92 Ny 38.28 N para
las microcapsulas del material AM4, siendo similar a la dureza de una salchicha de

pavo comercial en la que se obtuvo un valor de 34.43 £ 1.86 N.
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Se evalud en este trabajo con el Unico fin de asemejar la dureza de la salchicha de
pavo con la de cerdo, ya que en México las salchichas que mas se consumen son
las de ave con 66%; mientras las de cerdo un 34%, por lo que el consumidor esta
mas familiarizado con la textura de una salchicha de pavo (Consejo Mexicano de la
Carne, 2022).

El material AM4 gener6 una textura similar a la salchicha comercial de pavo siendo
mas rigida y dura. Para las microcapsulas del material NLOK® proveniente del maiz
se obtuvieron durezas de 25.17 Ny 25.93 N, estos valores visualmente son menores
a los obtenidos de las microcapsulas AM4, material que proviene de haba. Lo que se
puede intuir es que el almidén de fuente del maiz (NLOK®) genera una salchicha
més blanda en comparacién con el almidén proveniente del haba (AM4),
probablemente porque el material NLOK® pudiera generar una red tridimensional
con mayor interaccion con el agua y la grasa generando una mayor absorcion de
agua y por consecuente una salchicha mas blanda, que la salchicha con almidon
AMA4.

Al obtener una salchicha blanda con el material NLOK®, no significa que la salchicha
con las microcapsulas de NLOK® tenga una textura diferente a una salchicha de
cerdo convencional, esto se afirma comparando los resultados del Cuadro 17, la
muestra SV Control con SV LGG-MNLOK y SV LC-NLOK, en donde el control vs
ambas muestras no presentd diferencias significativas entre una y otra, afirmando
gue la dureza es la misma entre la salchicha control y las salchichas con el material
NLOK®.

El valor obtenido de este trabajo es similar a lo reportado por Barragan y col. (2019)

y Shin y col. (2022) quienes elaboraron una salchicha de cerdo y de pollo

respectivamente, por lo que la dureza de la salchicha es aceptable.
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Por lo que al agregar en este caso AM4 con LGG genero una salchicha mas dura en
comparacion a NLOK® con LGG; sin embargo, ambas salchichas comparadas con

la salchicha control son similares estadisticamente.

En cuanto a la cohesion, no hubo diferencias significativas entre las muestras; los
valores que presentaron fueron entre 0.57 y 0.68, lo cual nos indica que la salchicha
con o sin adicion de probidticos microencapsulados tiene misma la capacidad de

mantener unidas las particulas y no separarse antes de fracturarse la salchicha.

Para la variable de elasticidad, no se observaron diferencias significativas entre las
muestras, con valores entre 0.86 mm y 0.90 mm, lo cual nos indica que las salchichas
tienen el mismo comportamiento de volver a su forma original después de ser

comprimidas mostrando ductilidad.

La masticabilidad mostré que de igual forma el material encapsulante juega un papel
importante sobre el trabajo necesario para desintegrar la salchicha; las muestras con
material NLOK®, ya sea con LGG o LC, presentaron menores valores que con el
material AM4, es decir que con el material NLOK® se necesita un menor esfuerzo
para desintegrar el alimento, aunque si comparamos ambos materiales con las
respectivas cepas con la salchicha control, no mostraron diferencias significativas,

por lo que ambas conservan la textura de la salchicha.

En general, el tipo de material encapsulante y la cepa utilizada afectan la dureza y
masticabilidad de las salchichas, pero no influyen significativamente en la cohesion
y elasticidad. El material NLOK® hace que las salchichas sean mas suaves y faciles
de masticar en comparacién con el material AM4, sin embargo, todas las muestras
conservan en gran medida la textura de la salchicha en comparacién con la salchicha

control.
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IV.3.4 Analisis microbioldgicos

Los analisis microbiolégicos de la salchicha control se presentan en el Cuadro 18.

Cuadro 18. Analisis microbioldgicos para la salchicha cocida tipo Viena sin la

adicion de probidticos.

Tipo de analisis Lote 1 Lote 2 Lote 3
Bacterias mesofilas aerobias (UFC/g) 50 60 100
Escherichia coli (NMP/g) <3 <3 <3
Salmonella spp (Presencia/ausencia) Ausente Ausente  Ausente

Listeria monocytogenes
) . Ausente Ausente  Ausente
(Presencia/ausencia)

La salchicha control es considerada un producto céarnico cocido listo para consumo
humano en el cual se lleva a cabo un tratamiento térmico para alcanzar una
temperatura de 70°C internamente, en una relacién tiempo — temperatura para
garantizar la destruccién de patogenos, el cual debe cumplir con los estandares
permitidos por la norma oficial (NOM-213-SSA1-2018).

Los resultados obtenidos cumplen con los limites la legislacion para las bacterias

mesobfilas aerobias, E. coli, Salmonella y Listeria monocytogenes.

La salchicha fue elaborada atendiendo las buenas practicas de manufactura, los
instrumentos utilizados fueron previamente lavados y desinfectados, se verificd por
medio de un termdémetro la temperatura de la salchicha para su correcta y uniforme
coccion para evitar la sobrevivencia de las bacterias patdgenas, y se evitdé una vez

cocinada la salchicha una contaminacion cruzada.

Es importante el aseguramiento de la calidad de cualquier alimento en este caso la

salchicha, para salva guardar la salud del consumidor, ya que la Listeria
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monocytegenes es un microorganismo patdégeno el cual puede provenir de una mala
sanitizacion de los instrumentos ya que estos microorganismos tienden a formar una
biopelicula en las paredes y es muy dificil eliminarlas si no hay una buena limpieza
mecanica y después una desinfeccion de los mismos. Este patdégeno que afecta a
las mujeres embarazadas, generando un aborto espontaneo o infecciones mortales
en el recién nacido por lo que su ausencia un alimento es fundamental (CDC, 2022).
La ausencia de Salmonella y E. coli indican que la salchicha no tuvo contacto con
heces. Las bacterias mesdfilas aerobias son controladas por buenas practicas de
higiene las cuales se llevaron a cabo de manera adecuada y se ve reflejado en los

resultados por lo que la salchicha elaborada es segura para el consumo humano.

IV.4 Sobrevivencia a digestién in vitro

La Figura 14 presenta los resultados de la simulacion del sistema digestivo in vitro
para LC y LGG en diferentes tratamientos. Las graficas a) y b) presentan el
comportamiento de los microorganismos LC y LGG en estado libre (LC-Libre y LGG-
Libre) y microencapsulados ya sea con NLOK® o AM4 (LC-NLOK, LC-AM4, LGG-
NLOK y LGG-AM4). En las gréficas c) y d) se presentan los resultados de la
sobrevivencia de los microorganismos en condiciones simuladas de la digestion en
muestras de salchichas adicionadas de las microcdpsulas de ambos

microorganismos con ambos materiales.
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Figura 14. Sobrevivencia a la digestion in vitro de Lactobacillus rhamnosus GG y
Lactobacillus casei (Log de UFC/g). a) Tiempo vs Log de LC en estado libre y
microencapsulado con NLOK® o AM4, b) Tiempo vs Log de LGG en estado libre y
microencapsulado con NLOK® o AM4, c) Tiempo vs Log de la salchicha cocida con
LC microencapsulado con NLOK® o AM4, d) Tiempo vs Log de la salchicha cocida

con LGG microencapsulado con NLOK® o AM4

Para la Figura 14a se observa que LC libre tiene una mayor sobrevivencia en la etapa
del estbmago que para LC microencapsulada con los diferentes materiales (LC-
NLOK y LC-AM4), este comportamiento concuerda con lo reportado por Liu y col.
(2023) quienes encapsularon donde L. acidophilus mediante coacervacion de aislado
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de proteina de leche, almidén modificado con OSA y un complejo de ambos
materiales observando que en la etapa del estbmago, duodeno e ileon existe una

muerte celular significativa en estado libre a diferencia de los microencapsulados.

En especifico se observé una sobrevivencia significativamente menor de células
microencapsuladas del tratamiento LC-AM4 en condiciones simuladas del estdmago
que las células en LC-NLOK, mostrando un incremento en la sobrevivencia durante
el ensayo en el duodeno manteniéndose asi hasta el ileon; este aumento se puede
deber a que el almiddén resistente en un medio acuoso (estbmago) se rehidrata
lentamente y la entrada del agua a través de las membranas celulares disminuye lo
gue resulta una liberacion mas lenta del microorganismo microencapsulado en una
atmésfera simulada del tracto gastrico. Aparentemente en el duodeno hay una mayor
sobrevivencia de las microcipsulas (LC-AM4) en comparacion a LC-NLOK,
probablemente debido a que durante la etapa del estbmago las células en las
microcapsulas se empezaron a liberar y contribuir con el conteo de la poblacion. Con
el material NLOK® se observo una disminucion significativa en la poblacion en la
etapa gastrica indicando que las microcapsulas son vulnerables al pH del estbmago;
sin embargo, se mantuvo la viabilidad posteriormente en duodeno e ileon, por lo que
NLOK® es estable con LC a partir del estdmago hasta el ileon. De manera general
al finalizar la etapa del ileon el almidon modificado de haba (AM4) tiende a proteger
més que el almidén modificado de maiz (NLOK®) con LC.

Para Figura 14b, la cepa LGG en sus diferentes tratamientos LGG-Libre, LGG-NLOK
y LGG-AM4, tiene una mayor sobrevivencia en la simulacion del sistema digestivo
en comparacion a LC en sus diferentes tratamientos (LC-Libre, LC-NLOK y LC-AM4)
lo que nos indica que LC ya sea libre o microencapsulado es mas sensible a las
condiciones gastrointestinales que LGG libre o microencapsulado, el
comportamiento de los microorganismos libres concuerda con lo reportado por
Mantos-Jr y col. (2019), quienes expusieron a condiciones gastricas simuladas a L.
paracasei y LGG en estado libre y también microencapsulados con un complejo de
gelatina y goma arébiga por medio de coacervacion; los autores reportaron que los
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microorganismos microencapsulados mostraron una reduccion del tiempo 0 a 200
minutos de 1.41 Log UFC/g y 1.76 Log UFC/g para L. paracasei y LGG
respectivamente. En este trabajo hubo reducciones para las microcapsulas de LC
de ~4.5 Log UFC/g y LGG de ~3 Log UFC/g, lo cual indica que la encapsulacién por
coacervacion compleja formando una emulsion de grasa vegetal y solucion de
gelatina al 2.5% p/v (aceite-agua), brindé mayor proteccion a los microorganismos

en la simulacion gastrointestinal que la observada en este trabajo.

En la Figura 14b, LGG-Libre en la etapa del estbmago se observa que la
sobrevivencia celular es mayor, seguido de LGG-AM4 y LGG-NLOK, manteniéndose
las microcapsulas del material AM4 dentro del intervalo de un alimento probiético en
la etapa del estbmago y duodeno, para el estado libre también se mantuvo dentro del
intervalo de un alimento probidtico en la etapa del estbmago, sin embargo, al
momento de la etapa del duodeno disminuye significativamente su sobrevivencia
mostrando el mismo comportamiento para LC-Libre. Por otro lado, LGG-NLOK se
mantuvo en su intervalo hasta el ileon, de forma similar a lo observado con LC-NLOK.
Con ambas bacterias microencapsuladas con AM4 se observd una mayor
sobrevivencia al final del ensayo gastrointestinal. Por lo anterior se puede decir que
el almidén modificado proveniente del haba (AM4) confirié un mayor efecto protector

gue el generado por el almidon comercial NLOK® proveniente del maiz.

Es de suma importancia la procedencia del almiddn, el cual es modificado para su
uso como material encapsulante. Los almidones utilizados en este trabajo fueron
modificados mediante esterificacion con anhidrido octenyl succinico (de haba y
comercial de maiz). El nivel de sustitucion de OSA va a darle las caracteristicas a las
microcapsulas, entre mayor nivel de sustitucion OSA mayor hidrofobicidad tendra el
almidon modificado, el cual interaccionard mejor con la membrana celular del
probidtico, rodeandola para formar una microcapsula con mayor efecto protector,
este grado de sustitucion depende en gran medida de la fuente del almidén, ya que

la composicion de amilosa y amilopectina en diferentes fuentes varian.
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Las composiciones de amilosa y amilopectina también variaran dependiendo del
tratamiento de cada uno de los almidones al momento de modificarse, como
Gonzélez-Mendoza y col. (2022) donde hidrolizaron y aplicaron energia de
microondas al almidén de haba y obtuvieron composiciones diferentes de amilosa
para cada tratamiento. Simsek y col. (2015) determinaron la composicion de
amilopectina y amilosa del almidon nativo y modificado con OSA para maiz, tapioca,
arroz, papa y trigo, obteniendo que la fuente del almidén puede determinar si la
composicion después del tratamiento serd mayor o menor entre cada fuente; los
autores registraron que el almidén de maiz nativo junto con el modificado contiene
mayor amilosa que el de papa, arroz y trigo, excepto para tapioca
(maiz>papa>arroz>trigo) y el almidon de maiz tiene menor amilopectina que las
demas fuentes de almidones (trigo>arroz>papa>maiz). Los almidones nativos de
haba y maiz contienen 38.3% y 28.94% de amilosa respectivamente (haba>maiz) y
61.7% y 71.06% de amilopectina (maiz>haba) (Simsek y col., 2015; Gonzalez-
Mendozay col., 2022).

Se ha determinado que la sustitucion ocurre principalmente en la regién amorfa que
se encuentra en la periferia de los granulos, y a nivel molecular la sustitucion de OSA
ocurre cerca de los puntos ramificados de la amilopectina y un almidén modificado
con alta amilopectina da una alta estabilidad y proteccién al microorganismo y una
alta concentracion de amilosa tiene la capacidad de producir una red estructural que
facilita la formacién de las microcapsulas, también la liberacion del microorganismo
hace que sea mas lento ademas (Simsek y col., 2015; Gonzalez-Mendoza y col.,
2022). Es asi como Muhammad y col. (2021) microencapsularon L. acidophilus
mediante secado por aspersion y obtuvieron que el microorganismo
microencapsulado con almidon modificado proveniente del maiz tuvo una mayor
proteccion en comparacion con el almidon modificado de papa y arroz
respectivamente (maiz>papa>arroz). En este trabajo el almidon modificado
proveniente del haba (AM4), mostr6 mayor efecto protector que el almidén

proveniente del maiz (NLOK®) y el microorganismo LGG mostr6 mayor
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sobrevivencia en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal comparado con
LC.

En las Figuras 14c y 14d se observa el comportamiento de la salchicha control en
donde se obtuvo 1.5 Log UFC/g de bacterias acido lacticas (LAB) en el tiempo O
minutos, esta concentracion inicial de LAB concuerda con lo reportado por
Mohammadpourfard y col. 2020 que fue de 1.17 Log UFC/g en donde igual forma
evaluaron una salchicha cocida, pero de carne de res. Se considera esta
concentracion de LAB como la microbiota natural de una salchicha, los
microorganismos dominantes que lo conforman son lactobacillus en su mayoria
Lactobacillus casei seguido de L. curvatus y L. mesenteroides de igual forma
tenemos Enterococcus durans y Pedococcus pentosaceus (Mékela y Korkeala, 1987;
Danilovic y col., 2018), cuando ésta salchicha control se expuso a 60 minutos en la
etapa del estbmago la sobrevivencia fue nula hasta el ileon, lo cual indica que la

microbiota natural de la salchicha no es resistente a un ambiente acido.

La salchicha cocida con las microcipsulas de LGG y LC en sus diferentes materiales
(NLOK® y AM4), la concentracién inicial en el tiempo 0 fue de ~8 Log UFC/g la cual
considera el 1.5 Log UFC/g de la microbiota natural de la salchicha, por lo que la
reduccion a través de todo el sistema digestivo simulado fue entre 1y 2 Log UFC/g
este comportamiento concuerda con lo reportado por de Marins y col. (2022) quienes
evaluaron la sobrevivencia a la digestion de L. plantarum, L. acidophilus y B. lactis
microencapsulados en una solucion de alginato, dextrina y goma xantana generadas

por un secador de aspersion en carne cocida para hamburguesa.

Ademas, para las Figuras 14c y 14d se observa que para las microcapsulas de LC o
LGG con ambos materiales adicionados en la salchicha cocida hay una mayor
sobrevivencia en el sistema digestivo en comparacién con las microcapsulas sin la
adicion a la salchicha (LC-NLOK, LC-AM4, LGG-NLOK y LGG- AM4), esto se debe
a que la matriz alimentaria confiere una cierta proteccion a las microcapsulas, en
especifico una de las caracteristicas que tiene una microcapsula de almidon

modificado es que tiene una alta capacidad emulsificante, ya que la esterificacion del
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material con OSA mejora las propiedades de emulsificacion del almidén incorporando
grupos hidrofébicos en la molécula hidrofilica del almidén dando la propiedad de una
emulsion estable, eso hace que al incorporarse estas microcipsulas a la salchicha
éstas interaccionen con la grasa presente de la salchicha generando una capa de
grasa alrededor de la microcapsula y aumentando la proteccidon del microorganismo
y brindando estabilidad a la capsula evitando el paso del oxigeno, asi como tensiones
entre la fuerza ionica del pH en las diferentes etapas del sistema digestivo y
promoviendo una mayor sobrevivencia de los microorganismos (Simsek y col., 2015).

Ahora bien, comparando la misma cepa, pero con los diferentes materiales, se
observa en la Figura 14c que SV LC-AM4 tuvo una mayor proteccion que SV LC-
NLOK en toda la simulacion del sistema digestivo, aumentando significativamente la
viabilidad al final de la simulacién en SV LC-AM4 que en SV LC-NLOK donde en ésta
Ultima se ve una disminucion en la sobrevivencia estando por debajo del intervalo de
concentracion de un alimento probidtico en la etapa del estbmago, sin embargo
conforme pasa las areas del sistema se ve un incremento estando en el minimo de
la concentracion indicada para un alimento probidtico, por lo que puede apreciarse
gue SV LC-AM4 tuvo una mayor sobrevivencia que SV LC-AM4 SV.

En la Figura 14d, se observa que SV LGG-NLOK y SV LGG-AM4 exhiben un
comportamiento similar, manteniendo sus concentraciones dentro del intervalo

probidtico.

Este hallazgo sugiere que la matriz alimentaria, junto con los materiales utilizados,
es eficaz para preservar la viabilidad de los microorganismos. Ambos materiales
encapsulantes con sus respectivos microorganismos son opciones viables para
adicionarse a una salchicha cocida y proporcionar beneficios para la salud al mejorar
el equilibrio de la microbiota intestinal ya que, durante el proceso digestivo, se
mantienen viables y con una concentracion mayor a 6 Log UFC/g, la cual es la
concentracion minima para que puedan los microorganismos ejercer acciones
probidticas (Terpou y col., 2019).
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V. CONCLUSIONES

Las mejores condiciones utilizadas para la microencapsulacion de Lactobacillus
rhamnosus GG ATCC 53103 y Lactobacillus casei ATCC 393 con el almidon
modificado tipo 4, tuvieron eficiencias, rendimientos y viabilidad celular aceptables

para el proceso de secado por aspersion utilizado.

El microorganismo LC libre tiene mayor sensibilidad a estrés térmico y a condiciones
simuladas del sistema digestivo que LGG libre, asi como también en sus formas
encapsuladas, independientemente del material encapsulante utilizado (NLOK® o
AM4).

Las microcapsulas de LGG y LC muestran una mayor resistencia a las condiciones

térmicas y condiciones gastrointestinales en comparacion a su estado libre.

La salchicha cocida control cumplié con los intervalos sefialados en las normas
mexicanas de andlisis bromatolégicos y microbiolégicos y la adicion de las
microcapsulas de LGG o LC con AM4 generaron una salchicha con una textura mas

consistente y dura siendo similar a una salchicha de pavo comercial.

Con o sin la incorporacion de probiéticos en cuanto al color se identificO una
prevalencia de tonalidades rojizas dentro de la gama de colores calidos y vibrantes
y finalmente la supervivencia de LGG y LC al final del tracto gastrointestinal fue
superior en las microcapsulas del material AM4 afiadidas a la salchicha cocida en
comparacion con las microcapsulas NLOK®. Esto resultdé en una salchicha cocida
probidtica con una concentracion 6ptima, convirtiéndola en un alimento probidtico

debido a la supervivencia al final del sistema digestivo.
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VIl.  ANEXOS

Cuadro A. ANOVA de probabilidades para cada factor y su interaccion. Disefio

factorial para la microencapsulacion de los microorganismos.
Temperatura de

Temperatura de Flujo
Parametro entrada entrada*Flujo
LGG LC LGG LC LGG LC
P(>F) P(>F) P(>F) P(>F) P(>F) P(>F)
Rendimiento (%) 0.552 0.026 0.304 0.745 0.183 0.924
Temperatura de
salida (°C) 0.036 0.018 0.402 0.534 0.243 0.735
Células viables
totales después de la
microencapsulacién
0.946 0.911 0.932

0.087 0.002 0.198

0.003 0.247 0.853
0.395 0.587 0.361

(Log UFC)
0.974 0.944

0.097
0.275 0.225

aw 0.491
LGG= Lactobacillus rhamnosus GG, LC= Lactobacillus casei. (P>0.05 es significativo).

Eficiencia (%)
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Dra. Iza Femanda Pérez Ramirez M.I.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez
Presidente Representante investigador
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