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Elaboracion de un confite con compuestos bioactivos provenientes de miel de abeja

(Apis mellifera) y probidticos (Lactobacillus rhamnosus)
Saira Itzel Colmenares Cuevas

Colegio de Postgraduados 2021

La basqueda de confiteria mas saludable por parte de los consumidores ha dado la
oportunidad a la industria de la confiteria para innovar y crear dulces con menor contenido de
azucar, adicionando vitaminas, antioxidantes o algun componente bioldgico. Esta investigacion
tuvo como objetivo desarrollar un malvavisco adicionado con miel de abeja (Apis mellifera) y
probidticos (Lactobacillus rhamnosus), ademas de evaluar el efecto de la miel y los grados
bloom de la grenetina en las caracteristicas del malvavisco. Se realizd un experimento
completamente al azar con estructura factorial para estudiar las propiedades fisicoquimicas
(densidad, humedad, cenizas, pH, grados brix, textura), viabilidad del probi6tico, contenido de
fenoles totales y actividad antioxidante en los malvaviscos elaborados con diferentes
concentraciones de miel (0, 50 y 75%) y a diferentes grados bloom de grenetina (265, 300 y
315 grados bloom). La actividad antioxidante se midio por el método DPPH vy el contenido de
fenoles por Folin-Ciocalteu. La concentracion de miel y los grados bloom de la grenetina no
mostraron diferencia significativa en la textura y viabilidad del probiético; sin embargo, fue el
caso contrario para la densidad, cenizas, pH y grados brix. La actividad antioxidante total y el
contenido de compuestos fendlicos totales fueron mayores en los tratamientos con miel en
comparacién con las muestras con ausencia de esta; mientras que los grados bloom no
mostraron diferencia significativa en el contenido de actividad antioxidante total, aunque si
tuvieron efecto en el contenido de compuestos fendlicos totales. Los malvaviscos con miel son

una opcidn mas nutritiva para el consumidor y una oportunidad para la industria confitera.

Palabras clave: coacervacion, espuma alimentaria, paraprobioticos, grados bloom



Development of a confectionery with bioactive compounds from honey (Apis

mellifera) and probiotics (Lactobacillus rhamnosus)
Saira Itzel Colmenares Cuevas, M. C.

Colegio de Postgraduados 2021

The search for healthier confectionery by consumers has given the confectionery industry
the opportunity to innovate and create sweets with lower sugar content, adding vitamins,
antioxidants or some biological component. This research aimed to develop a marshmallow
added with honey (Apis mellifera) and probiotics (Lactobacillus rhamnosus), in addition to
evaluating the effect of honey and bloom grades of gelatin. A completely randomized
experiment with factorial structure was carried out to study the physicochemical properties
(density, humidity, ash, pH, brix degrees, texture), viability of the probiotic, content of
antioxidant activity and total phenols in marshmallows made with different concentrations of
honey. (0, 50 and 75%) and to different bloom grades of gelatin (265, 300 and 315 bloom
grades). The antioxidant activity was measured by the DPPH method and the phenol content by
Folin-Ciocalteu. The concentration of honey and bloom degrees of gelatin did not show
significant difference between the texture and viability of the probiotic; however, the opposite
was the case for the content ash, density, pH, degrees brix. The content of total antioxidant
activity and total phenolic compounds was higher in the treatments with honey compared to the
samples with its absence; While the bloom grades did not show a significant difference in the
content of total antioxidant activity, the opposite was in the content of total phenolic
compounds. Marshmallows with honey are a more nutritious option for the consumer and an

opportunity for the confectionery industry.

Keywords coacervation, food foam, paraprobiotics, bloom grades
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1. INTRODUCCION
El mercado mundial de la confiteria se valord en 201.3 billones de dolares en el 2019 y
se proyecta que alcance 270.5 billones de ddlares para el 2027 con una tasa anual del 3.6%.
Mientras que, el segmento de golosinas medicinales pronostica tener un crecimiento anual mas

rapido, de 4.1% durante el periodo de pronostico (2019-2027) (Thorat y Deshmukh, 2020).

En la confiteria se encuentran los productos aireados, estos implican hacer una espuma y
estas son estructuras de un gas (generalmente aire) en un liquido. Para que se pueda formar la
espuma es necesario de algunos ingredientes como albumina de huevo, un agente gelificante y
una solucion supersaturada de sacarosa (Colquichagua, 1999; Edwards, 2000). En el 2017 la
categoria de preferencia se consolido en dulces tipicos con 7.7%, seguido de malvaviscos con

3.6% (Rodriguez M. A., 2018).

Sinembargo, el consumo de alimentos con azUcares afiadidos puede dar lugar a problemas
de salud como malnutricién, obesidad (no existe una causa individual para la obesidad, pero el
azucar afiadido contribuye al problema), aumento de triglicéridos y caries dentarias (Mayo

Clinic, 2021).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018) expres6 que la malnutricién abarca
desnutricion, desequilibrios de vitaminas o minerales, sobrepeso, obesidad y enfermedades no

transmisibles relacionadas con la alimentacion.

La obesidad es definida como una expansion masiva del tejido adiposo que generalmente
se asocia con alteraciones metabolicas, incluyendo trastornos en la homeostasis de glucosa
(intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2), enfermedades

cardiovasculares (hipertension, dislipidemia y trastornos de fibrindlisis), enfermedad de higado



graso no alcoholico; entre otras (Ogden et al., 2007). La OMS menciona que la obesidad esta
relacionada con algunos tipos de cancer (endometrio, mama, ovarios, prostata, vesicula biliar,

rifion y colon) (OMS, 2021).

De acuerdo con lo reportado por la OMS, en el 2016 mas de 1900 millones (39%) de
adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso y 650 millones (13%) eran obesos, mientras tanto
se estimd con sobrepeso u obesidad un total de 41 millones de nifios menores de 5 afios y 340

millones de nifios y adolescentes entre 5 a 19 afios (OMS, 2021).

En México el 73% de la poblacion adulta padece de obesidad y sobrepeso (Organizacién
para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmicos [OCDE], 2020), 1 de cada 20 infantes menores
de 5 afios y 1 de cada 3 entre 6 a 19 afios padece de obesidad o sobrepeso, lo que coloca a
Meéxico en el primer lugar de obesidad infantil (Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia

[UNICEF], 2018).

Por lo anterior, se han desarrollado alimentos funcionales que pueden ayudar a controlar
el peso, niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos (Amador Marti, 2021). Dentro de la
clasificacion de los alimentos funcionales estdn los “alimentos o bebidas a los que se le ha
reducido o eliminado un componente” (lacteos descremados, reducidos en sodio, sin azucar, sin
lactosa, etc.), y los “alimentos o bebidas a los que se le ha agregado un componente” (omega-

3, fibra, componentes bioldgicos, antioxidantes, etc.).

La miel es un edulcorante natural que aporta antioxidantes, por lo que puede ser una
opcidn ideal en la elaboracion de un alimento funcional (Martinez, 2019). Otro componente que

puede incluir un alimento funcional son los probioticos, los cuales son microorganismos vivos



que, administrados en cantidades adecuadas, generan un beneficio para la salud (Organizacion

de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2002).

Sin embargo, los probidticos presentan alta susceptibilidad a tratamientos térmicos,
almacenamientos y condiciones gastrointestinales, por lo que es necesario aplicar tecnologias
que favorezcan la estabilidad y viabilidad para permanecer fisiol6gicamente activos al
momento del consumo. Las técnicas de encapsulacion son una alternativa para proteger estos

microorganismos (Rodriguez et al., 2016).

Con base a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un malvavisco

enriguecido con antioxidantes provenientes de miel y Lactobacillus rhamnosus encapsulados.



2 MARCO TEORICO

2.1 Confiteria

Los productos de confiteria son aquellos que contienen sacarosa u otros azlcares

comestibles como glucosa, fructosa, etc. (Mejorado, 2006; Gonzalez Mejia, 2008).

La confiteria en México se divide en dos subsectores: dulces de azucar y chocolate. De

acuerdo con la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM, 2018), las golosinas o

dulces de azUcar se clasifican como se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los dulces.

Clasificacion

Descripcion

Caramelo

duro

Caramelo

Suave

Dulces tipicos

Comprimidos

Gomitas

Confitados

Malvaviscos

Elaborados por coccion de una mezcla de azlcar, glucosa u otros
edulcorantes y agua, adicionados de sabor, color, acido y otros aditivos,

entre los que se pueden encontrar los rellenos.

También conocidos como “chiclosos” y son de textura elastica moldeable.
Pueden contener leche, grenetina o almidones modificados. Son

caracteristicos por su contenido de grasa, suavidad y plasticidad.

Palanquetas, dulces de leche, dulces a base de frutas y frutas cristalizadas

que se fabrican de forma artesanal.

Se fabrican con ingredientes en polvo, principalmente sacarosa, dextrosa,

acidos, color y sabor, ademas de agentes compactadores.

Contienen entre 8 y 18% de humedad. Para su fabricacion se utiliza

grenetina, almidon y pectina, entre otros.

También llamados como “grageados” por el equipo que se utiliza para

cubrirlos. Son cubiertos de azUcar, chocolate o una combinacién de estos.

Productos elaborados mediante la coccién de azlcar, glucosa u otros
edulcorantes y agua, adicionada de gomas o grenetina y agentes

espumantes.



Paletas Hechos con gomitas, comprimidos o caramelos suaves.

Gomas de Elaboracion con gomas naturales o sintéticas, polimeros y copolimeros, y

mascar adicionados con otros ingredientes.

Fuente: Legiscomex.com (2009)

Otra clasificacion de productos de confiteria segiin Bedolla Bernal et al. (2004) es: 1)
confites o confituras: masas homogéneas de edulcorantes (se subclasifican en caramelos duros,
caramelos suaves o masticables y dulces aireados) y 2) confitados: masas generalmente dulces

con capas superficiales de edulcorantes.

2.1.1 Malvavisco

Edwards (2000) define al malvavisco como un producto de confiteria aireado que lleva
consigo la obtencion de una espuma y posteriormente su estabilizacion. Este confite es
considerado como una espuma, al igual que la crema batida, merengues, miga de pan, pasteles,
espuma de cerveza y helado (Garrido Islas y Guemes Vera, 2017). Uno de los ingredientes para
conseguir una espuma adecuada es la albumina de huevo (capacidad espumante 240%) y un
agente gelificante como la grenetina (capacidad espumante de 760%) (Galvez Mariscal et al.,

2006).

Los dulces aireados son masas de azucar con un contenido de solidos de 85% con adicion
de gelificantes. La mezcla se bate para atrapar volumen de aire, formandose una emulsion gas-
liquido (Fennema y Tannenbaum, 1985; Gonzélez Mejia, 2008). Para estabilizar la espuma se
utilizan agentes de batido (generalmente de naturaleza proteica como albliminas y grenetinas).
Las proteinas como estabilizador se interrelacionan en la superficie de la interfase gas-liquido,

por consecuencia, al aumentar el tiempo de batido disminuye la densidad, aumenta su



viscosidad y aumenta la superficie de la interfaz, formando burbujas de aire sumamente

pequefias (Fennema y Tannenbaum, 1985).

Otros estabilizadores de espuma son agentes espesantes o gelificantes como los
almidones, pectinas y grenetina. Estos actdan incrementando la viscosidad de la fase continua
o formando una red tridimensional que retarda el movimiento de los componentes dentro de la
espuma. La glucosa, sacarosa y lactosa son azlcares de bajo peso molecular que, a
concentraciones suficientemente altas, pueden estabilizar espumas aumentado la viscosidad de
la fase continua (Walsh et al., 2008). Sin embargo, al exceder tiempo de batido se puede lograr

la separacion de fases (Fennema y Tannenbaum, 1985).

Por otro lado, existen factores que afectan a las propiedades espumantes de las proteinas
como el pH, composicion y concentracion de la proteina, el tipo y concentracion de sal, los
lipidos, el tipo y concentracion de carbohidratos, el método de formacion de espuma (duracion
y tiempo de batido) y la viscosidad de la fase liquida. Ademaés, las espumas son

termodindmicamente inestables y con el tiempo pueden desestabilizarse (Walsh et al., 2008).

A pesar de gque la albimina de huevo es una proteina con buena capacidad para formar
espuma, no es estable por periodos largos de tiempo ya que colapsa. Sin embargo, la adicion de
la grenetina mas el azucar hace que en el proceso se forme un complejo de proteina-agua-
azucar, lo que permite que lo que se encuentre alrededor de la burbuja sea muy estable, debido
a que la azucar hidratada actia como un anclaje y esto evita la pérdida de estructura o

coalescencia de las burbujas formadas (Valdivia, 2014).

Los malvaviscos se pueden elaborar usando el método discontinuo o el método continuo;

el primero consiste en una coccion de azlcar y jarabe de glucosa a temperatura adecuada, se



enfria y se aflade una disolucion del agente gelificante, la mezcla se bate y se deposita en moldes
con almidon. EI método continuo es de igual manera una coccion de la mezcla de azlcar, jarabe
de glucosa y en ocasiones azucar invertido, después se enfria a 66 °C, enseguida se afiaden el
agente o agentes gelificantes y espumantes y se va mezclando en una batidora, también se
agregan los colorantes y aromas; para la aireacion se utiliza aire o gas a una presion elevada.

Luego se extruye la mezcla a presion atmosférica, lo que causa una expansion (Edwards, 2000).

2.1.2 Riesgo para la salud de alimentos con alto contenido de aztcar

La OMS (2021) indica que la ingesta en exceso de azUcares libres (aztcares afiadidos) es
uno de los principales factores que da lugar al aumento de obesidad y diabetes en el mundo. En
el 2016, 41 millones de nifios menores de cinco afios y 340 millones de nifios y adolescentes
(5-19 afios) tenian sobrepeso u obesidad; mientras que el 39% de adultos estaban en sobrepeso

y 13% tenian obesidad (OMS, 2021).

Delgado Roche et al. (2020) mecionan enfermedades que tienen una relacion directa con
el consumo excesivo de azlcar, las cuales son: hiperuricemia, hipertrigliceridémia y dislipemia,
diabetes mellitus, trastorno de déficit de atencion, alzheimer, depresion, enfermedades
cardiovasculares e hipertension arterial, problemas odontoldgicos, y algunos tipos de céancer,

como el cancer de pancreas.

2.2 Alimentos funcionales
La Fundacion Espafiola para la Ciencia y Tecnologia (Juarez et al., 2005) define un
alimento funcional como aquel que, ademas de satisfacer las necesidades basicas, proporciona
beneficios para la salud o reduce el riesgo de sufrir enfermedades. Estos alimentos constan de

componentes fisioldgicamente activos, que contribuyen al mejoramiento de funciones



fisioldgicas, reducen el riesgo de padecer enfermedades y proveen una mejora fisica y mental

de quien los consuma (Szakaly, 2012).

La Guia de Buena Practica Clinica en Alimentos Funcionales (Aranceta et al., 2011)

clasifica a dichos alimentos en:

a) Alimentos o bebidas naturales.

b) Alimentos o bebidas a los que se le ha agregado un componente (omega-3, fibra,
componentes biolégicos, antioxidantes, etc.).

c) Alimentos o bebidas a los que se le ha reducido o eliminado un componente
(lacteos descremados, reducidos en sodio, sin azlcar, sin lactosa, etc.).

d) Alimentos o bebidas a los que se ha variado la naturaleza de uno o mas
componentes (p. ej., leche con fitoesteroles).

e) Alimentos en los que se ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de sus
componentes.

f) Alimentos o bebidas que reunen mas de una caracteristica mencionada

anteriormente.

Algunos ingredientes funcionales son proteinas, lipidos, probidticos, prebidticos,
simbidticos; otras sustancias de origen natural con efectos funcionales son el calcio, fibra, jalea

real, compuestos antioxidantes, entre otros.

Beltran de Heredia (2016) menciona que un alimento funcional debe tener las siguientes

caracteristicas:

e Se presenta en forma de alimentos de consumo cotidiano.

e Su consumo no produce efectos nocivos.

e Cuenta con propiedades nutritivas y beneficiosas para el organismo.

e Reduce y/o previene el riesgo de contraer enfermedades, ademés, mejora el estado

de salud de quien lo consuma.



e Deben poder demostrarse sus efectos beneficiosos.

2.2.1 Miel

La Norma Oficial Mexicana sobre produccion de miel y especificaciones (NOM-004-
SAG/GAN-2018) describe a la miel como “la sustancia dulce natural producida por abejas a
partir del néctar de las flores o de secreciones de partes vivas de plantas o de excreciones de
insectos succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y que las abejas
recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias, y depositan, deshidratan,

almacenan y dejan en el panal para que madure o pueda afiejarse”.

La miel se encuentra en distintos estados fisicos, con diferentes aromas y sabores y una
amplia gama de colores y tonalidades. Estas caracteristicas dependeran de las plantas y flores

que dio procedencia al néctar (origen botanico) (Schneiter et al., 2015).

La miel se compone de una dispersion acuosa de particulas de tamafios diferentes, desde
iones inorganicos y azucares en disolucion, hasta macromoléculas de proteinas y polisacaridos
en dispersion coloidal y granos de polen procedentes de la flora (Piana et al., 1989). Contiene
ademas enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerales, sustancias aromaticas, pigmentos
y cera (Tabla 2). En total, se han identificado 181 sustancias, algunas exclusivas de la miel

(Crane, 1980).



Tabla 2. Compuestos presentes en la miel.

Compuestos Contenido
Hidratos de  75-80%, los azlcares principales de la miel son la fructosa (aprox. 35-
carbono 40%) y glucosa (30-35%). Otros azlcares presentes son los disacaridos
como la sacarosa (aprox. 5-10%) y la maltosa, y el trisacarido
melecitosa.
Agua 15-20%.
Proteinas Hasta 0.4%, son enzimas para la trasformacion del néctar en miel, tanto
propias de la abeja como otras de origen vegetal.
Minerales 1%, entre los que destacan potasio, calcio, sodio, magnesio, silicio,
fésforo y trazas de oligoelementos como zinc, molibdeno y yodo.
Vitaminas Vitaminas del grupo B, como tiamina, niacina, riboflavina, acido

pantoténico, piridoxina y biotina; y vitamina C.

Por otra parte, la miel es un alimento que ha tenido gran importancia en la sociedad,
cultura, economia y religion. La apicultura en nuestro pais es de gran importancia economica y
social ya que dependen directamente de ella mas de 43 mil apicultores. México se encuentra
dentro de los 10 principales paises productores de miel (Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural [SADER], 2020). El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
informo que la produccién de miel en el pais fue de 47.7 mil toneladas en el afio 2020. Por su
calidad y sabor, la miel de nuestro pais es una de las que tiene mayor demanda comercial en los

mercados internacionales, siendo México el tercer proveedor internacional de este edulcorante

Fuente: Codigo Alimentario Argentino [CAA],( 2013).

natural (GOULA, 2021).

2.2.1.1 Actividad antioxidante

Los compuestos que influyen en el olor, color y sabor de las mieles son principalmente,

acidos orgéanicos, aldehidos y polifenoles, ademas de los azlcares que originan el dulzor.
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Ademas de ser un endulzante natural también es considerado un superalimento por el aporte
enzimatico y antioxidante que contiene (Martinez, 2019). La miel como antioxidante presenta
propiedades preventivas contra muchas afecciones clinicas. En la Figura 1 se muestran algunos

de los efectos terapéuticos de la miel.

oculares

T
{ Anticancerigena [Antidiabética]
Mejora desérdenes .
neuroldgicos Cardioprotectora
[Antioxidantes \\ erlipidémica

Actividad ,L// Cuidado de
antiinflamatoria Efectos

{ Allivia trastornos }{ Antihipertensiva

v

.

heridas

terapéuticos de
la miel

Alivia
enfermedades

gastrointestinales

Antividad
antimicrobiana

Figura 1. Beneficios de la miel en la salud.

Fuente: Visweswara Raoa et al. (2016)

Los compuestos fendlicos en la miel son acidos fendlicos y flavonoides, los cuales se
consideran marcadores potenciales para determinar el origen botanico de la miel (Alvarez-
Suarez et al., 2010), y propiedades funcionales, las cuales presentan actividad antiinflamatoria,
antitrombdtica, inmunomoduladora y analgésica. En la Tabla 3 se muestran algunos de los

acidos fendlicos mas comunes identificados en la miel.
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Tabla 3. Acidos fendlicos mas comunes identificados en la miel.

Acido fenolico Formula Estructura

2-cis,4-acido trans abscisico C15H2004
0
Acido 2-hidroxicinamico CgHsOs ffp‘l ’ﬁﬁ"“"‘“\ﬂH
Ho =
Acido cinamico CoHsO,
Acido elagico CuHsOs
Acido p- hidroxibenzoico C7HgsO3
Acido protocatechico C7Hs04
Acido sinapico CuH105

IM
Q
Ve I O
Acido vainillico CgHgO4 5 j
(o]
T
(@]

Fuente: Cianciosi et al. (2018)
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Los compuestos fenolicos también han demostrado actividad contra diferentes

microorganismos. En las Tabla 4 se mencionan algunos mecanismos de accion de compuestos

fendlicos presentes en la miel.

Tabla 4. Mecanismos de accion antimicrobiana de algunos acidos fenélicos encontrados en la

miel.
Acido fenolico Mecanismos de accion Estructura
Acido cafeico Estrés oxidativo. 0
HO;@/\)LOH
HO
Acido clorogénico Fuga citoplasmica y de HO, COH

Acido ferulico

Acido galico

Acido p-cumarico

Acido siringico

nucledtidos provocada por un
aumento en la permeabilidad de
la membrana.

Mal funcionamiento de la
membrana celular asociado a
variaciones morfoldgicas.

Fuga intracelular como
consecuencia de la alteracion de
la membrana celular y aumento
de la formacion de poros.

Ruptura de la membrana celulary
acoplamiento al ADN bacteriano.

Disfuncion de la membrana

celular.

(o]
P
OH
OH
0
X"0oH
(@]
OH
OH
0
X-"0H

&

HO™ ™0

OH
<|3 3
OUVU\
HO
HO
HO

o)

COOH

H,CO OCHj

OH

Fuente: Cianciosi et al. (2018) y Vargas-Sanchez et al. (2013)
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2.2.1.2 Miel como endulzante

La miel tradicionalmente se ha usado en la preparacion de alimentos, sin embargo, se ha
sustituido en muchos casos por azlcar, jarabes dulces o por edulcorantes artificiales o naturales
que son méas econdmicos (Krell, 1996). Sin embargo, la miel ha retomado importancia por la
tendencia del consumo de productos mas naturales y organicos (Ramos Diaz y Pacheco Lo6pez,

2016).

La miel posee un poder edulcorante mayor que la azlcar por lo que realza sabores (Nayik,
Dar, y Nanda, 2019), también contribuye a mantener hiumedos los alimentos y mejorar la textura
de los productos horneados (Tong et al., 2010), ademaés, puede ser Gtil como protectora de
alimentos, principalmente para prevencion del pardeamiento enzimatico (Viuda-Martos et al.,

2008).

2.2.1.3 Productos formulados con miel

La miel se ha usado en diversos productos alimentarios, farmacos y cosméticos. En el
ramo alimentario la miel se ha usado para algunas bebidas alcohdlicas elaboradas con miel
como hidromiel, aguamiel o vino de miel, las cuales tienen un contenido de alcohol de 8 a 18%

(Ramalhosa et al., 2011).

Artesanalmente la miel es empleada en recetas caseras para la elaboracion de dulces
tradicionales mexicanos como caramelos duros y paletas; también es usada como aglomerante
y endulzante en la elaboracion de palanquetas de cacahuate, semillas de calabaza, ajonjoli, nuez
y alegrias de amaranto. Dentro de los nuevos productos con miel se encuentran los popotes con
miel natural o combinados con chamoy, esencia de limon o propdleo; otras nuevas
presentaciones son en forma de perlas con propéleo, clorofila o chamoy (Ramos Diaz y Pacheco

Lépez, 2016).
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La miel también es usada en la industria farmacéutica y cosmética. En el mercado existen
unglientos, vendas, gasas, alginato, suspensiones coloidales, gel antibacterial, gel en hojas y
material para curacion adicionados con miel (Scagnelli, 2016). Algunos productos cosméticos
a base de miel son ungientos para labios, leches de tocador, cremas hidratantes, lociones,

tonicos, shampoos y acondicionadores.

2.2.2 Probidticos

Los probioticos son microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas,
generan un beneficio para la salud (FAO, 2002). Para que un microorganismo se considere
probidtico debera tener estos criterios: ser de origen humano, no ser patogénico por naturaleza,
ser resistente a la destruccidn por procesamientos térmicos, ser resistente a la destruccion por
el &cido gastrico y por la bilis, tener la capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal, modular
respuestas inmunes e influenciar actividades metabdlicas humanas (Division, 2006; Hernandez

Hernandez et al., 2015; Olveira y Gonzélez-Molero, 2016).

2.2.2.1 Beneficios del consumo de probidticos

Los beneficios inmunoldgicos de los probidticos son: activacion de los macrofagos
locales para que aumenten la presentacion de antigenos a los linfocitos B y que aumenten la
secrecion de inmunoglobulina A (IgA), tanto a nivel local como sistémico; modulacion del
perfil de citoquinas, e induccion a la tolerancia a antigenos alimentarios (World

Gastroenterology Organisation [WGO], 2017).

Los beneficios no inmunoldgicos de los probidticos son: digieren el alimento y compiten
con los patégenos por nutrientes, alteran el pH local para crear un ambiente local desfavorable
para los patdgenos, producen bacteriocinas que inhiben a los patégenos, eliminan los radicales

superdxidos, estimulan la produccion de mucina por parte del epitelio, mejoran la funcion de la
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barrera intestinal, compiten por la adherencia de los patdgenos, y modifican las toxinas de los
patégenos (WGO, 2017). Algunas funciones de estos microorganismos se presentan en la

Figura 2.
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Figura 2. Principales funciones de los probidticos.
La flecha hacia arriba (1) significa aumento y la flecha hacia abajo () significa disminucion.

Fuente: Elaboracion propia con informacién de Reddy Lebaka et al. (2018).

2.2.2.2 Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion de los probidticos consisten en perturbar el ecosistema
intestinal al afectar los mecanismos inmunoldgicos de la mucosa, interactuando con
microorganismos comensales o potencialmente patdgenos, generando metabolitos finales como
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acidos grasos de cadena corta, y comunicandose con las células del huésped por medio de
sefiales quimicas (Figura 3). Esto puede conducir al antagonismo de patégenos, a un mejor
ambiente intestinal, al reforzamiento de la barrera intestinal, a la regulacion negativa de la

inflamacion y a la regulacion positiva de la respuesta inmunitaria a provocaciones antigénicas

(WGO, 2017).
i Patdgenos
Produccion de
sustancias antimicrobianas,” Competencia por
dcido lactico, bacteriocinas, nutrientes }r receptores
H20: '\
Probidticos F[ g icroflora normal
v \
Funcidn intestinal: Lipopolisacaridos:
Digestién L Peptidoglucanos

Promocion de la
| defensas del huesped

)

Figura 3. Mecanismos de interaccion entre la microbiota, los probi6ticos y el huésped.

Fuente: WGO (2017).

2.2.2.3 Genero Lactobacillus

Los probidticos son bacterias acido lacticas que pertenecen a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, las cuales se han clasificado con base a sus propiedades morfoldgicas,
temperaturas de crecimiento y capacidades fermentadoras. Los Lactobacillus son bacilos gram
positivos, no esporulados, aerotolerantes, acidotolerantes y catalasa negativa (Salazar et al.,
2003). EnlajError! No se encuentra el origen de la referencia.5 se muestran las principales ¢

epas de probioticos mas comunes agregadas a productos lacteos.
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Tabla 5. Bacterias acido lacticas de uso comun en alimentos probioticos.

Bacteria Especie
probidtica P
Lactobacillus Lactobacillus jhonsoni NCC533, L. casei Shirota, L. rhamnosus GG,

L. acidophilus LA-5, L. reuteri ATTC 55730, L. brevis KB290, L.
casei DN-114 001, L. plantarum 299v, L. delbrueckii ssp., L.
cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum, L. lactis, L. plantarum,
L. reuteri, L. brevis.

Bifidobacterium B. breve, B. longum BB536, B. animalis ssp., B. lactis BB-12, B.
infantis 35624, B. animalis DN173 010 ("Bifidisregularis"), B.
bifidum, B. adolescentis, B. animalis, B. thermophilum, B. longum.

Esterococcus Ent. faecalis, Ent. Faecium.

Streptococcus S. cremoris, S. salivarius, S. diacetylactis, S. intermedius.

Fuente: Tripathi y Giri (2014); Castillo-Escandon et al. (2020).

2.2.2.4 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria gram positiva, no formadora de esporas y
catalasa negativa. Crece en un rango de pH de 4.5 a 6.4 (Valik et al., 2008). Su metabolismo es
heterofermentativo facultativo, es decir, producen principalmente acido lactico a partir de
hexosas, pero ademas pueden degradar algunas pentosas produciendo &cido lactico, &cido
aceético y/o etanol (Oude Elferink et al., 1999). Esta bacteria esta dentro del grupo funcional de
Bacterias Acido Léacticas (BAL). Las BAL son bacterias que fermentan carbohidratos
produciendo principalmente &cido lactico como metabolito final. Esta bacteria tiene forma de
varilla que va de 0.8 a 1.0 um de ancho y 2.0 a 4.0 um de longitud. Crece de forma individual

0 en cadenas cortas, no posee flagelo (Lira Gomez, 2020).

La Organizacién Mundial de Gastroenterologia (WGO 2017) y la Asociacion Cientifica

Internacional para Probidticos y Prebidticos (ISAPP, 2021) han declarado evidencia de la
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eficacia del Lactobacillus rhamnosus en el tratamiento de diversas enfermedades. En la Tabla
6 se muestran algunos estudios sobre la aplicacion de forma individual de Lactobacillus

rhamnosus, y en conjunto con otras cepas, en el tratamiento de diferentes enfermedades o

trastornos de salud.
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Tabla 6. Casos de aplicacion de Lactobacillus rhamnosus.

Aplicacion

Cepa de probiotico

Referencia

Tratamiento de diarrea aguda en adultos

Diarrea asociada a antibioticos en adultos y
nivel pediatrico

Prevencidon de diarrea asociada a Clostridium
difficile (o prevencion de recurrencia) en
adultos y nivel pediatrico

Terapia coadyuvante para la erradicacion de
Helicobacter pylori (HP)

Enfermedad de higado graso no alcohdlico

(EHGNA)

Sindrome del intestino irritable (SI1)

Estrefiimiento funcional

L. paracasei B 21060
L. rhamnosus GG

L. rhamnosus GG

L. rhamnosus HNOO1 + L. acidophilus NCFM
L. rhamnosus GG

L. rhamnosus GG
Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(DSM15954) + L. rhamnosus GG

L. casei, L. rhamnosus, Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium breve, L.

acidophilus, B. longum, y L. bulgaricus + fructo-

oligosacaridos

L. rhamnosus NCIMB 30174, L. plantarum
NCIMB 30173, L. acidophilus NCIMB 30175, y
Enterococcus faecium NCIMB 30176.

L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705,
Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii JS DSM 7067, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb12 DSM 15954

Bifidobacterium bifidum (KCTC 12199BP), B.

lactis (KCTC 11904BP), B. longum (KCTC
12200BP), L. acidophilus (KCTC 11906BP), L.
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Grossi et al. (2010)
Hempel et al. (2012)

Szajewska et al., (2016)

Lahtinen et al. (2012)
Szajewska y Kotodziej
(2015)

Dang et al. (2014)
Hauser et al. (2015)

Eslamparast et al.
(2014)

Sisson et al. (2014)

Ford et al. (2014)

Yeuny Lee (2015)



Tratamientos de la gastroenteritis aguda a
nivel pediatrico

Tratamiento en nifios con desnutricion grave

rhamnosus (KCTC 12202BP), y Streptococcus
thermophilus (KCTC 11870BP)

e Fructo-oligosacérido (FOS) y Lactobacillus
paracasei (Lpc37), L. rhamnosus (HNOO1), L.
acidophilus (NCFM) y Bifidobacterium lactis
(HNO19)

e L. rhamnosus GG

e L. rhamnosus GG

Waitzberg et al. (2013)

Szajewska et al. (2014)

Sevilla Paz Soldan et
al. (2011)
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2.2.2.5 Alimentos enriquecidos con probidticos
En México existen diferentes productos lacteos con cepas probioticas, a continuacion, en
la Tabla 7 se muestras algunos de estos productos.

Tabla 7. Productos lacteos con probidticos existentes en el mercado mexicano.

Marca Cepa probiotica Empresa
Chamyto Lactobacillus Protectus Nestlé
Yakult Soful LT Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus Yakult
(bebible sabor fresa 'y thermophilus
natural)

Yakult Soful LT (sabor Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus Yakult
fresa y natural) thermophilus

ACTIVIA menos azlcar Bifidobacterias animalis spp. lactis DN173 010  Danone
(natural)

ACTIVIA maés fruta, Bifidobacterias animalis spp. lactis DN173 010  Danone
menos azucar (fresa)

ACTIVIA sin azlcar Bifidobacterias animalis spp. lactis DN173 010  Danone
(ciruela pasa, fresa)

ACTIVIA sin azlcar Bifidobacterias animalis spp. lactis DN173 010  Danone
afiadida, deslactosado

Gastro Protect (sabor Lactobacillus johnsonii (LaConfort ®) y Nestlé
natural y fresa) Streptococcus thermophilus

LALA BI04 (sabor Lactobacillus casei y cultivos lacticos LALA
natural y fresa)

LALA Bio 4 Balance Lactobacillus casei y cultivos lacticos LALA
Yakulty Yakult 40-LT Lactobacillus casei Shirota Yakult

Fuente: Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO, 2020).

En el mercado internacional estan presentes productos no lacteos con cepas probiéticas,

en la Tabla 8 se pueden observar algunos de estos productos.
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Tabla 8. Productos no lacteos con probioticos comercializados a nivel mundial.

Productos Cepas Compaiiia
Muffins varios sabores Bacillus coagulans Flap Jacket
Galletas con chispas de Bacillus coagulans Lesser evil
chocolate
Galletas de trigo Bacillus coagulans Natural

products
Palomitas de maiz B. lactis Silver Fern
Bebidas de coco y coco BC30, L. acidophilus, L. casei, L. Harmless
combinado con otros bulgaricus, B. lactis, B. bifidum, Harvest

sabores

Bebida energizante
Innergyc Biotic (quinoa,
arroz integral, proteina de
chicharo)

Bebida de soya
fermentada Bio.K+ ®

Cereal para desayuno
Special K con frutos rojos
y duraznos

Cereal de avena para bebés
con DHA y probiéticos

Granola con probioticos

Té de limén y jengibre

Canela en polvo

L. rhamnosus, Streptococcus
thermophilus

L. acidophilus, L. delbrueckii

L. acidophilus, L. casei, L
rhamnosus

B. lactis

B. lactis

Bacillus coagulans

Bacillus coagulans

Bacillus coagulans

Body Ecology

Body Ecology

Kellogg’s

Gerber
Purely
Elizabeth
Bigelow

Eat spice

Fuente: Castillo-Escandon et al. (2020); Dey (2018).

En la Tabla 9 se muestra alimentos en el mercado internacional enriquecidos con L.

rhamnosus de forma individual y en conjunto con otras cepas.
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Tabla 9. Productos alimenticios adicionados con L. rhamnosus y otros probioticos.

Nombre comercial

Probidtico

Matriz del alimento

Biola
Valio Bioprof
Valio Gefilus

Vita Biosa 10+

Bravo Easy Kit for
Fruit Juice

KeVita active
probiotic drink

Macrolife
Macrogreens
Superfood Bars

SO DELICIOUS

L. rhamnosus
L. rhamnosus
L. rhamnosus GG

B. animalis, B. lactis, B. longum, L.
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus,
Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subs. lactis biovar.
diacetylactis, L. pseudomesenteroides, S.
thermophilus

L. salivarius, L. acidophilus, L. casel, L.
rhamnosus, Lactococcus lactis,
Bifidobacterium

B. coagulans, L. rhamnosus, L. plantarum

L. acidophilus, L. rhamnosus, L.
bulgaricus, B. longus, B. breve

L. bulgaricus, L. plantarum, L. rhamnosus,
L. paracasei, B. lactus and S. thermophilus

Jugo de fruta
Jugo de fruta
Bebida de fruta

Melaza de cafa de

azucar organica
fermentada infundida
con té de hierbas

especializado

Jugo de fruta

A base de frutas y
vegetales

Barra de cereal

Yogur de leche de
coco cultivado

Fuente: Adaptado de Dey (2018).

Los productos de confiteria funcionales son aquellos a los cuales se le ha agregado un

ingrediente funcional, el cual actia sobre funciones corporales especificas, ademas de ser

nutritivo (Orozco Sanchez y Pierdant, 2014). En la Tabla 10 se muestran productos de confiteria

con probioticos que son comercializados a nivel mundial asi como las compafiias encargadas

de su elaboracion.
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Tabla 10. Productos de confiteria con probidticos comercializados a nivel mundial.

Producto Cepa Compaiiia

Chocolate Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium Sakara
bifidum, B. lactis, B. longum

Chocolate dietético B. lactis HNO19 ISOWUEY
Chocolate Bacillus coagulans 30 Healthy Delight
Chocolate L. acidophillus Rosell-52 encapsulado Lal food
Gomitas, chocolates Bacillus coagulans Schif
Snacks de manzana, Bacillus coagulans Bethy Lou’s
barras de avena,
chocolates

Fuente: Castillo-Escandon et al. (2020); Dey (2018).

2.2.2.6 Viabilidad de los probidticos en procesamiento
Los probidticos presentan una alta susceptibilidad a factores tecnoldgicos y ambientales,
por lo que es necesario aplicar tecnologias que favorezcan su estabilidad y viabilidad para

permanecer fisioldgicamente activos al momento del consumo (Rodriguez et al., 2016).

Los géneros Lactobacillus han mostrado mas resistencia que las Bifidobacterias en

presencia de sacarosa, oxigeno y bajas temperaturas, tal como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Tolerancia de algunos probioticos a diferentes fuentes de estrés.

Microorganismo Resistencia a Resis_tencia a Resistencia a bajas
sacarosa oxigeno temperaturas
B. bifidum (Bb12) R R R
B. infantis (1912) ND ND R
B. lactis (BLC-1) ND R R
B. lactis (DD920) ND ND R
B. longum (Bb-46) S S S
L. acidophilus (2401) ND ND S
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L. acidophilus (DD910) ND ND R
L. acidophilus (Lab) R R S
L. acidophilus (L10) ND ND R
L. casei (Lc01) R R R
L. johnsoni (Lal) R ND R
L. paracasei subesp. ND ND R

Paracasei (LCSI) A A
R: resistentes; S: sensibles; ND: no determinado
Fuente: Homayouni et al. (2008); Ramos-Clamont et al. (2013).

2.3  Encapsulacion

Es el proceso de construir una barrera funcional entre un ndcleo y un material de pared
para evitar reacciones quimicas y fisicas, asi como mantener las propiedades bioldgicas,
funcionales y fisicoquimicas del nucleo. La encapsulacién puede mejorar la estabilidad
oxidativa, termoestabilidad, vida de anaquel, actividad biolégica y controlar la volatilidad de
liquidos. Previene la degradacion de los ingredientes del producto durante el procesamiento y
almacenamiento. Estas particulas (nucleo + soporte) pueden ser producidas en nandmetros
(nanoencapsulacion), micrémetros (microencapsulacion) o escala milimétrica, por diferentes
métodos. Las particulas pueden tener forma regular (esférica, tubular u oval) o forma irregular

(Pino y Aragtiez, 2020).

2.3.1 Métodos
Existen varios métodos de microencapsulacion: fisicos, fisicoquimicos y quimicos (Tabla
12), dependiendo del tipo de proceso se obtiene un producto con caracteristicas propias y

aplicaciones diversas (Ibarguren et al., 2012; Nava Reyna et al., 2015).
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Tabla 12. Métodos de microencapsulacion segun la naturaleza del proceso.

Procesos fisicos Procesos quimicos Procesos fisicoquimicos
Secado por aspersion Polimerizacion interfacial Coacervacion
Extrusion Inclusion molecular Atrapamiento en liposomas o
Recubrimiento por micelas inversas
aspersion Gelificacion ionica

Fuente: Nava Reyna et al. (2015).

2.3.2 Coacervacion

La coacervacion se define como el proceso durante el cual una solucion homogénea de
macromoléculas cargadas se separa en dos fases liquidas en equilibrio, en la cual, la fase mas
concentrada en coloides es conocida como “fase coacervada” y la otra se conoce como “fase en

equilibrio”. Existen dos tipos de coacervacion (Espinosa y Marquez, 2017):

e Coacervacion simple: un polielectrolito, la adicion de sal o alcohol normalmente,
promueve la segregacion de fases a través de la autoneutralizacion de cargas.

e Coacervacion compuesta: involucra la interaccién de al menos dos biopolimeros de
carga opuesta. Pardmetros como la concentracién, proporcion relativa entre los
biopolimeros, temperatura, pH, fuerza idnica y densidad de carga deben ser balanceados

para efectuar una separacion de fases eficiente.

El proceso de encapsulacion por coacervacion compleja consiste en tres etapas: 1)
Formacion de un sistema de tres fases inmiscibles (material bioactivo liposoluble, material
formador de membrana y medio continuo), 2) deposicion del material polimérico recubriente y
3) solidificacion del material recubriente, el cual puede ser producido mediante procesos

térmicos, entrecruzamiento quimico o desolvatacion (Fereidoon y Xiao-Qing, 2009).
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Actualmente los complejos coacervados son empleados como un ingrediente en

productos alimenticios para proteger una 0 més sustancias hidrofobas en bebidas, alimentos

secos y alimentos semi-himedos.

2.3.3 Materiales de recubrimiento o pared

Los materiales usados como agentes encapsulantes son lipidos, polisacaridos (alginato,
almidon y derivados), extractos de plantas, gomas vegetales/microbianas, quitosano, almidon,
gelatina, proteina de leche, entre otras (Tabla 13) (Huq et al., 2017).

Tabla 13. Sustancias mas utilizadas como recubrimientos en la microencapsulacion.

Tipo de cobertura Cobertura especifica
Goma Agar, alginato de sodio, carragenina, goma arabiga.
Carbohidratos Almidon, dextranos, sacarosa, jarabes de maiz.
Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa, nitrocelulosa,

carboximetilcelulosa.

Lipidos Ceras, parafinas, diglicéridos, monoglicéridos, aceites, grasas,
acido estearico, triestearina.

Proteinas Gluten, caseina, albumina, grenetina.

Materiales inorganicos Sulfato de calcio, silicatos.

Fuente: Martin Villena et al. (2009); Nava Reyna et al. (2015).

2.3.3.1 Alginato

El alginato es un polisacarido proveniente de algas marinas (Laminaria hyperborea,
Ascophyllum nodosum y Macrocystis pyrifera), por lo que existe una gran cantidad presente en
la naturaleza. La produccion de alginato es de 30,000 toneladas al afio (Avendafio-Romero et
al., 2013). Este polisacérido tiene diferentes aplicaciones, entre las que destaca como espesante
de bebidas, estabilizante de suspensiones, productor de gel y estabilizador de emulsiones

(Tavassoli-Kafrani et al., 2016); también puede ser usado en alimentos para limitar su
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deshidratacion, por ejemplo, en la carne, pescado y frutas. Ademas, es utilizado en industrias
no alimentarias como la textil, metaltrgica (varillas de soldadura), papelera y farmacéutica
(como polimeros de matriz para la encapsulacion de farmacos, proteinas y ADN), y para usos

médicos.

Ademas, el alginato es el material mas usado para encapsular por su biocompatibilidad,
sencillez, buena digestibilidad intestinal y costos accesibles (Mortazavian et al., 2008). En
técnicas de encapsulacion el alginato permite proteger a los compuestos de factores adversos

como el calor y la humedad, mejorando asi su estabilidad y biodisponibilidad.

La composicion y extension de las secuencias y el peso molecular determinan las
propiedades fisicas de los alginatos, estos pueden ser manurénico (M), gulurénico (G), los
cuales se agrupan en secuencias constituyendo homopolimeros tipo bloque G (-G,G,G-), bloque
M (-M,M,M-) o heteropolimero (-MGMG-). Cuando hay mayor cantidad de bloques G,
generalmente el gel es duro y fragil, mientras que con mayor proporcién de bloques M, el gel
formado se presenta suave y elastico. Cuando dos cadenas de bloque G se alinean, se forman
sitios de coordinacion. Debido a la forma de bucles de estas cadenas, existen cavidades entre
ellas que tienen el tamafio adecuado para acomodar al ion calcio y ademas estan revestidas con
grupos carboxilicos y otros &tomos de oxigeno electronegativos. Después de la adicion de iones
de calcio, el alginato sufre cambios conformacionales, dando lugar al modelo de gelificacion

del alginato conocido como “caja de huevo” (Avendafno-Romero et al., 2013).
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o ca? @ dcido a-L-gulurénico o acido B-D-manurénico

Fuente: Avendafio-Romero et al. (2013)

Figura 4. Modelo “caja de huevo” que describe la estructura del alginato

2.3.3.2 Grenetina

La grenetina es una biomacromolécula natural, no toxica, compuesta de polipéptidos
bioactivos derivados del colageno de la piel, huesos y tejidos conectivos de los animales (Wen
et al., 2019). Alihosseini (2016) menciona que es un biopolimero natural con propiedades
deseables como buena biocompatibilidad y solubilidad en agua, baja inmunogenicidad,

plasticidad, adhesividad, adhesion celular, y capacidad de formar geles transparentes.

Para la produccidn de la grenetina existen dos procesos, el acido y el basico. En el primero
se tratan los huesos y piel en una solucion &cida diluida por un periodo predeterminado; se lavan
con agua fria y se genera un producto con un punto isoeléctrico de 6 a 9. En el proceso alcalino,
los huesos desmineralizados se suspenden en una solucion de sosa por un periodo de 60 dias,
mientras las pieles se remojan por periodos menores; se cambia la solucion periddicamente y al
final se lava exhaustivamente para eliminar toda la sosa residual; el punto isoeléctrico de esta
grenetina se encuentra entre 4.8 y 5.2. Tras cualquiera de los dos procesos, la proteina se extrae
con agua a temperatura controlada (menor a 80 °C); en esta etapa existe una alteracion de la

triple hélice dextrdgira en la que se rompen enlaces intermoleculares e intramoleculares y se
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producen cadenas menos estructuradas, que corresponden propiamente a la grenetina (Gélvez

Mariscal et al., 2006).

La grenetina estd compuesta por proteina (85% minimo), agua (12% maximo) y sales
minerales (1-2%) (Progel, 2018). Ademas, contiene 18 aminoacidos unidos entre si de forma
parcialmente ordenada. Estos aminoacidos limitan la rotacion de la columna principal del
colageno dandole estabilidad a la triple hélice (Alihosseini, 2016). EI grupo hidroxilo e
hidroxiprolina son importantes para la estabilidad de la triple hélice y estan relacionados con la
capacidad de gelificacion (grados bloom). Generalmente los procesos alcalinos tienen un perfil
de viscosidad mayor en comparacion con el proceso acido, sin embargo, este Gltimo tiene mejor
perfil de bloom, debido a la concentracién de aminoacidos importantes como prolina e
hidroxiprolina que tienen importancia en las caracteristicas fisicoquimicas de la grenetina,
principalmente la viscosidad y el poder de gelificar que puede ser entendido como la tension

superficial o bloom (Gelatin Manufacturers Institute of America [GMIA], 2012).

El valor del bloom es el peso en gramos que se requiere para hundir un pistén de ciertas
dimensiones a través del gel para deformar la superficie de la gelatina; el estandar internacional
de la soluciodn de gel para llevar a cabo esta prueba debe contener 6.67% de grenetina, dejandola
gelificar por 17 horas a temperatura de 10 °C. El valor de Bloom de la grenetina comercial
oscila entre 50 a 300 g, el intervalo de 200-300 es considerado como alto bloom, 100-200 como

medio y menor a 100 como bajo bloom (GMIA, 2012).

2.3.3.3 Mucilago de nopal
Como actividad prebidtica, los pectin-oligosacaridos (PO) presentes en el nopal
estimulan el desarrollo de bifidobacterias, por su parte los mucilago-oligosacaridos (MO)

generan un incremento en el desarrollo de Lactobacilos. De acuerdo con los estudios realizados
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por Guevara-Arauza (2009) la suplementacién con MO y PO de nopal generd un incremento
de hasta 30% en la produccion de &cidos grasos de cadena corta. La produccion de amonio
mostr6 un incremento del 20 y 10% al adicionar PO y MO, respectivamente, estos resultados
permitieron considerar al mucilago y a la pectina de nopal como prebi6ticos (Guevara Arauza,

2009).

2.3.4 Encapsulacion de probitticos

El alginato ha sido importante en la encapsulacién de bacterias probioticas ya que tiene
la finalidad de proteger y mejorar la biodisponibilidad de los microorganismos, desde que estan
en los productos alimenticios hasta llegar al tracto gastrointestinal, esto a resultado muy atil en
la proteccion de cepas sensibles al oxigeno. En la Tabla 14 se muestran algunos ejemplos de
bacterias probidticas encapsuladas en alginato.

Tabla 14. Aplicacion de alginato para la microencapsulacion de probidticos agregados a

alimentos.

Aplicacion en

Bacteria Matriz .
alimentos
Lactobacillus acidophilus Alginato Leche, queso feta
Bifidobacterium lactis
Lactobacillus acidophilus Alginato Queso kasar y blanco
Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus plantarum Alginato Yogur

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium lactis

Lactobacillus casei
Bifidobacterium lactis

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium

Lactobacillus acidophilus

Alginato/pectina/quitosano

Alginato

Alginato

Alginato/Almidon

Leche fermentada

Helados

Postres congelados

Yogur

Fuente: Avendafio-Romero et al. (2013)
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3.1

3.2

3.3

3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis
Un malvavisco enriquecido con compuestos bioactivos provenientes de miel y

probidticos encapsulados podria ser considerado un alimento funcional.

Objetivo general

Desarrollar un malvavisco enriquecido con antioxidantes provenientes de miel y

Lactobacillus rhamnosus encapsulados.

Objetivos especificos
Caracterizar fisicoquimica y microbioldgicamente la miel y malvavisco.

Cuantificar la capacidad antioxidante total y compuestos fendlicos totales presentes en

la miel y el malvavisco.

Evaluar viabilidad del probidtico en el malvavisco.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1  Materiales utilizados

El microorganismo probiodtico empleado fue Lactobacillus rhamnosus obtenido de una
cepa liofilizada (Vivolac, EE. UU.). Para la activacién y conteo de células viables se utilizd
medio de cultivo caldo y agar Man Rogosa Sharpe (MRS) (BD Difco, México y Sigma Aldrich,
EE.UU.). Para la encapsulacion se utilizé alginato de sodio (Sigma Aldrich, EE.UU.) y cloruro
de calcio (CaCly) (Quimica Mercurio, México). Para la elaboracion del malvavisco se utilizd
miel multifloral de abeja Apis mellifera de la comunidad de Zimatlan de Alvarez, grenetina de
265, 300 y 315 °Bloom (Diamante, Progel mexicana, S.A. de C.V), y azlcar estandar adquirida

en un supermercado.

4.2  Caracterizacion de miel de abeja Apis mellifera
La miel se cosechd de acuerdo con la AOAC 920.180 (2019), la miel cristalizada se
homogeneiz6 hasta la disolucién de los cristales en bafio maria a una temperatura no mayor de

60 °C.

4.2.1 Color

El color se determind utilizando un fotometro para miel (HANNA, modelo 96785, Italia)
previamente calibrado, el andlisis se realizd a 20 °C usando la técnica de la NOM-004-
SAG/GAN-2018. Los resultados se obtuvieron en mm Pfund y se compararon con la escala de

Pfund.
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4.2.2 Potencial de hidrogeno (pH)
El pH se determing utilizando un potenciometro (Oakton Eco Testr pH 2, WD-35423-10,
USA) previamente calibrado con soluciones buffer a pH 4 y 7. La determinacion se realizo6 en

la muestra de miel diluida a una concentracion de 10 g de miel en 75 mL de agua destilada.

4.2.3 Acidez total
La acidez total se determind usando la técnica de la AOAC 962.19. El resultado de la

acidez total se expreso en miliequivalentes de acido por kilogramo de miel (mEq de acido/kg).

4.2.4 Cenizas
Se determind cenizas usando la técnica de la AOAC 920.181. El resultado se expreso

como % de cenizas.

4.2.5 Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica se determin¢ utilizando un conductimetro (HANNA, DiST3,
Italia) previamente calibrado, el anélisis se realizo a 20 °C, usando 20 g de muestra aforados a

100 mL con agua destilada. Los resultados se expresaron mS*cm.

4.2.6 Humedad
Se determind la humedad de la miel con un refractometro para miel (Olimpo, RH-5890Be,

China) a 20 °C usando la técnica de la AOAC 969.38 B.

427 AzUcares reductores directos
La determinacidn de azUcares reductores se realiz6 de acuerdo con el método de la AOAC

920.183b. Los resultados fueron expresados como % de azUcares reductores.
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4.2.8 Hidroximetilfurfural (HMF)

Para el andlisis de hidroximetilfurfural no se calent6 la miel. Las impurezas de la miel se
retiraron calentando a bafio maria hasta 40 °C vy filtrando. Se pesaron 5 g de muestra y se
homogeneizaron con 20 mL de agua destilada. Se determind el HMF con un reflectometro

(HANNA, modelo RQflex 10, Italia) con tiras reactivas para HMF a 25 °C.

4.2.9 Solidos solubles totales (°Brix)
Los sélidos solubles se determinaron con un refractometro para miel (Olimpo, RH-

5890Be, China) a 20 °C usando la técnica de la AOAC 932.12.

4.2.10 Viscosidad
Para determinar la viscosidad a 20 °C se utiliz6 un viscosimetro (Vibro Viscomer modelo

SV-10/SV-100, Japdn) previamente calibrado. Los resultados se expresaron en Pa*s.

4.2.11 Determinacién de compuestos bioactivos de la miel

4.2.11.1 Obtencion de extractos

Para la extraccion de compuestos bioactivos, la muestra* se disolvié en 10 mL de agua
acidificada (modificada con HCl 2 N a un pH 2) (Dzugan et al., 2018). La solucién se
homogeneiz6 en un vortex durante 1 min y después se colocd en un bafio ultrasénico (Auto
science, Serial Ultrasonic Cleaner, 110V/60Hz, China) por 30 min a 25 °C, se dejé macerar por
24 h en oscuridad a 25 °C. Finalmente, el extracto se centrifug6 a 18.0 x g a 27 °C por 15 min,

el sobrenadante se filtrd y el resultante se colocd en tubos &mbar para su posterior uso.

*Para la determinacién de actividad antioxidante se pesaron 2 g de muestra y para la

cuantificacion de compuestos fendlicos totales se peséd 1 g de muestra.
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4.2.11.2 Determinacion de actividad antioxidante (AC)

La actividad antioxidante se determind utilizando el radical libre sintético 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) de acuerdo con la técnica de Dzuga et al. (2018). Se tomé una alicuota
de 0.2 mL de extracto y se le adicionaron 1.8 mL de solucién de DPPH (Sigma Aldrich, EE.
UU.) 0.1 mM en metanol, y se dejo reposar en oscuridad a 25 °C por 60 min. La medicion se
realizé en un espectrofotometro UV (Thermo Fisher Scientific, Genesys 10-S, USA) a una

absorbancia de 517 nm. Los resultados fueron expresados en mg de Trolox/kg de miel.

4.2.11.3 Curva de calibracion
Para la curva de calibracion se utilizé Trolox (Sigma Aldrich, EE. UU.) a concentraciones

de 0-100 pg/mL en metanol. Estas se procesaron de la misma forma que las muestras de miel.

4.2.11.4 Determinacion de compuestos fendlicos totales (CFT)

El contenido de compuestos fenolicos en la miel se determiné utilizando el reactivo Folin-
Ciocalteu mediante la metodologia de Dzugan et al. (2018). Se tom6 una alicuota de 0.200 mL
de extracto de miel y se adicion6 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, EE. UU)
al 10% (v/v), se dejo reaccionar durante 8 min y se le adicionaron 0.8 mL de carbonato de sodio
(Na2.CO3) al 7.5% (p/v). La solucién se mantuvo en oscuridad a 25 °C durante 120 min y
después se midié la absorbancia a 760 nm. Los resultados se expresaron en mg de acido

galico/kg de miel.

4.2.11.5 Curva de calibracion
La curva de calibracion se realizé utilizando acido galico (AG) (C7HsOs) como estandar,
a concentraciones de 0 a 100 mg/mL, siguiendo el proceso de la miel (4.2.11.4). Los resultados

se expresaron como mg de acido galico/kg de muestra.
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4.2.12 Analisis microbiol6gicos
Se realizo el andlisis de mohos y levaduras mediante el método para la cuenta de bacterias
aerobias en placa de la NOM-111-SSA1-1994. Los resultados se expresaron como unidades

formadoras de colonias por gramo (UFC/qg).

4.3  Cinética de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus

Se realiz6 una cinética de crecimiento de L. rhamnosus, con la finalidad de conocer el
tiempo en que el microorganismo alcanza el mayor nimero de células viables y proceder a la
encapsulacion. Se agregaron 100 mL de caldo MRS previamente esterilizado (121 °C por 15
min) y 1% (v/v) de inoculo de L. rhamnosus, se colocaron en una incubadora (Riossa, ECF-82,

México) en condiciones anaerobias a 32 °C durante 24 h, tomando muestra cada cuatro horas.

El conteo de colonias se llevé a cabo por el método de vertido en placa. Los ensayos se
realizaron haciendo diluciones seriadas de cada una de las muestras y por triplicado. El rango

de sensibilidad de conteo de colonias comprendié de 30 a 300 colonias.

Los parametros cinéticos se obtuvieron a traves de la ecuacion del modelo de Gompertz

utilizando el software SAS version 9.4.

4.4  Activacion de L. rhamnosus

La activacion se realizé a partir de un inoculo de cultivo almacenado a -20 °C suspendido
en caldo MRS con glicerol en relacion 1:1. Se activé al 1% (v/v) en caldo MRS y se incub6 en
una incubadora (Riossa, ECF-82. D, México) por 18 horas a 32 °C en condiciones anaerobias
(Huerta Vera, 2015). El concentrado celular se obtuvo por centrifugacién (Eppendorf,

Centrifuge 5810 R, Alemania) a 18.0 x g a 4 °C durante 20 minutos, se eliminé el sobrenadante
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y el concentrado celular se lavé dos veces con agua peptonada estéril (0.1% p/v) con la finalidad

de eliminar restos del medio de cultivo (Noori Dokoohaki et al., 2019).

4.5  Preparacion de la solucion encapsulante

La encapsulacion se realizd de acuerdo con el método de Jiménez-Hernandez et al.
(2017). Se prepararon 100 g de solucion, primero se mezcld 2% (p/p) de alginato de sodio, 0.2%
de grenetina y 5% de mucilago de nopal (1:2 p/v), y 92.8% de agua destilada; esta solucion se

esterilizo en autoclave a 108 °C por 5 min.

4.6  Encapsulacién por coacervacion

La encapsulacién se realizd siguiendo la técnica Noori Dokoohaki et al. (2019). El
proceso se llevd a cabo en condiciones estériles, se afiadié un gramo de concentrado celular de
L. rhamnosus a 9 mL de la mezcla polimérica pre-calentada a 37 °C y se agitd a 400 rpm durante
15 min en una placa de agitacion. La solucién se dejo caer sobre 50 mL de solucion de CaCl»
0.1 M mediante una jeringa de 10 mL conectada a una aguja de 27 G (0.4 x 13 mm) a una altura

de 15 cm; y se dejd reticular las capsulas por 1 h.

Después de la reticulacion, las capsulas fueron recolectadas, filtradas y lavadas con agua

destilada estéril y se conservaron en una solucién estéril de agua peptonada al 0.1% a 4 °C.

4.7  Elaboracion de malvavisco

El malvavisco se elabor6 de acuerdo con la metodologia de la Procuraduria Federal del
Consumidor (PROFECO, 2018) (Figura 5) con algunas modificaciones usando una batidora
(KitchenAid, Artisan KSM150PSER, USA). Para la elaboracién de malvaviscos se usaron
diferentes concentraciones de azlcar (100% = 47 g), miel (la cual sustituye el % de azlcar

retirada) y grenetina a diferentes grados bloom (Tabla 15).
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Tabla 15. Tratamientos utilizados en la elaboracion de malvaviscos.

Malvavisco Concentracion de Concentracion de miel °Bloom
azucar (%) (%)
M1 100 0 265
M2 50 50 265
M3 25 75 265
M4 100 0 300
M5 50 50 300
M6 25 75 300
M7 100 0 315
M8 50 50 315
M9 25 75 315
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Figura 5. Diagrama de flujo para la elaboracion de malvaviscos.
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4.8  Analisis fisicoquimicos del malvavisco

4.8.1 Densidad
La espuma se vertio uniformemente en un recipiente cilindrico con un volumen conocido

y se pesOd. Los resultados se expresaron en gramos sobre mililitro (g/mL)

4.8.2 Cenizas
La prueba de cenizas de realiz6 de acuerdo con la técnica AOAC 900.02 B. Los resultados

se expresaron como porcentaje de cenizas.

4.8.3 Potencial de hidrogeno (pH)
Se determiné el pH con un potencidometro (Oakton Eco Testr pH2, WD-35423-10, EE.
UU.) previamente calibrado con soluciones buffer a pH 4 y 7 usando la técnica de NMX-F-

317-S-1978.

4.8.4 Solidos solubles totales (°Brix)
Los grados brix se determinaron mediante la técnica de la AOAC 932.12 utilizando un

refractometro (Olimpo, RH-5890Be, China) previamente calibrado a 20 °C.

485 Humedad
Se determiné el indice de humedad mediante la técnica de la AOAC 925.45A. Los

resultados se expresaron como porcentaje de humedad.

4.8.6 Textura

Las propiedades de textura se examinaron de acuerdo con la metodologia de Periche et
al. (2015) utilizando un analizador de textura (Shimadzu; EZ-TEST; Japon), equipado con una
celda de carga de 500 N. Se utilizé una sonda de 75 mm y el tamafio de las muestras fue de 28

mm de didmetro y 20 mm de altura. Las condiciones de la prueba implicaron dos ciclos
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consecutivos de 50% de compresion con 15 s entre cada ciclo y la velocidad de prueba fue de
1 mm/s. Los parametros cuantitativos extraidos de la curva de fuerza-tiempo fueron dureza
(fuerza méxima de pico en el primer ciclo) y cohesién (la relacién del area positiva debajo de

la curva durante la segunda y primera compresion).

4.8.7 Microbioldgicos
4.8.7.1 Coliformes

La determinacidn de coliformes totales se realizo por la técnica de cuenta en placa (NOM-
113-SSA1-1994). Los resultados se expresaron en UFC/g. Cuando no se observo crecimiento

en la muestra sin diluir se inform6 como: “no desarrollo de coliformes por mL”.

4.8.7.2 Hongosy levaduras
Se realizo el anélisis de mohos y levaduras mediante la técnica de vertido en placa (NOM-
111-SSA1-1994). Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por

gramo (UFC/qg).

4.9  Viabilidad de L. rhamnosus encapsulados en el malvavisco

La viabilidad celular fue determinada mediante el método vertido en placa con agar MRS.
En condiciones asépticas se tomd 1 g de confite y se diluyd con 9 mL de citrato de sodio al 5%
(p/v), seguido de una agitacion por 15 min para desintegrar las particulas. Una vez
desintegradas, se tomé un alicuota de 1 mL que se transfirid a un tubo con 9 mL de agua
peptonada al 0.1%. Se realizaron una serie de diluciones decimales hasta 10°°. De las diluciones
1052108 se inoculd en placas con agar MRS por triplicado; y fueron incubadas a 32 °C durante
48 h. Se realiz6 la cuenta de células, se calculd la media y los resultados se expresaron como

UFC/g de L. rhamnosus.
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4.10 Determinacién de compuestos bioactivos del malvavisco

4.10.1 Obtencion de extractos

Para preparar el extracto de los malvaviscos, las muestras se liofilizaron a una presion de
vacio de 9.5 x 10 mm Hg por un periodo de 24 h (Periche et al., 2015); posterior a este proceso
se pesaron 2 g de muestra liofilizada y se le adicioné agua acidificada (1:2 p/v) con pH 2. Las
muestras se homogeneizaron en un vortex, después se llevaron a ultrasonicacion por 30 min y
se maceraron por 24 ha 25 °C y en oscuridad. Las muestras se centrifugaron a 18.0 x g a 27 °C
durante 20 min, el sobrenadante se filtrd y el resultante se colocé en tubos de color &mbar para

su posterior uso.

4.10.2 Determinacion de actividad antioxidante (AC)
El andlisis se realiz6 mediante la misma técnica usada para la miel (apartado 4.2.11.2),
Unicamente se cambiaron las condiciones de reposo, las cuéles fueron a bafio maria a 37 °C

durante 30 min (Santoso et al., 2019).

4.10.3 Determinacién de compuestos fenodlicos totales (CFT)

El contenido de compuestos fendlicos se determind utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu,
mediante la metodologia de Cedefio-Pinos et al. (2020) con algunas modificaciones. Se
mezclaron 7.75 mL de agua destilada, 0.25 mL de extracto de confite, 0.8 mL de Folin-
Ciocalteu al 10% y se dejé en reposo por 8 min, posteriormente se adiciond Na,COs al 7.5%
(p/v). Esta mezcla se homogeneizo6 y reposo 2 h en oscuridad a 25 °C. Transcurrido este tiempo

se midio la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm en un espectrofotdmetro.

4.11  Disefio experimental y analisis estadistico
Se realiz6 un experimento factorial completamente al azar para estudiar las propiedades
fisicoquimicas, viabilidad del probidtico (L. rhamnosus) y compuestos bioactivos en un
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malvavisco, elaborado a diferentes concentraciones de miel (0, 50 y 75%) de abeja (Apis
mellifera) como factor Ay diferentes grados bloom de grenetina (265, 300 y 315 °bloom) como
factor B. A cada una de estas combinaciones de ambos factores (Tabla 15) se le adicion6 10%
de perlas (p/p) con una carga microbiana de 3.17 x 10° UFC/g. El experimento se realizd por

triplicado.

Para el anlisis de las variables fisicoquimicas (densidad, cenizas, pH, °Brix y textura) se

utiliz6 el modelo estadistico como a continuacién se describe:
Vije = H+ i + i+ (aB)ij + &

donde y; i, es la variable evaluada (densidad, cenizas, pH, °Brix, textura), u es la media general,
a; es el efecto fijo del nivel i (i =1, 2, 3) del factor A (% miel), g; es el efecto fijo del nivel j
(j =1, 2,3) del factor B (grados Bloom), (af3);; es el efecto fijo debido a la interaccion de

ambos factores y ¢;;, es el error experimental {sijk~iidN(0, 02}.

Mientras que, para las variables de viabilidad del probiético, contenido de actividad
antioxidante (CA) y contenido de fenoles totales (CFT) se utilizé un modelo factorial anidado

como a continuacion se describe:

Yije =+ ai + B+ ax B(Dijay + ijao
donde y; jx es la variable evaluada (viabilidad del probiético, CA, CFT) anidada al tiempo, p,
a; y B; fueron descritos previamente, a * 5(1);;x) s el efecto anidado de la interaccion de
ambos factores dentro del tiempo de medicion k (k= 1, 2,3) ¥ &), €s el error experimental

{eiji~iidN(0,02}.
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El andlisis de varianza y la comparacion de medias LSD se realiz6 a un nivel de
significancia del 5 % utilizando el procedimiento de GLIMMIX (Proc Glimmix) de SAS

version 9.4.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1  Caracterizacion de la miel de abeja Apis mellifera

La composicion y calidad de la miel varian segin la region geografica donde se
encuentren los apiarios, he ahi la importancia de hacer diferentes pruebas para comprobar la
autenticidad de este producto. Por ello, a partir de la revision de la Norma Mexicana para la
miel (NOM-004-SAG/GAN-2018) y el Codex Alimentario (1999), se determinaron los
parametros de calidad fisicos y quimicos a evaluar de la miel. En la Tabla 16 se muestran los
valores de los parametros de calidad segin la Norma Oficial Mexicana y los datos resultantes

en la caracterizacion de la miel.

El color es definido por pigmentos como compuestos fendlicos, ademas de estar
relacionado con el contenido de minerales y el polen (Ortega-Bonilla et al., 2021). Para este
caso la miel presentd una puntuacion de 9 en la escala de Pfund, la cual corresponde a tonalidad
“Extra blanco”; Isa et al. (2011) mencionan que existe una relacion entre el color y el contenido

de compuestos fenolicos, ya que las mieles mas oscuras tienen mayor contenido de los mismos.

Tabla 16. Resultados de las propiedades fisicoquimicas de la miel comparados con los valores
segun la NOM-004-SAG/GAN-2018.

Parametro Valores Unidades Valores resultantes
Color 0alil4 Escala Pfund 9 (Extra blanco)
pH 3.5<45 4.34
Acidez total <50 mEq de acido/kg 19.83
Cenizas <0.6 % 0.09
Conductividad eléctrica <0.8 mS/cm 0.23
Humedad <20 % 17

Azucares reductores > 65 % 75.12
HMF <40 mg/kg 5.57

HMF, hidroxilmetilfurfural; pH, potencial de hidrogeno.
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El pH de la miel fue de 4.34, este parametro se encuentra dentro de lo establecido. Este
pardmetro de calidad esta relacionado con el deterioro sanitario, asi como la acidez, mohos y
levaduras (Consumidor, 2015). La acidez modifica al sabor y aroma en la miel debido a los
acidos organicos, en particular el glucénico, piravico, malico y citrico en equilibrio con lactonas
0 ésteres y iones inorganicos (Isa et al., 2011). Los valores de acidez total obtenidos fueron de
19.82 mEq de &cido/kg de miel, por lo que no excede el limite méaximo (50 mEq de acido/kg de
miel) que determina la Norma. Mondragdn-Cortez et al. (2013) estudiaron mieles mexicanas
y encontraron valores de acidez total de un rango de 17.3 a 36.6 mEq de acido/kg de miel.

El contenido de cenizas se puede relacionar con el origen y condiciones del medio
ambiente (Gonzélez-Miret et al., 2005), asi como con la higiene con la que fue manipulada,
aungue también es una prueba que determina adulteracién por lo que no debe de exceder de
0.6%. Por lo tanto, la miel usada se encuentra dentro del rango siendo de 0.06% (Tabla 16), por
lo que se determind que no es una miel adulterada ni contaminada por tierra. Ademas, por ser
una miel clara el contenido de minerales es bajo, ya que las mieles oscuras siempre contienen
niveles mas altos de minerales (Fernandez-Torres et al., 2005).

La conductividad eléctrica de la muestra fue de 0.23 mS/cm, estos resultados no rebasan
lo establecido por la norma. A esta propiedad en conjunto con el pH se les relaciona con el
contenido de cenizas (Acquarone et al., 2007), ya que es una técnica para medir la capacidad
de un cuerpo o medio para conducir corriente eléctrica. Estas son caracteristicas que permiten
relacionar los productos apicolas con un origen floral en especifico (Vanhanen et al., 2011)
debido a la concentracion de sales minerales, acidos organicos y proteinas (Terrab et al., 2004).

La humedad es un parametro que infiere en la viscosidad, color, propiedades

organolépticas, vida util de la miel (Amri y Ladjama, 2013); ademas el alto contenido en
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humedad puede ser indicador de adulteracion (Ramos-Clamont Montfort et al., 2013) por lo
que la NOM-004-SAG/GAN-2018 exige que dicho parametro no rebase el 20%. En este
sentido, la muestra presenta un contenido de humedad del 17% por lo que cumple con esta
especificacion.

Los azucares reductores en la muestra fueron de 75.12%, el cual esta dentro del rango
de la Norma, ademas Velasquez y Goetschel (2019) mostraron que los azucares reductores en
miel se encuentran en un rango de 65-75%.

El contenido de HMF aumenta rapidamente cuando la miel se calienta a alta temperatura
(>100 °C) en periodos cortos de tiempo (Mondragon-Cortez et al., 2019). Ademas, también es
un indicador de la frescura ya que este compuesto no esta presente en una miel fresca
(Mondragoén-Cortez et al., 2013). En el anélisis que se le realizé a la miel, el contenido de HMF
fue de 5.57 mg/kg por lo que no excedio los limites permitidos (40 mg/kg); ademas, podemos
decir que la miel no ha sido expuesta a calentamientos excesivos.

En la Tabla 17 se muestran los resultados de pardmetros que no son especificados en la
norma, sin embargo, son importantes.

La miel estudiada present6 81.5 °Brix, algo similar a los datos de Habib et al. (2014),
los cuales estuvieron en un rango de 79.0-84.1 °Brix, ademas los autores mencionaron que este
parametro puede ser un indice de adulteracién. También coinciden con los resultados de
Contreras-Martinez et al. (2020) en mieles del estado de Zacatecas, México, los cuales se

encontraron en un rango de 79.46 a 83.53 °Brix.
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Tabla 17. Resultados de pruebas no especificas en la Norma.

Prueba Valor Unidad
°Brix 81.5
Viscosidad 26.10 Pa-s
AC 33.9 mg de Trolox/100 g
CFT 38.6 mg de acido galico (AG)/100 g
Mohos y levaduras 0 UFC/mL

AC: capacidad antioxidante; CFT: contenido de fenoles totales. UFC= Unidades Formadoras
de Colonias

La viscosidad es un atributo de textura de los alimentos liquidos, altamente dependiente
de la temperatura; también se ve influenciada por el origen floral, el contenido de agua (a mayor
% de agua, menor es la viscosidad), y el contenido de fructosa/glucosa, ya que las mieles menos
viscosas tienen mayor cantidad de fructosa, y a mayor contenido de aziicar mayor consistencia
(Fattori, 2004). La miel usada en este trabajo fue de 26.1 Pa-s, por lo que es una miel muy densa.
En los estudios que realizé Da Silva et al. (2017) en mieles la viscosidad fue de 18.0 a 40.0 Pa's
a 20 °C.

La capacidad antioxidante (AC) es el potencial de la miel para reducir las reacciones
oxidativas dentro de los sistemas alimentarios y el cuerpo humano (Gheldof y Engeseth, 2002).
La miel analizada en este proyecto present6 una AC de 177.94 mg Trolox/kg. En otras mieles
mexicanas multiflorales el contenido de AC fue de 81.9 a 153.7 umol Trolox/kg de miel y para
mieles monoflorales fue de 93.6 a 255.0 umol Trolox/kg (Rodriguez et al., 2012).

La miel analizada present6 un contenido de fenoles totales (CFT) de 227.02 mg AG/Kg.
Combarros-Fuertes et al. (2019) encontraron en mieles poliflorales un (CFT) de 231 a 1580 mg
AG/100 g. Los valores que presentd Rodriguez et al. (2012) en sus estudios fueron de 283.9 a
1142.9 mg AG/kg en mieles multiflorales y 79.43 a 522.6 mg AG/kg en mieles monoflorales.

En el estudio de Alvarez-Suarez et al. (2010) en mieles de Cuba, obtuvieron valores mas altos
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de CFT, 595.8 mg AG/kg para mieles color ambar, mientras que el contenido mas bajo fue de
233.6 mg AG/Kkg. Por otro lado, en mieles de Argentina el CFT fue de 418 a 283 mg de AG/kg
de miel (Vattuone, et al., 2007). Otro estudio en mieles del Estado de Hidalgo, México presento
un rango de 166.1 a 1019.2 mg AG/kg de miel (Chavez-Borges et al., 2019).

La miel analizada no tuvo presencia de mohos ni de levaduras. La presencia de mohos y
levaduras es un indicador de fermentacion y como consecuencia el pH baja (<3.5) y la acidez
total aumenta (<50 mEq de &cido/kg). Por ello, es importante evitar fuentes de contaminacién
y aplicar las buenas practicas de higiene para mantener la calidad de la miel (Vazquez-Quifiones

etal., 2018).

5.2  Cinética de crecimiento y activacion de L. rhamnosus

En el Grafico 1 se muestran las etapas de crecimiento de L. rhamnosus. Se puede
identificar el inicio de la fase estacionaria, la cual se localiza aproximadamente a las 18 horas
de incubacidn, indicando el fin de la fase exponencial, por lo que en este tiempo se incubd para
preparar el indculo a encapsular. Estos resultados coinciden con Abdel-Rahman et al. (2019)
quienes encontraron que el cultivo del Lactobacillus rhamnosus B-445 inoculado a 37 °C
presentd mayor poblacion bacteriana a las 18 h, por lo que es el tiempo necesario para después
realizar la microencapsulacion. Por otro lado, Del Castillo Salinas (2017) mostré que a partir

de las 22 horas existe una disminucion en la tasa de division celular, algo similar en este estudio.
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Grafico 1. Resultados de la cinética de crecimiento de L. rhamnosus y pH en caldo MRS a 32
°C. UFC= Unidades Formadoras de Colonias.

Se observé un descenso del pH, iniciando en 6.1 y terminando en 3.6, esto se debe a que
L. rhamnosus es una bacteria acido lactica heterofermentativa, por lo que tiene la capacidad de
fermentar la glucosa presente en el medio de cultivo dando lugar a la produccion de &cido

lactico (Ledn-de la O et al., 2013).

5.3  Encapsulado

El malvavisco es un producto que obtiene su esponjosidad mediante la adicion de aire por
batido, sin embargo, este incremento de oxigeno resulta toxico para los probioticos, por lo que
su encapsulacion fue necesaria para su posterior adicion en la preparacion del malvavisco (Cruz

et al., 2009).

Se prepar6 el indculo de L. rhamnosus a una concentracion celular de 3.5 x 101° UFC/g,
y fue adicionado a la solucion encapsulante. Se obtuvieron capsulas por el método de

coacervacion mediante la técnica de goteo. Las capsulas de L. rhamnosus presentaron una
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viabilidad de 3.17 x 10”° UFC/g de perlas. Una vez determinada la viabilidad, las capsulas se

incorporaron a los diferentes tratamientos de malvavisco.

Rosas-Flores et al. (2013), encontraron que la viabilidad de los microorganismos
Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii ssp. disminuyd en el proceso de
encapsulado a medida que se incremento la velocidad de agitacion, que fue de 400, 800 y 1200
rpm, las cuales tuvieron una eficacia de 92.83, 15.83 y 4.56% respectivamente, evidenciando

la sensibilidad de los microorganismos a la velocidad de cizallamiento.

5.4  Caracterizacion fisicoquimica del malvavisco
En la Tabla 18 se muestran los resultados de las propiedades fisicoquimicas de los

diferentes tratamientos de malvaviscos.
5.4.1 Densidad

La densidad de la espuma del malvavisco es una propiedad que permite medir la cantidad
de masa que hay en un determinado volumen. Esta propiedad es importante para los alimentos
espumosos ya que puede definir la suavidad, ligereza o porosidad (Garrido Islas y Guemes
Vera, 2017). En los malvaviscos la concentracion de miel y los grados bloom de la grenetina
tuvieron efecto en la densidad de la espuma (p <0.0001), la cual fue inversamente proporcional
al porcentaje de miel y fue mayor en los malvaviscos con grenetina de 265 °bloom. En general,
los malvaviscos sin miel presentaron mayor densidad sin importar los °bloom de la grenetina,
lo cual puede estar relacionado con la cantidad de azlcar de estos tratamientos (100%), ya que
probablemente el azlcar limite la cantidad de aire ingresado a la espuma durante el proceso de

batido. La densidad més baja la tuvo la muestra con 75% de miel-300 °bloom con 0.35 g/mL.
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Campbell y Mougeot (1999) mostraron que la densidad de un malvavisco se encontrd en
un rango de 0.35 a 0.45 g/mL; de la misma manera, Mardani et al. (2019) encontraron una
densidad de 0.41 g/mL. Estos resultados coinciden con el rango de densidades de los diferentes

tratamientos de malvaviscos.

5.4.2 Cenizas

Las cenizas son los componentes no volatiles de un alimento, por lo que esta prueba
determina el contenido de minerales. La concentracion de la miel no tuvo efecto en el contenido
de cenizas de los malvaviscos, sin embargo, los grados bloom influyeron de forma inversamente
proporcional (p<0.05). Las muestras con mayor contenido de cenizas fueron las formulaciones
con 50% miel-265 °bloom y 75% miel-265 °bloom con 0.57 y 0.56%, respectivamente,
mientras que las de menor contenido fueron las formulaciones con 50% miel-315 °bloom vy

75% miel-315 °bloom con 0.44 y 0.43%, respectivamente.

Cedefio-Pinos et al. (2020) elaboraron caramelos de gelatina con extracto de romero a
diferentes concentraciones de miel, y encontraron que la cantidad de miel no tuvo efecto en el
contenido de cenizas (0.18% a 0.19%) de los caramelos. Es probable que, debido a que la miel
tiene una cantidad minima de minerales, la concentracion de esta en los malvaviscos no ejercio
un efecto en el contenido de cenizas, por lo que las cenizas presentes provengan,
principalmente, de las capsulas probioticas adicionadas a los malvaviscos, las cuales se
elaboraron con alginato, grenetina y mucilagos, ademas de haber sido sometidas a una solucién

de CaCl..
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5.4.3 Potencial de hidrégeno

La reduccion de pH en un alimento impide el desarrollo de los microorganismos. En los
malvaviscos, los grados Bloom no tuvieron efecto en el pH entre tratamientos. Sin embargo, el
pH fue menor a mayores concentraciones de miel (p<0.0001), con un pH de 4.67 a 5.05 para
los malvaviscos sin miel, 3.75 a 3.8 en aquellos con 50% de miel, y 3.5 a 3.7 en aquellos con
75% de miel. Estas variaciones de pH pueden estar relacionadas con el contenido de acidos
organicos presentes en la miel, el cual influye directamente en el pH de esta, por lo que, a
mayores concentraciones de miel, mayor contenido de &cidos organicos. Esto concuerda con
los resultados de Mardani et al. (2019), quienes encontraron que el pH de un malvavisco con
grenetina, azucar y jarabe de glucosa fue de 6.39, mientras que caramelos de grenetina
adicionados con miel y jugos de fruta presentaron un pH mas bajo, el cual oscilo entre 4.91 y

5.02.

5.4.4 Grados brix

Por otro lado, los grados Bloom, la concentracion de miel y la interaccion de estos factores
mostraron un efecto significativo en los grados brix de los diferentes tratamientos, los cuales
estuvieron en un rango de 60 a 65.5. Los grados Bloom de la grenetina presentaron un efecto
inversamente proporcional en los grados brix de los malvaviscos, mientras que la adicion de

miel incrementd los grados brix de manera proporcional.
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Tabla 18. Resultados proximales obtenidos para los nueve tratamientos de malvavisco expresados como medias * error estandar. Medias

con la misma letra indican que no hay diferencia significativa con la prueba de Tukey (0=0.05).

Concentracién

(%)
Miel  Azlcar
M1 0 100
M2 50 50
M3 75 25
M4 0 100
M5 50 50
M6 75 25
M7 0 100
M8 50 50
M9 75 25

°Bloom

265
265
265
300
300
300
315
315

315

Densidad (g/mL)

0.43+0.01
0.42+0.01
0.40+0.01
0.44+0.01
0.38+0.01
0.35+0.01
0.43+0.01
0.39+0.01

0.38+0.01

Cenizas (%)

0.52+0.002
0.57+0.002
0.56+0.002
0.55+0.002
0.53+0.002
0.51+0.002
0.49+0.002
0.44+0.002

0.43+0.002

bc
a
a
ab
abc
bc

pH

4.67+0.07
3.80+0.08
3.50+0.08
5.05+0.08
3.80+0.08
3.65+0.08
4.90+0.08
3.75+0.08

3.70+0.12

(@] D o O (ex

cd
ab
cd

°Brix

60.33+0.25
61.00+0.30
65.50+0.30
60.00+0.30
60.00+0.30
61.50+0.30
60.00+0.30
60.00+0.30

60.00+0.43

O O T O O 292 O O

o

pH= potencial de hidrogeno
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Gréafico 2 Resultado del porcentaje de humedad de los diferentes tratamientos de malvaviscos
en los diferentes dias de almacenamiento. M1, 0% miel-265 bloom; M2, 50% miel-265 °bloom;
M3, 75% miel-265 °bloom; M4, 0% miel-300 °bloom; M5, 50% miel-300 °bloom; M6, 75%
miel-300 °bloom; M7, 0% miel-315 °bloom; M8, 50% miel-315 °bloom; M9, 75% miel-315

°bloom.

5.4.5 Humedad

La humedad es un parametro importante para el procesado, control y conservacion de los
alimentos, ademas de ser un indice de estabilidad del producto (Masson, 1997). En el Grafico
2 se puede observar el contenido de humedad de los malvaviscos en los diasl, 7 y 14 de
almacenamiento. Después de 14 dias de almacenamiento en una envoltura de polipropileno, el
contenido de humedad del malvavisco sin aditivo (sin miel) fue de 25 a 35 %. La pérdida de
humedad durante el almacenamiento disminuyd conforme al tiempo de almacenamiento en
todas las muestras.

Se han encontrado diferentes valores de humedad en productos de confiteria con

propiedades funcionales; 19 a 21.5% en malvaviscos con antocianinas (Artamanova et al.,
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2017); 16.7 a 22.9% en malvaviscos con Stevia rebaudiana, oligofructosa e isomaltosa como
sustitutos de azucar (Periche et al., 2015); 22.06 a 22.55% en caramelos de gelatina con extracto
de romero (Cedefio-Pinos et al., 2020); y 20.05 a 25.3% en caramelos de gelatina con miel y
zumos de frutas (Mutlu et al., 2018). Los malvaviscos con probidticos presentaron mayor
humedad que los confites mencionados, lo cual es posible que se deba al contenido de perlas
de probidticos.

5.4.6 Textura

La dureza en los alimentos es la fuerza requerida para comprimir una sustancia con los
dientes molares o con la lengua y el paladar. Esto se puede determinar cuantitativamente con el
Analisis de Perfil de Textura (TPA), en el cual el producto es sometido a una doble compresion
con el objetivo de simular el proceso de masticacion humana. Esta técnica ha sido usada con la
ayuda de paneles sensoriales para establecer escalas de aceptacion del producto. Por otro lado,
la cohesividad es la medida del grado en el que la masa de la muestra permanece junta cuando
progresa la masticacion, cuantifica como las particulas se pegan unas a otras (Zufiga Hernandez

et al., 2007).

La concentracion de miel y los grados bloom, asi como su interaccion, mostraron un
efecto significativo (p<0.0001) en la textura de los malvaviscos. En el Grafico 3 se muestran
los resultados de dureza de los diferentes tratamientos; se puede observar que la dureza de los
malvaviscos aumentd conforme se incrementaron los grados bloom de la grenetina. Los
malvaviscos con 75% de miel-315 °bloom presentaron mayor dureza (50.99 N), esto se debe a
que la firmeza del producto se incrementa proporcionalmente con los grados bloom de la

grenetina (GMIA, 2012). Por otro lado, los malvaviscos con 75% miel-265 °bloom mostraron
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menor dureza (17.57 N), probablemente a causa de su pH bajo (3.5) (Tabla 18), ya que la fuerza

del gel se ve seriamente afectada por valores extremos de pH (Harris et al., 2003).
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Grafico 3 Resultados de la dureza en los diferentes tratamientos de malvavisco. Medias con la
misma letra no presentan diferencia estadistica significativa (0¢=0.05). M1, 0% miel-265 bloom;
M2, 50% miel-265 °bloom; M3, 75% miel-265 °bloom; M4, 0% miel-300 °bloom; M5, 50%
miel-300 °bloom; M6, 75% miel-300 °bloom; M7, 0% miel-315 °bloom; M8, 50% miel-315
°bloom; M9, 75% miel-315 °bloom.

De acuerdo con Cedefio-Pinos et al. (2020), caramelos de gelatina con extracto de romero
presentaron una dureza entre 11.33 y 11.54 N, y una cohesion de 0.76 a 0.77 N. Otros caramelos
de gelatina con miel y zumos de frutas mostraron una dureza de 7.15 a 9.22 N y una cohesion
de 0.90 a 0.94 N (Mutlu, Tontul, y Erbas, 2018). Mientras tanto, los malvaviscos con
probidticos estudiados presentaron una dureza mayor que los productos mencionados, sin
embargo, su cohesion fue menor, la cual en general no superé los 0.025 N (Grafico 4), esto

pudo deberse a la presencia de las perlas de probioticos en los malvaviscos.
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Grafico 4 . Resultados de cohesion en los diferentes tratamientos de malvavisco. Medias con la
misma letra no presentan diferencia estadistica significativa (0=0.05). M1, 0% miel-265 bloom;
M2, 50% miel-265 °bloom; M3, 75% miel-265 °bloom; M4, 0% miel-300 °bloom; M5, 50%
miel-300 °bloom; M6, 75% miel-300 °bloom; M7, 0% miel-315 °bloom; M8, 50% miel-315
°bloom; M9, 75% miel-315 °bloom.

5.4.7 Viabilidad

En el Gréfico 5 se muestran los resultados del analisis de viabilidad de L. rhamnosus en
el malvavisco durante el tiempo de almacenamiento. La viabilidad del lactobacilo se mantuvo
por encima del limite minimo recomendado (10 UFC/g) (Tripathi y Giri, 2014; Hernandez

Hernandez et al., 2015) en el dia 1 en todos los tratamientos.

Sin embargo, para el dia 7 la viabilidad se vio afectada, disminuyendo 4.8 a 6.0 % en los
malvaviscos sin miel con 265, 300 y 315 °bloom, los cuales presentaron 1.23 x 107, 1.58 x 10°
7y 1.76 x 10”7 UFC/g de malvavisco, respectivamente. Mientras que los malvaviscos con 50 y
75 % de miel tuvieron una reduccion drastica de UFC/g de malvavisco en el dia 7 y en el dia

14 fue practicamente nula ya que ninguno de ellos alcanzo la viabilidad minima en este tiempo.
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Grafico 5 Resultados del anélisis de viabilidad de L. rhamnosus en el malvavisco durante el
tiempo de almacenamiento. Medias con la misma letra no presentan diferencia estadisticamente
significativa (a=0.05). UFC=Unidades Formadoras de colonias. M1, 0% miel-265 bloom; M2,
50% miel-265 °bloom; M3, 75% miel-265 °bloom; M4, 0% miel-300 °bloom; M5, 50% miel-
300 °bloom; M6, 75% miel-300 °bloom; M7, 0% miel-315 °bloom; M8, 50% miel-315 °bloom;
M9, 75% miel-315 °bloom.

La reduccidn en la viabilidad del probiético en el malvavisco puede estar relacionada con
diferentes factores. Se ha encontrado que las celulas responden muy répido al cambio de pH
local, la tensién de oxigeno disuelto y la concentracion de glucosa (Schweder et al., 2000).
Ademas, otros factores que influyen en la supervivencia de los probi6ticos son la temperatura

de almacenamiento, actividad de agua (aw), acidez titulable, presencia de azucares, y parametros
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de procesamiento (tratamiento térmico, velocidad de enfriamiento, material de empaque, etc.)

(Tripathi y Giri, 2014).

La actividad antimicrobiana propia de la miel afecta la supervivencia de los
microrganismos. Esta actividad se deriva de su bajo contenido de agua (baja actividad de agua),
su elevada viscosidad, su acidez, entre otras caracteristicas (Almasaudi, 2021). La actividad de
agua de la miel oscila de 0.56 a 0.62 lo cual no permite el crecimiento de bacterias u otros

microorganismaos.

Un factor importante en la viabilidad del probiotico es el pH ya que limita el crecimiento
y la estabilidad de las bacterias probioticas (Tripathi y Giri, 2014). De acuerdo con Mohammadi
et al. (2011), el pH déptimo de sobrevivencia de los lactobacilos es de 5.5 a 6.0, sin embargo,
los autores mostraron que sus cultivos probidticos sobrevivieron por encima de 10 x 10° UFC/g

durante 15 semanas a un valor de pH de 4.5 en condiciones de congelamiento.

La mayoria de los microorganismos se reproduce alrededor de un pH de 6.5 a 7.5, sin
embargo, el pH de lamiel vario de 3.2 a 4.5 (Tabla 16), lo que le otorga un efecto antibacteriano
(Almasaudi, 2021), por lo que el pH en las muestras del malvavisco fue una barrera para el

desarrollo de los probiéticos, ya que este parametro se encontro entre 3.5y 5.05 (Tabla 18)

Por otro lado, la acidez de la miel es a causa de la presencia de ciertos acidos organicos,
en especial y el mas importante el acido glucdnico que se encuentra a una concentracion de
~0.5 % (p/v). Este &cido se genera a partir de la oxidacion de la glucosa por la enzima glucosa
oxidasa enddgena y es un agente antibacteriano muy potente. Ademas, cuando la miel es diluida
la glucosa oxidasa se activa y actla sobre la glucosa enddgena para producir perdxido de

hidrogeno (H202) (Ndife et al., 2014). Para alcanzar un nivel méximo de H2O> es necesario
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diluir la miel entre un 30 y 50 %, lo que da un rango de 5 a 100 pg de H>0O- /g de miel diluida

(Brudzynski, 2006).

La actividad antimicrobiana de la miel es otro factor que afecta la supervivencia de los
microrganismos. Y esta actividad dependera de su bajo contenido es agua (baja actividad de
agua), alta viscosidad, acide y contenido de agua (Almasaudi, 2021). Una actividad de agua de
la miel oscila de 0.56 a 0.62 lo cual no permite el crecimiento de bacterias u otros

microorganismaos.

Adicionalmente, la miel puede inducir el proceso de ésmosis en los probidticos, ya que
la elevada concentracion de azlcares ejerce una presion osmética sobre las células bacterianas,

lo que hace que el agua fluya fuera de estas, inhibiendo el crecimiento bacteriano.

La supervivencia de las bacterias también depende del empaque, es decir, del grosor del
material, el gas, la permeabilidad a la luz a traves del material y la técnica del envasado

(Korbekandi et al., 2011).

En base a los resultados obtenidos en la viabilidad de L. rhamnosus en los malvaviscos,
se puede concluir que las capsulas no fueron suficientes para proteger a los probidticos de los

factores descritos previamente.

Pese a que lo probidticos murieron durante el tiempo de almacenamiento de los
malvaviscos, existe una clasificacion para los probiéticos muertos denominada como
“paraprobiGticos”, los cuales suelen tener efectos similares a los probi6ticos vivos. Esto
constituye una nueva esperanza para ser utilizados en pacientes mas vulnerables sin riesgo

(Herndndez Hernéandez et al., 2020).
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Los paraprobioticos se definen como las células inactivadas o fracciones de celulas
microbianas que al ser administradas en cantidades adecuadas confieren un beneficio al
huésped. También son llamados probioticos inactivos o probidticos fantasmas (Arrioja-Breton

y Lopez-Malo, 2018).

Diversos estudios confirman los beneficios de los paraprobidticos. Shigwedha et al.
(2014) mencionan que las células inactivas de L. rhamnosus V. son efectivas en la prevencion
y tratamiento de enfermedades infecciosas, asi como de alergias, fatiga y fibromialgia. Good et
al (2014) demostraron que, en ratones recién nacidos y lechones prematuros, la administracién

oral de L. rhamnosus HNOO1 inactivo por UV atenua la gravedad de enterocolitis necrotizante.

Orlando et al. (2012) mostraron que la cepa L. paracasei IMPC2.1, coloniza el intestino
humano y afecta positivamente a las bacterias fecales y los parametros bioquimicos. Tanto las
células cancerosas gastricas como las de colon fueron sensibles a la inhibicion del crecimiento
y a la induccion de la apoptosis por las células viables o muertas por calor de L. paracasei
IMPC2.1 y L. rhamnosus GG. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de un complemento
alimenticio, basado en probi6ticos muertos, con potencial para la prevencion del cancer u otras

enfermedades del sistema gastrointestinal.

5.4.8 Capacidad antioxidante (AC)

La AC de los malvaviscos se evaluo utilizando el radical libre “estable”, DPPH. La prueba
DPPH mide la capacidad de la muestra para donar hidrégeno al radical DPPH, lo que da como
resultado una decoloracion cuantitativa de este reactivo, que esta relacionada con la AC (Ruiz-
Navajas et al., 2011). La AC se debe principalmente a la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides, aunque su mecanismo de accion no se comprende en su totalidad (Viuda-Martos

et al., 2008).
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Los grados bloom no marcaron diferencia significativa en la AC, a diferencia de la
concentracion de miel (p<0.0001). Los tratamientos con 50 y 75% de miel presentaron mayor
contenido de AC. La interaccion entre los factores con respecto al tiempo de almacenamiento

mostro un efecto significativo (p<0.0001) en la AC de los tratamientos de malvaviscos.

En el Grafico jError! No se encuentra el origen de la referencia.6 se muestra la AC de |
as formulaciones de malvaviscos en los diferentes dias de almacenamiento. Los malvaviscos
presentaron AC de 61.87 a 100.81 mg de Trolox/kg de malvavisco. En el primer dia la muestra
sin miel y 315 °bloom fue la de menor AC, mientras que la muestra con 50% de miel y
315°bloom tuvo la mayor AC. En el dia 7 la muestra sin miel y 315 °bloom volvio a ser la de
menor AC con 65.76 mg de Trolox/kg mientras que la muestra con 50 % miel y 265 °bloom
presentd mayor concentracion con 100.65 mg de Trolox/kg. Finalmente, el dia 14 la muestra
sin miel y 315 °bloom presentd menor AC con 58.58 mg de Trolox/kg mientras que la muestra
con 75 % de miel y 265 °bloom fue la de mayor concentracion con 82.02 mg de Trolox/kg de

malvavisco.

En general, se puede observar que en las muestras que no tienen miel la AC es menor a
comparacién de las que contienen miel, a excepcién de la muestra M1 en el dia 14, lo cual

puede deberse a una ligera sobrevivencia de probidticos.

Mendis, Rajapakse y Kim, (2005) demostraron que los caramelos a base de gelatina
presentaron niveles bajos de AC, lo cual puede atribuirse a la presencia de aminoacidos como
laglicinay laprolina. Periche et al. (2015) realizaron malvaviscos con extracto acuoso de Stevia

los cuales tuvieron una AC de 117 mg Trolox/100 g de extracto acuoso.
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Es probable que la AC en los malvaviscos se haya favorecido debido a que las cepas de
lactobacilos y algunas bididobacterias poseen AC y son capaces de disminuir el riesgo de
acumulacion de radicales libres (Alvarez Calatayud, 2017). Sharma et al. (2017) encontr6 que
el L. rhamnosus GG tuvo un porcentaje de inhibicion de 59%. En base a lo anterior, existe la
posibilidad de que la AC en los malvaviscos no solo dependiera de la miel adicionada si no
también del contenido de probidticos. Ademas, los compuestos antioxidantes pueden
interactuar con la matriz gelificante de diferentes formas que pueden favorecer 0 no sus

actividades en el alimento (Cedefio-Pinos et al., 2020).
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Grafico 6 Resultados de la actividad antioxidante de los diferentes tratamientos de malvavisco
durante el tiempo de almacenamiento. Medias con la misma letra no presentan diferencia
estadistica significativa (a=0.05). M1, 0% miel-265 bloom; M2, 50% miel-265 °bloom; M3,
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75% miel-265 °bloom; M4, 0% miel-300 °bloom; M5, 50% miel-300 °bloom; M6, 75% miel-
300 °bloom; M7, 0% miel-315 °bloom; M8, 50% miel-315 °bloom; M9, 75% miel-315 °bloom.

5.4.9 Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fenolicos totales se determinaron mediante el método Folin-Ciocalteu.
En el jError! No se encuentra el origen de la referencia.7 se observa que conforme pasa el t
iempo la concentracion de los compuestos fendlicos es mayor. La concentracion de miel en los
malvaviscos presenté diferencia significativa (p<0.0001), y las muestras con miel fueron las de
mayor contenido fendlico. Los grados bloom también evidenciaron diferencia significativa
(p<0.0637) en el contenido de fenoles; asi como la interaccién de la concentracion de miel y

los grados bloom (p<0.0001).

En el dia 1, la muestra sin miel y 315 °bloom mostro el menor contenido de fenoles con
54.45 mg de AG/kg de malvavisco, mientras que la muestra con 75% miel y 300 °bloom mostro
un contenido de 100.55 mg de AG/kg de malvavisco. Para el dia 7 la muestra sin miel y 300
°bloom fue la de menor concentracion de fenoles y la muestra con 50% miel y 300 °bloom fue
la de mayor contenido con 117.91 mg de AG/kg de malvavisco. Por ultimo, en el dia 14, la
muestra sin miel y 315 °bloom de nuevo fue la de menor contenido de fenoles con 95.33 mg de
AG/kg de malvavisco y el malvavisco con mayor concentracion en este dia fue el de 50% miel

y 300 °bloom con 130.4 mg de AG/kg de malvavisco.

El CFT den la miel adicionada a los malvaviscos fue de 386 AG/kg, es por ello que los
malvaviscos con miel mostraron mayor contenido de estos compuestos a comparacion de los
que fueron elaborados con 100% de azucar. Cedefio-Pinos et al. (2020) analizaron caramelos

de gelatina, los cuales fueron hechos con la adicion de un extracto de romero con 73.9 mg de
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polifenoles/g; por lo que los caramelos presentaron un contenido de polifenoles de 0.19 a 0.41

mg/g.
M2 8M3 mM4 EM5 BM6 EIM7 BMS8 &M9
140
a
q ¢ bc abg
c N ol
120 e
P
1R
g
100 kel B |
] o o]
= o] B e
n o @ e
& ] P
E 80 o ol (o7 e
o] B e
(<) sl ] |
S o] B e
o o B 12
~ 60 B
S o] B e
o o] B e
= B
N H
S 40 by
] ’
o ] M "“
=) o] B e
% LR g e
N H
o 20 R
S o] B e
o] B e
o o] B e
e 0 e
e B P
Dia 14

Tiempo (dias)

Grafico 7 Resultados del contenido de fenoles totales de los diferentes tratamientos de
malvavisco. Medias con la misma letra no presentan diferencia estadistica significativa
(0=0.05). M1, 0% miel-265 bloom; M2, 50% miel-265 °bloom; M3, 75% miel-265 °bloom;
M4, 0% miel-300 °bloom; M5, 50% miel-300 °bloom; M6, 75% miel-300 °bloom; M7, 0%
miel-315 °bloom; M8, 50% miel-315 °bloom; M9, 75% miel-315 °bloom.

5.4.10 Anélisis microbiologicos

La presencia de microorganismos no deseados en un alimento es un indicador de higiene.

En las muestras analizadas no se detectd crecimiento de mohos, levaduras ni coliformes fecales
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en ninguna muestra almacenada a temperatura ambiente. Esto indica que existio una buena

practica de fabricacion en la preparacion, empaquetado y almacenado de las muestras.

6 CONCLUSIONES
La miel permitié obtener un producto funcional con contenido de compuestos fenolicos
considerable y capacidad antioxidante, el contenido fue proporcional a la concentracion de miel
afiadida en comparacién con los elaborados con azlcar. Los grados bloom de la grenetina
también tuvieron un efecto importante en la mayoria de las caracteristicas fisicoquimicas de los

malvaviscos.

La encapsulacion de los probioticos aporto a la supervivencia del L. rhamnosus,
disminuyendo el efecto de la capacidad antimicrobiana que por naturaleza tiene la miel, aunque
los materiales de encapsulamiento no fueron cien por ciento efectivos durante el
almacenamiento dio paso a la presencia de los paraprobioticos, los cuales pueden otorgar

beneficios a la salud.

Los resultados obtenidos respecto al contenido de compuestos bioactivos le confieren al
malvavisco propiedades de un alimento funcional; siendo el de mejores resultados el

malvavisco elaborado con 50% de miel y 300 °bloom.
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