*

UNIVERSIDAD DEL AZUAY

FACULTAD DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
ESCUELA DE INGENIERIA EN ALIMENTOS

Elaboracién de un Recubrimiento Comestible Simbiotico y su
Aplicacion en Confites

Trabajo previo a la obtencion del titulo de:

INGENIERA EN ALIMENTOS

Autor:

CASTRO CRIOLLO PAOLA ESTEFANIA

Directora:

MARIA FERNANDA ROSALES

Co- Director:

JONNATAN AVILES GONZALEZ

CUENCA - ECUADOR
2018



Castro Criollo ii

DEDICATORIA

Este trabajo de tesis es dedicado a mi familia quienes son parte

importante en mi vida, han sido mi fuente de motivacion e inspiracion.

A mi mama Rhina quien supo darme todo su amor y apoyo incondicional
para lograr mis metas, siempre guidndome por las cosas buenas, que
con sus palabras de aliento estuvo para iluminarme y motivarme

a seguir adelante.

A mi abuelo Miguel, aunque ya no esté con nosotros, siempre lo llevo
presente. A mi abuelita Ana que sigue con nosotros dandonos

sus consejos y ayudando a toda la familia.



Castro Criollo iii

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, expresar mi mas profundo agradecimiento a Dios por la fuerza y sabiduria para

llegar a cumplir todas mis metas y permitirme tener a mi familia cerca todo el tiempo.

A la Ingeniera Maria Fernanda Rosales y al Doctor Jonnatan Avilés Gonzélez, por haber compartido

todos sus conocimientos conmigo y por la confianza para realizar el presente trabajo.

A los laboratoristas Ing. Jhoana Tacuri e Ing. Diego Montero, por su apoyo y aporte durante la

realizacion de esta tesis.

A la Universidad del Azuay por permitirme prepararme profesionalmente.

A Rodrigo Brito por haberme apoyado durante la realizacién de esta investigacion.

A mi familia, compafieros de aula y amigos por brindarme su apoyo sincero y escuchado en cada

momento.



Castrg Criollo iv

Elaboracion de un Recubrimiento Comestible Simbiético y su
Aplicacion en Confites

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de un recubrimiento comestible simbiético
por la incorporacion de la inulina con el Lacfobacillus casei y aplicado a un caramelo blando.
Se llevé a cabo un disefio experimental 23 para evaluar el efecto de las variables grenetina,
inulina y probiético. Se midid el pH del recubrimiento y la humedad en el producto. Como
caracteristicas microbiologicas se evaluaron la i)resencia de patdgenos én distintos tiempos de
almacenamiento. Se obtuvo un 40% de aceptacion en las pruebas de afectividad sensorial. La
viabilidad del L. casei a los 18 dias fue mayor a 6 log UFC/g, presentandose como una
altemnativa para el consumo de probiéticos en estos atimentos.

Palabras clave: probidticos, recubrimientos comestibles, caramelo blando, Lactobacillus casei,
inufina
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Preparation of a Symbiotic Edible Coating and its Application in
Confectionery

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the effect of a symbiotic edible coating by the
incorporation of inulin with Lactobacillus casei applied to a soft candy. An experimental design 2> was
carried out to evaluate the effect of the variables: grenetin, inulin and probiotic. The pH of the coating
and the moisture in the product were also measured. The presence of pathogens in different storage times
was evaluated as a microbiological characteristic. 40% of acceptance was obtained in sensory affective
tests. The viability of L. casei at 18 days was greater than 6 log CFU/g, which is why it was presented as

an alternative for the consumption of probiotics in these foods.
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Aplicacion en Confites

INTRODUCCION

Un producto alimentario puede estar expuesto a diversos peligros, causando una posible
pérdida de su inocuidad por multiples agentes (fisicos, quimicos o microbiolégicos). Estos pueden
provocar un dafio en la salud del consumidor, razones por las que los productores buscan nuevas

alternativas para asegurar la calidad microbioldgica de los alimentos (Fuente and Barboza).

El auge de los alimentos enriquecidos con microorganismos probiéticos se debe a una gran
variedad de beneficios que le proporcionan al consumidor, entre ellos: facilitar la digestibilidad de
la lactosa, proteccion contra enfermedades gastrointestinales, del tracto urogenital y respiratorio,
equilibrio del sistema inmunolégico, prevencién de enfermedades dermatoldgicas y proteger
contra el cancer de colon. Con la finalidad de mantener todos los efectos favorables en el

consumidor, es necesario complementarlos con ingredientes prebiéticos (Salazar and Montoya).
PELICULA Y RECUBRIMIENTO COMESTIBLE

Un recubrimiento comestible es definido como una matriz continua y delgada, aplicada en el
exterior de un producto de manera que el alimento final sea apto para el consumo preservando
su calidad. Su funcion principal es proteger al producto de factores fisicoquimicos vy
microbiolégicos que puedan afectar la calidad del producto, ademas se debe tomar en cuenta
que deben ser inocuos, aceptables sensorialmente y proporcionar un valor agregado al producto
(Veldzquez and Guerrero).

Una pelicula comestible es preformada elaborada por moldeo y delgada (cuyo espesor es
mayor al recubrimiento comestible). Durante su conservacion, actia como barrera al intercambio
de gases y vapor de agua. Dichas soluciones pueden formarse por separado o por una mezcla

de un polisacarido o un compuesto de naturaleza proteica o lipidica (Ferndndez et al.).
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PROCESOS DE FORMACION DE PELICULAS Y RECUBRIMIENTOS

Existen diversas técnicas para la conformacion de peliculas y recubrimientos comestibles, sin
embargo, difiere mucho del producto que se va a recubrir. Hay distintos métodos de aplicacién
siendo los mas importantes los de aspersion e inmersidn. La inmersién proporciona excelentes
resultados ya que en el caso del caramelo blando se requieren una capa uniforme en una
superficie irregular (Morales). La técnica de inmersion consiste en sumergir el alimento a
conservar en determinado tiempo, en una solucion filogénica, y a continuacion secar el producto
(Solis).

ALIMENTOS FUNCIONALES

Como afirma Fuentes, Acevedo, & Gelvez, (2015), los alimentos funcionales contienen
componentes biolégicamente activos que en una o varias funciones del organismo, ofrecen
efectos beneficiosos y nutricionales. De esta forma reducen el riesgo de sufrir enfermedades y
mejoran la salud gastrointestinal.

PROBIOTICOS

Se le designan, a las bacterias con efectos beneficiosos para los seres humanos y animales
(FAO and OMS). Participan activamente, en la regulacion cualitativa del equilibrio de la microbiota
intestinal (Castafieda). Ademas, se utilizan para prevenir infecciones entéricas y

gastrointestinales (Blanco and Cagigas).

Probiético hace referencia a un producto que tiene cepas de microorganismos viables en
suficiente cantidad para alterar la microflora en algiin compartimento del huésped y que produce

efectos beneficiosos (Olveira and Gonzalez).

LACTOBACILLUS

Son organismos Gram positivos, inmaoviles, no esporulados y microaerofilos. Su temperatura
Optima de crecimiento esta entre 30 y 40 °C, su pH 6ptimo esta entre 5,5y 6,2 e incluso se pueden
desarrollar a pH menor de 5,0. Ademas mejora el crecimiento en anaerobiosis o disminuidas
presiones de oxigeno y entre 5 y 10% de diéxido de carbono. Su tolerancia al acido varia desde
0,3% hasta 1,9% de acidez titulable (Cartes).
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LACTOBACILLUS CASEI

Lactobacillus casei es un microorganismo que tiene aplicacion como probidtico, cultivo
iniciador acido-productor para fermentaciones de leche y como cultivo para la intensificaciéon y
aceleracion de desarrollo de sabores en ciertas variedades de quesos madurados con bacterias
(Velasquez et al.). Se encuentran de forma natural en vegetales fermentados, leche, carne, asi
como en el intestino, la boca del ser humano y el ambiente. “El nombre de L. casei se us6 por
primera vez en 1919 y se relaciona con queso: casei y caseina (proteina de la leche). Proviene

de la palabra caseus que significa queso” (Calpa and Chaspuengal).

MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DEL LACTOBACILLUS CASEI

Lactobacillus casei son diferentes de otras especies de Lactobacillus en varios aspectos. Se
identifican por ser Gram positivos, bacilos, mesofilicos y heterofermentadores facultativos, por lo
general inmoéviles y no formadores de esporas. Son mas pequefios que L. bulgaricus, L.

acidophilus y L. helveticus (Rodriguez, 2000).

PREBIOTICOS

Como indica la FAO & OMS, (2006), los prebidticos se definen como ‘ingredientes no
digestibles de los alimentos que afectan beneficiosamente al huésped estimulando
selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una de las especies de bacterias que estan ya
establecidas en el colon, o de un nimero limitado de ellas, y por consiguiente mejoran de hecho

la salud del huésped'.

Los prebiéticos tienen esencialmente la misma finalidad que los probiéticos, es decir, mejorar
la salud del huésped mediante la modulacion de la flora intestinal, aunque utilizando un
mecanismo diferente (FAO and OMS). Ejemplos de prebidticos son la inulina y los
fructooligosacaridos son substancias no digeridas que beneficia el crecimiento de las bacterias

beneficiosas del intestino (Castro and Rovetto).

INULINA

Es parte de la dieta diaria, es un carbohidrato de reserva y esta presente en plantas, vegetales,
frutas y cereales (Madrigal and Sangronis). En la naturaleza existen varios tipos de inulina, su
origen puede ser vegetal o microbiano y hay diferencias en el grado de polimerizacion, peso
molecular, la fuente, el tiempo de cosecha, condiciones de procesamiento. Hay estructuras

lineales, ramificadas o ciclicas (Mufioz et al.).
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La inulina ofrece beneficios para la salud humana cuando se incorpora en la dieta alimentaria.
Contribuye a diluir los carcinégenos fecales y los promotores tumorales simplemente por la
presencia de un mayor volumen fecal y por su capacidad para inducir la secrecion colénica. Es
reconstituyente de la microflora intestinal y corrige el estrefimiento, mejorando el balance
intestinal y contribuyendo de esta manera a reducir el contacto de agentes carcinégenos con el

epitelio colénico y por ende a prevenir el desarrollo de cancer de colon (Bedoya et al.).

SIMBIOTICOS

Los simbiéticos son un conjunto equilibrado de probiéticos con prebiéticos, con la finalidad de

aumentar la cantidad y resistencia de los probiéticos en el intestino grueso (Aranceta et al.).

El principal objetivo de esta investigacion fue la elaboracion y caracterizaciéon de un
recubrimiento comestible a base de suero de leche, grenetina y glicerol, incorporando inulina y
Lactobacillus casei como simbiéticos para afiadir a confites. Se realiz6 un disefio experimental,
factorial completo 23, con puntos centrales, dando como resultado 18 experimentos. Se
analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de pH y humedad. En las pruebas microbiolégicas
se evalué la presencia de: Escherichia coli, hongos y levaduras, siguiendo la norma NTE INEN
2217 (2012) para productos de confiteria. Ademas, se verificé la viabilidad del Lactobacillus casei
durante un tiempo determinado. Finalmente, se evalué la aceptabilidad del producto por el
consumidor. Los resultados pueden ser beneficiosos a la poblacion especialmente por su

potencial de ingerir probidticos de otros alimentos.
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

1.1. DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL COMPLETO 23

Se utiliz6 el programa Minitab 18.1 para planificar un disefio factorial 2% en donde las variables
de andlisis son: grenetina (g), inulina (g) y probiético (g). Se obtuvo como resultado 18
tratamientos diferentes. Que constituye de: dos réplicas (la segunda réplica empieza desde el
namero 9) y dos puntos centrales (nimero 17 y 18). En la tabla 1 se encuentra el disefio

experimental que se aplicé.

Tabla 1. Formulaciones de los recubrimientos comestibles obtenidos del disefio factorial 23

OrdenCorrida PtCentral Grenetina Inulina Probiético
1 1 2 1 0.5
2 1 5 1 0.5
3 1 2 4 0.5
4 1 5 4 0.5
5 1 2 1 1
6 1 5 1 1
7 1 2 4 1
8 1 5 4 1
9 1 2 1 0.5
10 1 5 1 0.5
11 1 2 4 0.5
12 1 5 4 0.5
13 1 2 1 1
14 1 5 1 1
15 1 2 4 1
16 1 5 4 1
17 0 35 2.5 0.75

=
(o]
o
w
(92

25 0.75
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1.2. ACTIVACION DE LA CEPA DE Lactobacillus casei ATCC 393

Se activd una cepa de Lactobacillus casei ATCC 393 comercial liofilizada de la empresa
MICROBIOLOGICS adquirido por la Universidad del Azuay.

Manteniendo la regla de CULTIMED, (2010) se cultivo en Agar MRS a pH 5,5; que son medios
especificos para ser empleados en el cultivo de Lactobacillus. Se tomaron los tubos con las
bacterias liofilizadas y se sembraron en cajas Petri con el agar MRS, Posteriormente se incubaron a
37 £ 1 °C durante 72 horas, en un ambiente microaerdéfilo (5% de CO2) , en una jarra para

anaerobiosis (Montero).

Para una mejor produccién de L. Casei ATCC 393, siguiendo el protocolo para el analisis, se
esteriliz6 100 mL de leche en polvo reconstituida al 9% de sélidos totales y se adicion6 tiamina al
0,001%. En cada frasco de leche esterilizada de 100 mL, se adicionaron las bacterias sembradas
en agar MRS y se coloc6 en una incubadora a 37 £ 1°C por 72 horas. Este procedimiento se
realizé por duplicado. El L. casei sembrado en agar MRS se recogié con asa y se colocé en
crioviales (CRYOBANK MIXED, USA) para su posterior uso (Anexo 1).

1.2.1. TINCION DE GRAM

Para esta prueba se utilizaron kits de tincién de Gram (Proquimica, Ecuador), siguiendo el
protocolo descrito por Rodriguez & Arenas, (2018). La observacién se efectué con un microscopio

Optico (Olympus CX22LED, Jap6n) y se realizaron registros fotograficos.

1.3. DESARROLLO DEL RECUBRIMIENTO COMESTIBLE ADICIONADO CON Lactobacillus

casei

La tabla 2 muestra las proporciones generales de los componentes empleados para la matriz

del recubrimiento comestible.

Tabla 2. Componentes de la matriz del recubrimiento comestible.

Componente Porcentaje
Suero de leche* 6%
Glicerol* 5%
Grenetina 0-4%
Inulina 2-5%
Probidtico 0.5-1%

*El suero de leche y el glicerol se mantuvieron en dichas proporciones en todas las formulas

Los recubrimientos comestibles se prepararon en un ambiente estéril dentro de una campana
de flujo laminar (C4 CLASEII TIPOABS3, Colombia). Se utilizaron 100 mL de agua destilada estéril,
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gue fue calentada a una temperatura de 70°C, empleando una hornilla de agitacion magnética
(Cimarek SP131325, USA). Cada componente se pesO en una balanza analitica (OHAUS
Adventurer Pro AV313, USA) y se adiciond uno por uno en agitacién constante hasta lograr su
completa disolucion (aproximadamente 3 — 5 min por cada componente), manteniendo la
temperatura constante. Primero se agregé la grenetina (Levapan, Ecuador) después la inulina
(CIAL, Ecuador), posteriormente la proteina de suero de leche (CIAL, Ecuador) y finalmente la
glicerina (CIAL, Ecuador). Se redujo la temperatura a 40°C y se mantuvo en agitacion por 5
minutos (Garcia Argueta).

El Lactobacillus casei ATCC 393 obtenido de la activacion fue sembrado a partir de las
crioperlas de los crioviales en 1000 mL de caldo MRS, incubado a 37 £ 1°C durante 72 horas, en
un ambiente anaerobio. Luego fue sometido a centrifugacion por 30 min a 3500 rpm a 4° C en
una centrifuga temperada (EPPENDORF 5702R, Alemania). El sélido obtenido fue lavado con
agua peptonada y nuevamente centrifugado por 15 min a 3500 rpm a 4°C. El producto fue pesado
y agregado al recubrimiento comestible a una temperatura de 30°C y se mantuvo en agitacién

por 10 min hasta lograr su total incorporacion (Garcia Argueta).

Como paso final se colocaron 6 mL del recubrimiento comestible en cajas Petri y se dejaron
reposar por 30 min en la campana de extraccién, y posteriormente se colocaron las placas en
una incubadora (Memmert B40, Alemania) a 30 £ 1°C por 48 horas. Las peliculas fueron retiradas
de la incubadora, colocadas en bolsas herméticas de plastico, rotuladas y almacenadas en

refrigeracion (Indurama RI-580, Ecuador) hasta su analisis (Garcia Argueta).
1.4. MEDICION DE pH

El equipo utilizado para la medicién del pH fue un potenciémetro (Metter Toledo S220, Suiza)
previamente calibrado con dos puntos (buffer pH 4 y 7). Se utiliz6 una muestra de 90 mL del

recubrimiento comestible a 25°C y se registraron las lecturas del pH por duplicado.
1.5. SUPERVIVENCIA DEL Lactobacillus casei

Para determinar la supervivencia del Lactobacillus casei ATCC 393, las muestras del literal
1.3 se llevaron a la campana de flujo laminar, se pes6 10g de muestra y preparoé diluciones 1/10
(10g de muestra y 90 mL de agua peptonada previamente estéril) 1/100 (1 mL de dilucién 1/10 y
9 mL de agua peptonada), hasta la dilucion 10~°mL para la siembra a los 0 dias, dilucién 10~8mL
para los 2 dias y 107°mL para los 10 dias. Se inocul6 por duplicado 1 mL de las 2 ultimas
diluciones en cajas Petri adicionando agar MRS. Se introdujeron en la incubadora, a 37 + 1°C.
Después de 72h se observé el crecimiento y se hizo un conteo visual de las unidades formadoras
de colonias (UFC).
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1.6. APLICACION DEL RECUBRIMIENTO COMESTIBLE ADICIONADO CON Lactobacillus
casei A UN CONFITE

Para la aplicacion del recubrimiento comestible al producto, se emple6 la mejor formula del
andlisis estadistico, con las mejores respuestas a las pruebas de pH y supervivencia del
Lactobacillus casei ATCC 393 correspondiente al desarrollo del recubrimiento comestible.

Bajo condiciones asépticas, se aplico el recubrimiento por inmersion en volimenes aproximados
de 2 y 3 mL, a las muestras de caramelo blando (D’Leche). Las muestras se mantuvieron en

atmosfera controlada en incubadora (ESCO IFA 110-8, Singapur) a 20°C a distintos periodos.

1.7. DETERMINACION DE HUMEDAD

Se pesaron alrededor de 3 — 4g de las muestras (caramelo blando con recubrimiento y sin
recubrimiento) y se analizaron en una termobalanza (Sartorius MA35H-115US, Alemania). La
humedad de las muestras se evalu6 de 3 a 4 dias. Las determinaciones se realizaron por

duplicado y el promedio de los resultados obtenidos se expresé como porcentaje.

1.8. SUPERVIVENCIA DEL Lactobacillus casei EN EL PRODUCTO

Se usaron 10g de caramelo blando con recubrimiento comestible almacenado durante 18 dias,
asi como muestras control (sin recubrimiento), las cuales se colocaron en diluciones 1x1071,
1x1072, 1x1073, 1x107™*, y 1x107°. Se inocul6 por duplicado 1 mL, de las 2 Gltimas diluciones en
cajas Petri adicionando agar MRS. Se introdujeron en la incubadora (Gemmty INA 010, USA)

ajustada a 37 £ 1°C por 72h. Pasado este tiempo, se realizé un conteo visual de UFC.

1.9. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Las muestras utilizadas para realizar las pruebas estaban almacenadas en una camara
climatizada (Binder, USA) durante 25 dias, a 35°C y 65% de humedad. Se realizaron los andlisis

de cada 3 a 4 dias.

Para el recuento de E. coli y coliformes totales se utilizaron placas compact dry EC (HyServe).
Cuyo medio contiene dos sustratos enzimaticos cromégenos: Magenta-GAL y X-Gluc. De esta
manera los coliformes desarrollan una coloraciéon roja, mientras que el E. coli es azul, lo que
facilita la enumeracién de las colonias de acuerdo al tipo de bacterias. Las muestras de 10 g, se
depositaron en recipientes esterilizados. Se llevaron a la campana de flujo laminar, preparando,
diluciones 1/10. Se inoculd por triplicado 1mL, de la dilucion en las placas compact dry EC
(HyServe). Se introdujeron en la estufa, ajustada a 37 = 1°C por 72h, para luego observar el

crecimiento y realizar un conteo visual de las UFC.
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Para el recuento de hongos y levaduras se utilizaron placas compact dry YM (HyServe). El
medio contiene el sustrato cromdgeno X-Phos que provoca una coloracion azul en practicamente
todas las levaduras, lo que facilita la enumeracion de las colonias. Las muestras de 10 g, se
depositaron en recipientes esterilizados. Se llevaron a la campana de flujo laminar, preparando
diluciones 1/10 y 1/100. Se inocul6é por cuadruplicado 1 mL de la dilucién en las placas. Se
introdujeron en la estufa ajustada a 30 £ 1°C y después de 5 dias se observd el crecimiento,

haciendo un conteo visual de las UFC en las placas a sus respectivos tiempos.

1.10. ACEPTACION DEL PRODUCTO POR PARTE DEL CONSUMIDOR

La prueba fue conducida en el laboratorio de Biotecnologia de alimentos de la Facultad de
Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay. Se realiz6 una prueba de afectividad para
analizar el nivel de aceptacién. Se utilizaron 25 panelistas tipo consumidor (jueces no entrenados)
y los datos se expresaron en porcentaje. Se empled una calificacién de 9 puntos: 1- Me disgusta
muchisimo, 2- Me disgusta mucho, 3- Me disgusta bastante, 4- Me disgusta ligeramente, 5- Ni
me gusta ni me disgusta, 6-Me gusta ligeramente, 7- Me gusta bastante, 8- Me gusta mucho y 9-
Me gusta muchisimo. Con esta misma escala de calificacion se analizaron los atributos: color,

olor, sabor y textura.
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CAPITULO 2

RESULTADOS

2.1.VERIFICACION DE LA BACTERIA MEDIANTE LA TINCION DE GRAM.

Se demostré que las cepas de Lactobacillus casei ATCC 393 presentaban morfologia bacilar
no esporulados y Gram positivos (Figura 1). Esto consiste con lo descrito para esta especie

bacteriana (Rodriguez).

Figura 1. Muestra del Lactobacillus casei mediante la tincién de Gram.

2.2.VIABILIDAD DEL Lactobacillus casei EN EL RECUBRIMIENTO NO APLICADO AL
PRODUCTO.

Las pruebas de viabilidad se realizaron de acuerdo a la formula de NTE INEN 1529-5 (Anexo
2), de manera que se cultivaron dos diluciones distintas por duplicado y los resultados se
expresaron como microorganismos por gramo. Los resultados se presentan en la tabla 3 en los

distintos periodos de evaluacion. Todos los resultados fueron expresados en logaritmo.

Las muestras fueron almacenadas a 5°C y presentan variaciones en sus resultados. Se
observo que las férmulas que contenian un mayor porcentaje de inulina podrian haber contribuido
a la supervivencia del probiético. Todos los valores iniciales tienen un aumento en la viabilidad
mayores a 10 log UFC/g, conforme avanza el tiempo se puede ver una disminucion en la cantidad
de probidtico de forma significativa, llegando a valores menores a 6 unidades logaritmicas a los

diez dias.



Tabla 3. Descripcién de resultados obtenidos del disefio experimental para viabilidad.
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0 dias 2 dias 10 dias
NUMERO DE Férmula expresada en ) Férmula expresada en ] Formula expresada en ]
MUESTRA exponencial Logaritmo exponencial A exponencial SR
1 5,00E*12 12,7009 1,40E+0° 9,1400 5,90E+04 4,7715
2 1,50E+12 12,1664 5,40E+09 9,7300 1,30E+06 6,1109
3 1,00E+12 12,0076 1,50E*0° 9,1700 1,00E*%5 5,0193
4 2,40E+11 11,3835 5,70E*09 9,7500 1,50E+06 6,1761
5 4,60E+12 12,6657 6,30E*08 8,8000 3,20E*04 4,5027
6 2,10E*12 12,3312 9,70E+08 8,9900 1,60E*06 6,2163
7 9,60E*1! 11,9817 2,00E*08 8,2900 1,50E+06 6,1761
8 1,20E+11 11,0692 6,40E+07 7,8000 1,80E+04 4,2596
9 1,10E+12 12,0459 7,50E+08 8,8700 8,60E*04 4,9363
10 1,00E+12 12,0195 1,60E+08 8,2000 9,80E*%° 5,9920
11 1,30E12 11,1139 3,70E*08 8,5700 1,10E%05 5,0378
12 1,10E+12 12,0585 2,30E+08 8,3700 1,40E+05 5,1347
13 6,50E+11 11,8126 1,30E+0° 9,1100 7,70E+04 4,8880
14 1,40E+10 10,1489 8,90E+08 8,9500 1,80E+06 6,2640
15 6,60E+10 10,8219 1,90E+%° 9,2800 2,00E*06 6,3040
16 9,80E*10 10,9920 4,50E+07 7,6600 1,80E+04 4,2596
17 2,00E11 11,3098 1,90E+08 8,2700 1,00E*0® 6,0193
18 5,50E*11 11,7404 1,60E+0° 9,2200 7,80E+05 5,8906




2.3.EVALUACION DEL pH.
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Se puede observar en la tabla 4 que las muestras no tienen diferencias significativas en su pH

inicial, pero conforme avanzan los dias el pH disminuye de forma no significativa. Se sefiala las

muestras 2 y su réplica 10, que tuvieron el mejor comportamiento de pH para este estudio.

Tabla 4. Valores de pH de las muestras de recubrimiento obtenidos a diferentes tiempos

NUmero de muestra pH inicial (0 dias) pH intermedio (2 dias) pH final (10 dias)
1 5,96 5,83 5,50
2 6,15 5,90 5,56
3 6,03 5,48 5,05
4 6,06 5,60 5,28
5 5,96 5,75 5,47
6 6,17 5,87 5,62
7 6,14 5,82 5,10
8 6,00 5,64 5,03
9 6,05 5,80 5,58
10 6,11 5,85 5,53
11 6,05 5,50 5,14
12 6,09 5,58 5,24
13 6,13 5,82 5,51
14 6,04 5,90 5,83
15 5,93 5,64 5,09
16 6,13 5,55 5,13
17 6,19 5,80 5,22
18 6,10 5,62 5,06

2.4.RESULTADOS DEL ANALISIS DEL DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL

COMPLETO 23

Se realizaron las graficas de los estudios estadisticos en el programa Minitab 18.1, de pH y

viabilidad a los diez dias.

Se presentd la ecuacién de regresion en unidades codificadas para pH a los 10 dias (Ec.1) en

donde estan los elementos que tienen mas relevancia para este estudio.

pH alos 10 dias = 5,3537 + 0,0488 Grenetina — 0,2213 Inulina — 0,0387 Inulina * Probibtico

— 0,0513 Grenetina * Inulina * Probibtico

(Ec.1)
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Esta ecuacién 1 muestra un coeficiente de determinacion R?=94,86%, como se ve a

continuacion, (tabla 5).
Tabla 5. Resumen del modelo para pH a los 10 dias

S R-cuad. R-cuad. (ajustado) PRESS R-cuad. (pred)

0,0661280 94,86% 92,72% 0,135140 86,76%

En la tabla 6 se muestran las variables que son significativas para el pH a los 10 dias de

estudio ya que los p<0,05.

Tabla 6. Datos del andlisis de varianza para pH a los 10 dias.

Fuente Contribucion Valor F Valor p
Modelo 94,86% 44,30 0,000
Lineal 80,44% 93,90 0,000
Grenetina 3,72% 8,70 0,012
Inulina 76,71% 179,11 0,000
Interacciones de 2 términos 2,35% 5,49 0,037
Inulina*Probidtico 2,35% 5,49 0,037
Interacciones de 3 términos 4,12% 9,61 0,009
Grenetina*Inulina*Probidtico 4,12% 9,61 0,009
Curvatura 7,96% 18,57 0,001
Error 5,14%
Falta de ajuste 0,32% 0,20 0,894
Error puro 4,82%
Total 100,00%

En la figura 2 se observa un valor p de 0,967 comprobando la normalidad de los residuos, que

caen cerca de la linea recta.
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Figura 2. Plot de normalidad aplicada la prueba de Anderson-Darling para pH a los 10 dias

El pH a los 10 dias se vio significativamente afectado por la adicion de inulina, siguiéndole en
menor proporcion, pero similar importancia la grenetina, interacciones de inulina-probiético y
grenetina-inulina-probidtico (Figura 3). En la figura no se incluyeron al probittico y las
interacciones de grenetina-probidtico y grenetina-inulina, por lo que no son variables

significativas.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es pH 10 dias; o = 0,05)

Término
Factor Nombre
A Grenetina
B B Inulina
o Probiético
ABC
A
BC

0 2 4 6 8 10 12 14
Efecto estandarizado

Figura 3. Diagrama de Pareto para pH a los 10 dias
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Se mostré los factores que tienen mas valor para este analisis en la ecuacién de regresion en

unidades codificadas para viabilidad a los 10 dias (Ec.2).

Viabilidad a los 10 dias
= 797778 + 290750 Grenetina + 94375 Probidtico — 387500 Grenetina
* [nulina — 312375 Grenetina * Probidtico — 456875 Grenetina * Inulina

* Probidtico (Ec.2)

Se observd en la ecuacion (2) un ajuste muy bueno, ya que posee un coeficiente de

determinacién R?=96,65% como se ve en la tabla 7.
Tabla 7. Resumen del modelo para viabilidad a los 10 dias

S R-cuad. R-cuad. (ajustado) PRESS R-cuad. (pred)

159350 96,65% 95,26% 7,06010E+11 92,24%

Las variables significativas para la viabilidad a los 10 dias se presentan valores p<0,05, segun

se observa en la tabla 8.

Tabla 8. Datos del andlisis de varianza para viabilidad a los 10 dias

Fuente Contribucion Valor F Valor p
Modelo 96,65% 69,30 0,000
Lineal 16,42% 29,44 0,000
Grenetina 14,86% 53,27 0,000
Probidtico 1,57% 5,61 0,035
Interacciones de 2 términos 43,54% 78,05 0,000
Grenetina*Inulina 26,39% 94,62 0,000
Grenetina*Probidtico 17,15% 61,49 0,000
Interacciones de 3 términos 36,69% 131,53 0,000
Grenetina*Inulina*Probidtico 36,69% 131,53 0,000
Error 3,35%
Curvatura 0,21% 0,74 0,409
Falta de ajuste 0,65% 1,17 0,355
Error puro 2,49%

Total 100,00%
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Hay normalidad de los residuos, ya que los puntos caen cerca de la linea recta (Figura 4),

obteniendo un valor p de 0,603.

99
Media  -3,23376E-11
Desv.Est. 133880
95 - N 18
504 AD 0,280
Valor p 0,603
80 |
@ 70
*E 60 -
Q 50
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S 40
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20 |
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-300000 -200000 -100000 0 100000 200000 300000
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Figura 4. Plot de normalidad aplicada la prueba de Anderson-Darling para viabilidad a los 10

dias

Segun la figura 5 en 10 dias la viabilidad se vio afectada mayormente por la interaccion de la
grenetina-inulina-probidtico, seguida de las interacciones de grenetina-inulina y grenetina-
probiético y por ultimo los factores de: grenetina, probiético. No se colocaron las variables de
inulina y la interaccién de inulina-probidtico, porque no son significativas.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es viabilidad 10 dias; a = 0,05)

Término 2.18
I

Factor Nombre

A Grenetina
ABC B Inulina
C Probidtico

AB

AC

0 2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto para viabilidad a los10 dias
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En la figura 6 se muestran las funciones de deseabilidad. En color rojo se encuentra la mejor

mezcla que cumplié con maximizar la viabilidad y como objetivo el pH a 5,5. La deseabilidad

general de la mejor mezcla indicé un 0,6758.

Optima Al
) to
D:06758 ',

Predecir Bajo

Deseabilidad

Compuesta
D: 0,6758

viabilid
Méximo
y = 1,237E+06
d = 0,61511

pH 10 di

Obj: 5,50
y = 5,5850
d = 074242

2.5.VIABILIDAD DEL Lactobacillus casei EN EL PRODUCTO.

Grenetin
50
50
2,0

Inulina
4.0
1,0
1,0

Probioti
1,0
0,50
0,50

Figura 6. Funcion de utilidad a través de deseabilidad

Se tom6 como referencia la norma NTE INEN 2217 (Anexo 3) que especifica la cantidad de

1x10% UFC/g como la cantidad necesaria para que se considere como probidtico. Las pruebas de

viabilidad se realizaron por duplicado a dos distintas diluciones y los resultados fueron expresados

en logaritmo.

Las muestras almacenadas a 20°C presentaron leves variaciones en sus resultados. Durante

18 dias se mantiene la cantidad de bacterias que debe tener un alimento probidtico, es decir, por

encima de 6 log UFC/g (Figura 7).
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Figura 7. Datos de viabilidad en el producto a distintos tiempos de almacenamiento.
2.6.EVALUACION DE LA CANTIDAD DE HUMEDAD.

Se tomo en cuenta para el estudio de humedad la horma NTE INEN 2217 para productos de
confiteria (Anexo 4). La cantidad aplicada de recubrimiento comestible no tuvo un efecto

significativo en los resultados de las pruebas de humedad del producto (Figura 8).

El producto sin recubrimiento dio un porcentaje muy bajo de 0,545%, sin embargo, el producto
con recubrimiento después de 600 horas se estabilizo6 en 7,650%. Este resultado es muy alto en
comparacion con el producto original, pero se encuentra dentro de la norma que se exige un 10%

maximo de humedad.

7,650
8,000 7,195

7,000 6530 6555 0740

Porcentaje de humedad
En
o
o
o

0 72 168 264 336 432 504 600
Nuamero de horas

Figura 8. Datos de humedad del producto con recubrimiento en diferentes lapsos de tiempo
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2.7.ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

Los resultados de E. coli, son menor a 1 UFC/g; hongos y levaduras fue menor a 1 UP/g,
acatan los criterios microbiologicos especificados en la NTE INEN 2217, pues son valores

menores a m (m = nivel de aceptacion) en cada uno de ellos (Anexo 5).

2.8.ACEPTACION DEL PRODUCTO POR PARTE DEL CONSUMIDOR.

Cada evaluador recibié un formulario similar al presentado en el anexo 6 y una muestra de
caramelo blando con recubrimiento. Como se muestra en la figura 9, el 40% de los jueces
indicaron mediante la escala heddénica que “me gusta bastante” el caramelo blando con
recubrimiento y el 25% de personas sefialo como “me gusta mucho”. Lo que indica que el
producto si es aceptado por el consumidor. Las diferencias no fueron significativas segun el panel
de evaluacién sensorial. A los resultados obtenidos se les aplicé las pruebas de varianza,

desviacion estandar, media y mediana (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis estadistico de la prueba de afectividad.

NOMBRE RESULTADO
Media 20,0%
Mediana 20,0%
Varianza 0,02125
Desviacion estandar 0,145774%

La media de los resultados dio un 20% ya que es el mas representativo, la mediana fue de un
20%, es la mitad de los datos ordenados en orden creciente; con una varianza del 0,02125 y una
desviacién estandar de 0,145774%, estos dos ultimos valores significan que la dispersion de los

datos es cercana a la media.
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Ni me gusta ni me

disgusta
20,0%
Me gusta Me gusta
muchisimo 15.0% ligeramente
0,0%
25,0%
Me gusta mucho Me gusta bastante
Porce... 40,0%

*los valores inferiores de la escala no se colocaron ya que sus resultados dieron 0% y no son relevantes para la figura. Los que constan de: Me disgusta
muchisimo, Me disgusta mucho, Me disgusta bastante, Me disgusta ligeramente.

Figura 9. Porcentaje de la aceptacion por parte del consumidor
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CAPITULO 3

DISCUSIONES

La cepa lactica mostré un crecimiento adecuado en los diversos tiempos evaluados. Uno de
los factores de mayor importancia es la viabilidad de las cepas probi6ticas a diferentes valores de
pH (Glzman and Jurado). El recubrimiento comestible presenté un pH promedio de 5,33 a los
diez dias. Este valor se encuentra dentro del rango de pH 6ptimo de 4,0 a 6,5 para el crecimiento
de probiéticos (Hossein et al.), sin embargo, el pH hallado por Vergara, (2007) es de 3,03 y el pH
segun Lozano, (2011) es de 6,5 para todo el género de Lactobacillus. No obstante, se encuentra

dentro del rango éptimo para favorecer el crecimiento del microorganismo.

Como sefalan Figiel & Tajner, (2006) la textura de los productos alimenticios se ha convertido
en una caracteristica importante para influir en la aceptacién de los consumidores de un alimento.
Segun Malagoén, (2007) la cantidad maxima de humedad que permite un caramelo blando es del
20%, pero en la norma GSO, (2002) y el Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, (2012), la
humedad del caramelo blando no debe superar el 10% de humedad. El resultado de esta
investigacién fue del 7% durante 25 dias, el cual indica que esta dentro de los requisitos que se
pide, pero este valor esta por encima del que sugiere Candico, (2012) cuyo maximo es del 2,5%

de humedad para este tipo de producto.

El Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, (2011) y el Codex Alimentarius, (2010) especifican
gue la cantidad minima para que se pueda considerar un probidtico es de 10° UFC/g. Con este
nivel de crecimiento la bacteria lactica tendra la capacidad de competir con bacterias patdgenas,
con beneficios en el huésped, reduciendo la translocacién y la inflamacion intestinal (Gizman and
Jurado). La cantidad promedio del recubrimiento sin producto a los diez dias de este estudio es
de 7,35 x 105 UFC/g, el cual se encuentra fuera de las especificaciones de la norma. Sin embargo,
el producto con recubrimiento a los 18 dias dio un resultado de 6 x 10 UFC/g, este valor si se

encuentra dentro de la norma.

Las principales sustancias antimicrobianas producidas durante los procesos metabdlicos de
los lactobacilos, asi como de otras bacterias acido lacticas, son los &cidos organicos, el peréxido
de hidrégeno, las enzimas y bacteriocinas (Rondon et al.). En la literatura, la mayoria de las cepas
antifiingicas activas en productos lacteos fermentados se relacionan con el grupo L. casei
(Delavenne et al.). Los estudios de Mejia, Chacdn, Guerrero, Otoniel, & Lépez, (2007) mostraron
gue se produjo una inhibicion del crecimiento microbiano del E. coli, luego de 3 horas de
incubacion de los microorganismos. En la investigacion de Gonzalez, Apella, Romero, Nader de
Macias, & Guillermo, (1993) se determind que el uso de alimentos con varias cepas probiéticas

es mas eficiente que en productos con una sola especie, logrando ventajas tecnoldgicas y
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organolépticas. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por otros investigadores
tales como Tydpponen, Petdja, & Mattila, (2003) y Vallejo, Etchechoury, Horiszny, & Marguet,
(2009) quienes proponen el uso de cepas de bacterias acido lacticas productoras de sustancias
antimicrobianas para prevenir la contaminacion de diferentes matrices alimentarias con distintas

especies de bacterias patégenas.

La cantidad de E. coli, es menor a 1 UFC/g; hongos y levaduras fue menor a 1 UP/g, que se
vio afectado en parte por la cantidad de humedad presente, pero aun asi las cepas de L. casei
inhibieron en gran parte a estos microorganismos ya que no hubo crecimiento de
microorganismos durante el tiempo analizado. Estos resultados indican que es necesario seguir
profundizando estéd investigacion para llegar a conclusiones mas aproximadas, sin embargo, una
diferencia puede estar en los metabolitos generados por el L. casei que aportan al efecto

antagonico.

La medida de la aceptabilidad sensorial es un paso légico y necesario antes de lanzar un
producto al mercado (Hough and Fiszman), ya que ninguna persona invertiria en un producto que
sensorialmente no sea aceptado. El 40% de las personas aceptaron el producto de esta
investigacién. Los resultados permiten afirmar que el producto con L. casei y la inulina, como
agente prebiodtico, fue aceptado y bien valorado por los consumidores. Los resultados de las
pruebas afectivas se realizaron a 25 personas que segun Vergara et al., (2011), se necesita un

grupo de panelistas no entrenados en un numero inferior a 30 individuos.
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CONCLUSIONES

Se puede concluir que la mezcla de los componentes (suero de leche, grenetina, glicerol,
inulina y probidtico) tiene las caracteristicas adecuadas para la formacion del recubrimiento
comestible y mediante el analisis estadistico se establecié una formula aceptable para recubrir
un confite. Ademas, los componentes de la pelicula no tuvieron efectos significativos en el pH del
recubrimiento y la humedad del producto alimentario se encontraba dentro de lo indicado por la
normativa nacional. Al mismo tiempo, la cantidad de microorganismos patégenos se vio reducida

por la actividad antimicrobiana del probidtico.

Se observd una mejora significativa en la viabilidad del microorganismo probiotico

incorporado bajo el efecto de la inulina en la mezcla. Quedd en evidencia la viabilidad que la
viabilidad de L. casei se mantuvo mayor a 1 x 10° UFC/g durante 18 dias. Las evaluaciones de

los recuentos indican que el caramelo blando es un vehiculo adecuado para la administracion de

microorganismos probioticos.

Los panelistas apreciaron el caramelo blando y la evaluacién permitié determinar que el
producto si es aceptado por el consumidor con un porcentaje del 40%, los individuos consideran
que el producto no muestra diferencias significativas al producto original. La incorporacion del
probiético y la inulina en el caramelo es de alta factibilidad para mejorar el valor nutritivo del

producto final y es conveniente para la salud del consumidor.

Se logré obtener un alimento simbidtico con efectos probidticos y prebibticos a base de
Lactobacillus casei e inulina, con la concentraciéon del microorganismo probidtico recomendada

para que pueda ejercer sus efectos benéficos sobre la salud del huésped.
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RECOMENDACIONES

Es importante, para disminuir un riesgo de contaminacién microbiana, la implementacién de
buenas practicas de manufactura en la elaboracién y aplicacion del recubrimiento comestible

aplicado en el caramelo blando.

Es altamente recomendable ampliar esta investigacion de modo que se pueda conocer los
efectos de almacenamiento a largo plazo y los posibles riesgos de contaminacién de

microorganismos que puedan causar deterioro.

Es necesario experimentar en otros tipos de alimentos a fin de mejorar el nivel de aceptacion
por parte del consumidor, ademas de analizar otros factores que puedan beneficiar la creacion

del recubrimiento.
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ANEXOS

ANEXO 1. Activacion del Lactobacillus casei ATCC 393

Crecimiento de

Lactobacillus casei ATCC 393  bacterias en leche en Crecimiento en agar MRS de
polvo bacterias obtenidas de la

leche en polvo

ANEXO 2. Norma INEN 1529-5. Control microbioldgico de los alimentos

CALCULOS

9.1 Casogeneral (placas que contienen entre 15 v 300 colonias).

9.1.1 Calcular el nimero N de microorganismo por gramo o om® de producto como la media
ponderada de dos diluciones sucesivas utilizando la siguiente farmula:

D

N=
V(n, +01n, )d
En donde:
Ec = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas:
Yo = Wolumen inoculado en cada caja Petr;
n, = Nimero de placas de la primera dilucion seleccionada:
n. = Mimero de placas de la segunda dilucion seleccionada;
d = Factor de dilucion de la primera dilucion seleccionada (d = 1 cuando se ha inoculado

muestra liquida sin diluir).

9.1.2 Redondear los resuliados obfenidos a dos cifras significativas. Cuando |a tercera cifra
comenzando por la izquierda es menor que 5, mantener inalterada la segunda cifra. Si la tercera
cifra es mayor o igual a cinco, incrementar en una unidad la segunda cifra. Expresar como un
nimero entre 1,0y 9,9 multiplicado por 10°, donde x es |a comespondiente potencia de 10,



ANEXO 3. Norma INEN 2395. Probiéticos
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Yogur, kumis, kéfir, leche
PRODUCTO cultivada, leches fermentadas con kéfir y kumis
ingredientes y leche fermentada Minimo
concentrada
Minimo

Suma de microorganismos que
comprenden el cultivo definido 10’ UFC/g
para cada producto
Bacterias probidticas 10° UFC/g
Levaduras 10° UFC/g

ANEXO 4. Norma INEN 2217. Humedad

TABLA 3
Requisito Toffess Caramelos blandos Método de
Min Max Min Max ensayo

Humedad, % 40 10,0 40 10,0 NTE INEN 265
Azucares reductores
totales, % - 220 - 220 NTE INEN 266
Sacarosa, % - 65,0 - 65,0
Lactosa, % 3,0 - - -
Grasa total, % 3,0 - 3,0 -
Grasa lactea, % 2.0 - - -
Proteina, % (% N x 6,38) 2.5 - - -
Dioxido de azufre, mg/kg 15,0 150 NTE INEN 274

ANEXO 5. Norma INEN 2217

TABLA 4. Requisitos microbiologicos

Requisito n m M c Método de ensayo
Aerobios mesofilos, UFC/g 3 < 1,0x10° 1,0x10° 1 NTE INEN 152917
NMP Coliformes totales/g 3 <3 ‘1:0:-:1{}1 1 NTE INEN 1529-6
NMP Coliformes fecales/g 3 <3 - 0 NTE INEN 1529-8
Mohos y levaduras, UP/g 3 < 1,0x10" 1,0x107 1 MNTE INEN 1529-10
Estafilococos aureus UFC/g 3 < 'I:D:(I{Il1 - 0 NTE INEN 1529-14




ANEXO 6. Ficha de aceptacién del caramelo
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Proceda a degustar la muestra. Valorar sabor, textura, color y olor de una manera muy general y marque con una (x) lo que corresponda

a su evaluacion.

Escala

Me disgusta
muchisimo

Me
disgusta
mucho

Me
disgusta
bastante

Me
disgusta
ligeramente

Ni me gusta,
ni me
disgusta

Me gusta
ligeramente

Me gusta
bastante

Me
gusta
mucho

Me gusta
muchisimo




