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Resumen

Se evalud la viabilidad durante el almacenamiento de Weissella confusa incorporada en una matriz de cobertura de choco-
late. La bacteria probidtica se encapsulé empleando tres materiales de pared, gel de Aloe vera, gel Aloe vera + Almidén al
10 % y gel de Aloe vera + Almidén al 15 % y células libres como control. Posteriormente se liofilizé. La bacteria probidtica
encapsulada, se incorporé en una matriz de cobertura de chocolate. Los chips se empacaron y almacenaron durante 5
semanas a 4 °C, cada semana se midieron cambios en la viabilidad de la bacteria probidtica y en la actividad de agua. En
la quinta semana, los chips se sometieron a condiciones simuladas de jugos intestinales. Durante el almacenamiento los
chips mantuvieron su caracter probidtico (>10° UFC/g), sin embargo, cuando la bacteria probiética se encapsulé en gel
aloe vera, se obtuvo mayor nimero de bacterias probiéticas vivas dentro de la matriz sélida (2,1x108 UFC/g). La actividad
de agua vari6 de 0,470 a 0,810. La bacteria probidtica permanecio viva por 2 horas en medios simulados de jugos intes-
tinales, lo cual ratifica que la matriz sélida y los medios de encapsulaciéon seleccionados son adecuados para el desarrollo
de productos sélidos probidticos ricos en grasa vegetal.
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Abstract

Viability during storage of Weissella confusa incorporated in a chocolate coating matrix was evaluated. Probiotic bacteria
was encapsulated using three wall materials, Aloe vera gel, Aloe vera gel + 10 % starch and aloe vera gel + 15 % starch and
free cells as control. Subsequently lyophilized. Probiotic bacteria encapsulated, was incorporated into a chocolate coating
matrix. The chips were packed and stored for 5 weeks at 4 °C, were measured weekly changes in viability of the probiotic
bacteria and water activity. In the fifth week, the chips were subjected to simulated conditions of intestinal juices. During
storage chips remained probiotic character (>10° CFU/g), however, if the probiotic bacteria are encapsulated in aloe vera
gel, the greater number of living probiotic bacteria was obtained within the solid matrix (2,1x10® CFU/g ). Water activity
ranged from 0.470-0,810. Probiotic bacteria remained alive for 2 hours in simulated intestinal fluid media, which confirms
that the solid matrix and the selected encapsulation means are suitable for the development of solid product rich in vege-
table fat probiotics.
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Introduccién las mejores matrices para las bacterias probidticas son
La seleccién de matrices alimentarias adecuadas para los productos lacteos fermentados (Rivera y Gallardo,
incorporar probiéticos, es un factor importante que se 2010), sin embargo, se ha presentado demanda cre-
debe considerar en el desarrollo de alimentos probié- ciente de productos probiéticos no lacteos, por lo cual
ticos (Ranadheera et al, 2010). Se ha reportado que los probidticos se estan incorporando en matrices sé-
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lidas y liquidas, y estan siendo comercializados como
suplementos en forma de pellets, capsulas y liofiliza-
dos (Ranadheera et al., 2010; Rivera y Gallardo, 2010).

En el disefo de éstos nuevos productos probidticos
se deben tener en cuenta ademas, la viabilidad del mi-
croorganismo dentro de la matriz alimentaria y su acti-
vidad funcional (Jankovic et al, 2010; Da Silva, 2011).
La inclusién de microorganismos probidticos en una
matriz de alimento seco tendria muchas ventajas en
comparacién a matrices liquidas (Ouwehand et al.,
2004). Sin embargo, para que la matriz sélida probioti-
ca tenga efectos benéficos en la salud humana, es ne-
cesario asegurar que las bacterias se mantengan vivas
durante el almacenamiento del producto, y que una
vez consumido el producto, los microorganismos pro-
bidticos resistan el paso por el sistema gastrointestinal
(Burgain et al.,, 2011).

Una alternativa para incrementar la eficacia de los pro-
bidticos es incorporarlos en matrices alimentarias que
proporcionen protecciéon (Possemiers et al, 2010);
se han mostrado desarrollos en la incorporaciéon de
probidticos en matrices basadas en chocolates como
mousse, torta y barras de chocolate (Aragon et al,
2007; Malmo et al, 2011; Possemiers et al, 2010),
mostrando que el chocolate es un buen vehiculo para
la incorporacién de probidticos, debido a su conteni-
do en lipidos y carbohidratos. Uno de los sucedaneos
del chocolate es la cobertura de chocolate y una de
sus formas mas comunes es el chip, que se emplea en
la elaboracion de galletas, helados y tortas frias, por lo
que resulta innovador vehiculizar a los probiéticos en
esta matriz.

Weisella confusa es una bacteria acido lactica, que en
la actualidad se le considera con potencial probiético
ya que presenta actividad antimicrobiana contra dife-
rentes microorganismos patogenos (Nam et al., 2002;
Serna et al,, 2010; Ayeni et al,, 2011; Lee et al.,, 2012).
De igual manera, se ha encontrado que el aloe vera
es un material de pared promisorio para encapsular
ésta bacteria lactica (Serna et al, 2012). Por lo ante-
rior, el objetivo de este trabajo fue evaluar durante
el almacenamiento, cambios en la viabilidad del mi-
croorganismo probidtico, y cambios en la actividad de
agua de chip probiéticos elaborados con cobertura de
chocolate y con la bacteria acido lactica Weissella con-
fusa, encapsulada en diferentes materiales de pared.
Ademas, determinar la resistencia del microorganismo
probiético bajo condiciones simuladas de jugos intes-
tinales.

Materiales y métodos

Bacteria probiética

Se utiliz6 una cepa crioconservada de la bacteria aci-
do lactica Weissella confusa, la cual se aisl6 en estudios
previos de Serna et al. (2010). Para obtener la cantidad

necesaria de bacterias se realizaron fermentaciones
en discontinuo, utilizando como sustrato de fermen-
tacion caldo MRS (Scharlau Espafa) (De Man et al.,
1960), al cual se le adicion6 40 gL' de glucosa como
fuente de carbono. El sustrato se inocul6 con el 10 %
de caldo previamente inoculado con respecto al volu-
men del sustrato. Se realizaron 4 fermentaciones en
erlenmeyer de 1000 ml, los cuales permanecieron agi-
tados elipsoidalmente a 100 rpm, por 6 horas, a 37 °C
(equipo Incubating Orbital Shaker model 50001, USA).
Transcurrido el tiempo de fermentacion se separaron
las bacterias, centrifugando el fermentado a 4480 x g
(Eppendorf AG, Alemania). El sobrenadante se descar-
to y el precipitado se lavé con 5 ml de NaCl al 0,9 %
y se centrifugd por 5 min a 4480 x g. El precipitado se
lavé nuevamente con 10 ml de agua destilada estéril,
se centrifugd por 5 min a 4480 x g y se descarto el so-
brenadante. Posteriormente, las bacterias probidticas
se encapsularon.

Encapsulacion de las bacterias probiéticas

Se utiliz6 gel de Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) y
almidon comercial (Industrias del maiz AMISOL 2143,
Colombia) a dos concentraciones 10 y 15 % como
materiales de encapsulacion (mejores resultados de
encapsulacion no documentados). El gel de aloe vera
se someti6 a tratamiento térmico a 65 °C durante 15
min en un bano termostatado (Julabo 13A, Alemania),
y se almacené en refrigeracion a 4 °C. El almidén al
10% y al 15% se utiliz6 combinado con aloe vera en
proporcion de 1:1. Las bacterias probidticas obtenidas
por fermentacién, en concentracion de 10" UFC/g,
se mezclaron en relaciéon 1:4 con los materiales de
encapsulacion. A las bacterias encapsuladas en aloe
vera se les designé tratamiento AV, encapsuladas en
aloe vera+almidon al 10% (AA10%) y encapsuladas en
aloe vera+almidon al 15 % (AA15 %). Posteriormente
las bacterias encapsuladas se liofilizaron (Eyela FDU
1100, Japdn) (congelacion a -20 °C, presion de vacio
de 2 Pa y temperatura en el condensador de -60 °C,
temperatura de secado 25 °C). Como tratamiento con-
trol se utilizé la bacterias probidtica (W. confusa) no
encapsulada, diluida en agua destilada estéril (CL). El
control CL se liofilizé en las mismas condiciones des-
critas anteriormente.

Preparacion y almacenamiento de chip de cobertura
de chocolate probidtico

Se empled cobertura de chocolate negro (Nacional
de Chocolates, Colombia) con un contenido de grasa
de 37 g/100g. La cobertura de chocolate se fundié
a 48 °C y se atemper6 a 30°C. Posteriormente, a la
cobertura de chocolate fundida se le adiciond, por
separado, los tratamientos AV, AA10, AA15 y CL, se
homogenizaron manualmente. La mezcla se vertié en
moldes de PET (calibre 15) para chip de 6 mm de dia-
metro, los chips se solidificaron a una temperatura de
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4 °C, se desmoldaron y se empacaron en bolsas de
poliamida, laminada con polietileno de baja densidad,
con permeabilidad de 4,4 - 4,9 g/m?/h/atm. Los chips
probidticos se almacenaron en refrigeracion a 4 °C. La
temperatura de 4°C se seleccioné ya que los chips son
ampliamente utilizados para la fabricacion de tortas re-
frigeradas, postres, helados, entre otros.

Determinacion de la viabilidad
de las bacterias probidticas

La viabilidad de las bacterias probidticas se midié inme-
diatamente después del proceso de liofilizacion, y cada
semana chips durante el almacenamiento (5 semanas).

Para determinar el nimero de bacterias vivas en cada
tratamiento, en frascos de dilucion se tomoé 1 g de
chips de cada tratamiento (o 1 g del tratamiento con-
trol) y 9 ml de agua peptona al 0,1 % previamente
atemperado a 48 °C, se agitaron durante 1 minuto en
vortex (Reidolph Reax control, Alemania), con el fin
de liberar las bacterias de su material de encapsula-
cion. Posteriormente, se realizaron diluciones decima-
les empleando agua peptona al 0,1 %, las muestras se
sembraron a profundidad en agar MRS, el conteo se
realizo después de 48 h de incubacién a 37 °C. Se con-
taron las cajas que contenian entre 30 y 300 colonias
y el recuento de células vivas se expresé en UFC g

La viabilidad de los microorganismos probidticos se
determiné con la ecuacién 1:

% Viabilidad = (Ec. 1)
NO
Donde, para la encapsulacion: No es el nimero de
bacterias vivas por gramo antes del proceso de encap-
sulacién, y N: es el nimero de bacterias vivas por gra-
mo después de la encapsulacién.

Para la liofilizacion, No es el nimero de bacterias vivas por
gramo después de la encapsulacion, y N: es el nimero
de bacterias vivas por gramo después de la liofilizacion.

Para el almacenamiento: No en el recuento de bacte-
rias vivas en el momento de la elaboracién de los chips
probioticos y N: es el nimero de bacterias vivas por
gramo en cada semana de almacenamiento.

Actividad de agua (aw)

Durante el almacenamiento se midi6 la actividad de
agua de los chips probiéticos, empleando un medidor
de actividad de agua (Agualab Model Serie 3 TE, USA)
a temperatura de 25 °C.

Resistencia de la bacteria probiética a jugos
intestinales simulados

La mayor composicion en nutrientes de los chips de
chocolate es la grasa vegetal. El proceso de absorcion

de grasas, se realiza principalmente en el intestino
delgado, dénde intervienen la bilis y las lipasas pan-
credticas, ambos compuestos con pH alcalino (Cueto
y Aragén, 2012), por lo cual, después de 5 semanas
de almacenamiento, los diferentes tratamientos se
sometieron a medios simulados de jugos intestinales
empleando la metodologia modificada de Malmo et
al, 2011. Los jugos intestinales (JI) se prepararon con
sales biliares al 4,5% (p/v) (Sharlau, Barcelona, Espana)
y se ajustaron a pH 8,0 con NaOH 0,1 mol/L estéril.
La solucién se esterilizé por filtracion utilizando una
membrana de 0,22 um. Los chips probidticos se mace-
raron, y 0,5g de chips se agregaron a 45 ml de la so-
lucién JI, se llevaron a agitacion elipsoidal (80 rpm) en
un shaker (Incubating Orbital Shaker, VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA) por 2 horas a 37 °C. La viabilidad
de la bacteria probidtica se midié en el momento de
mezclar los chips con Jl y a las 2 horas. La viabilidad se
midi6 de la misma forma descrita arriba.

Diseiio experimental

Para evaluar durante el almacenamiento de los chips
probidticos, el efecto de los materiales de encapsula-
cién sobre la viabilidad del probidtico, y la aw del pro-
ducto, se utilizé un diseno unifactorial con medidas
repetidas en el tiempo. Como factor se utiliz6 material
de encapsulacion de la bacteria probidtica con tres
niveles (AV, AA10 % y AA15 %). Las variables de res-
puesta fueron la actividad de agua y el porcentaje de
viabilidad del probidtico. Las variables de respuesta se
midieron en 6 tiempos (0, 1, 2, 3, 4 y 5 semanas de al-
macenamiento). Se realizé una prueba de Tukey para
diferencias entre medias con un nivel de significancia
del p-valor < 0.05 y los datos se analizaron a través del
software SAS version 9.3. Adicionalmente se midi6 la
viabilidad del probiético después de la liofilizacion, en
los tres tratamientos AV, AAT0 % y AA15 % y después
de que cada tratamiento se sometié dos horas a jugos
intestinales.

Resultados y discusién

Viabilidad de la bacteria probiética después
de la liofilizacién en los tratamientos AV, AA10%
y AA15%

El tratamiento AV presentd el mayor porcentaje de
bacterias probidticas vivas, después del proceso de
liofilizacion (tabla 1). Estos resultados coinciden con
los reportados por Abadias et al. (2001), quienes eva-
luaron la viabilidad de Candida sake, al recubrirla con
diferentes materiales protectores durante la liofiliza-
cion, obteniendo viabilidades del 0,2 % cuando em-
pleé una concentracion de glucosa y fructosa al 1 % y
una viabilidad del 1 % cuando se empleé una solucién
de galactosa al 1 %.
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Una explicacion a la disminucion drastica de la viabi-
lidad durante la liofilizacion se le puede atribuir a la
formacion de cristales de hielo durante el proceso de
congelacion, los cuales causan dafo en la membrana
celular de las bacterias (Homayouni et al., 2008), se su-
man a ésta, la baja solubilidad del almidén y la posible
nucleacion y separacion de fases (cristalizacion) de los
azucares del aloe vera (Pehkonen et al, 2007), ya que
la cristalizacion del azicar desactiva la interaccion en-
tre el azdcar y las estructuras celulares, interaccién que
se cree provee una proteccion adicional a las células
(Crowe et al.,, 1998 citado por Foerst et al, 2011 ).

Tabla 1. Porcentaje de viabilidad del probiético (W.
confusa) después del proceso de liofilizacién, y recuento
inicial del probidtico una vez se ha incorporado al
chocolate.

Células en chocolate
(UFC/g)
2,8x109 £ 4,24x107

Tratamiento | % Viabilidad

cL 0,084 + 0,010

AV 1,184 £ 0,110
AAT0 0,183 + 0,065
AAT5 0,005 + 0,001

4,2x108 + 1,41x106

2,8x107 + 4,24x105

1,0x106 + 4,24x104

Viabilidad de la bacteria probiética en chips de cobertura
de chocolate durante el almacenamiento

En la primera semana de almacenamiento se presen-
taron diferencias significativas (p <0.0001) entre trata-
mientos (figura 1). El tratamiento CL presentd la mayor
viabilidad, seguido por los tratamientos AV, AA15 y
AAT10.

Figura 1. Porcentaje de viabilidad de Weissella confusa en chips
de chocolate, almacenados durante 5 semanas.

Las letras mayusculas indican diferencias significativas
(p < 0.0001) para un mismo tratamiento durante el
tiempo evaluado. Las letras mindsculas indican dife-
rencias significativas (p < 0.0001) entre diferentes tra-
tamientos una misma semana.

El comportamiento de CL a la primera y segunda se-
manas de almacenamiento indica que la cobertura
de chocolate es una matriz alimentaria que por si sola
provee proteccion inicial a las células (Nebesny -et
al, 2007; Aragon et al., 2007). Sin embargo a la ter-
cera semana de almacenamiento, el tratamiento CL,
presenté un descenso drastico en la viabilidad. Este
comportamiento se podria explicar porque la grasa
presente en la cobertura de chocolate (37 g/100 g)
proporciona proteccion a la bacteria probidtica, evi-
tando que las células sean expuestas al agua (presente
en la cobertura de chocolate y en el espacio de cabeza
del empaque) y evitando factores de estrés como el
que producen los iones H+ (Lahtinen et al., 2007), sin
embargo es posible que al transcurrir el tiempo de al-
macenamiento las capas de grasa de la matriz formen
grietas por donde el agua puede migrar directamente
(Weinbreck et al, 2010). Otras causas atribuibles al
descenso en la viabilidad del probiético pueden ser las
reacciones de deterioro de la cobertura de chocolate
como la oxidacién de los fitoesteroles, lo cual puede
generar varios tipos de hidroxi, epoxi, ceto y derivados
de triol (Botelho et al, 2014), los cuales tienen acti-
vidad antimicrobiana (Brudzynski, 2006). Ademas, los
sucedaneos del chocolate, como la cobertura de cho-
colate contienen polifenoles, que provienen del cacao
y ejercen efectos antimicrobianos (Possemiers et al.,
2010), con la consecuente pérdida de viabilidad.

En la figura 2 se presenta el recuento de células du-
rante 5 semanas de almacenamiento. Para todos los
tratamientos la concentracion final de células estuvo
en el rango donde se considera al alimento como pro-
bidtico (10° - 107 UFC/g) (Krasaekoopt et al., 2003),
concentraciones recomendadas para el consumo de
alimentos probiéticos (FAO/WHO, 2001). Los produc-
tos que contienen probidticos, deben almacenarse en
refrigeracion para mantener una alta viabilidad. El pe-
riodo de expiracion para estos productos, ya sea jugo
o barra, es mas corto que en productos sin probidticos
(Christopher et al., 2009).

Figura 2. Recuento de W. confusa en los diferentes tratamien-
tos evaluados durante 5 semanas de almacenamiento a 4°C.
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Los chips se empacaron en un empaque con permea-
bilidad alta a vapor de agua (4,4 - 4,9 g/m?/h/atm), por
lo cual presentaron aumento sustancial de la aw duran-
te las 5 semanas de almacenamiento (figura 3), en un
promedio de 0,6 a 0,8. Esto se puede explicar por un
fendmeno que le ocurre al chocolate llamado crista-
lizacion (llamado también “Bloom”), donde se libera
agua y la actividad de agua podria aumentar (Vercet,
2003), este aumento en la actividad de agua podria
tener incidencia en la textura del chip. Katz y Labuza
(1981) muestran que un incremento en la actividad de
agua de 0.4 a 0.45, podria inducir a una pérdida de
dureza en alimentos con bajo contenido de humedad,
ademas de proliferacion de hongos y levaduras, que
influyen en el deterioro del alimento (Beuchat, 2002).

Figura 3. Actividad de agua de chips de cobertura de cho-
colate durante el almacenamiento a 4°C en un empaque de
poliamida con permeabilidad de 4,4 - 4,9 g/m?/h/atm.

Uno de los criterios importantes para la seleccion de
un probidtico es su capacidad de sobrevivir a condi-
ciones de estrés causado por bajo o alto pH (Cook et
al,, 2012); este es el caso del tracto gastrointestinal. En
la tabla 2, se presentan el nimero de microorganismos
probiodticos que lograron sobrevivir en los chips de
chocolate, después de 5 semanas de almacenamiento
y después de estar sometidos a 2 horas en un siste-
ma simulado de jugos intestinales (pH 8,0). Todos los
tratamientos presentaron tolerancia a las sales biliares,
presentando reducciones, iguales o menores, de una
unidad logaritmica. Este mismo comportamiento se
presenté en los resultados de Lee et al. (2012) quienes
mostraron reduccion de 1 unidad logaritmica (5,6x10'
a 7,2x10° UFC/g) al evaluar el mismo microorganismo
(W. confusa) en las mismas condiciones del presente
estudio. La concentraciéon empleada en este estudio
(0,3 % de sales biliares) se considera que es una con-
centracion critica utilizada para la seleccion de cepas
resistentes (Gilliland et al, 1984). Se conoce que las
grasas son moléculas hidrofébicas que necesitan la ac-
cion de sales biliares para su absorcion, ya que las sales
biliares presentan una region hidrofébica que interac-
tda con los globulos de grasa, y una region hidrofilica
que se orienta hacia el medio acuoso, permitiendo la
accion de enzimas como las lipasas pancredticas que

hidrolizan la grasa en acidos grasos y monoglicéridos
para su posterior absorcion en el intestino delgado,
de esta manera permitir la disminucién del colesterol
sérico (Manzano et al,, 2012). Tanto las sales biliares
como las lipasas son de pH alcalino, por lo cual con
los resultados se puede afirmar que tanto la matriz de
chocolate como el probiético W. confusa, son aptos
para el disefo de productos probiéticos en fase soli-
da ya que resisten el almacenamiento, y permanecen
vivos al paso por el intestino delgado. La resistencia al
paso de sales biliares es uno de los criterios para que
un producto se considere probiético.

Tabla 2. Recuento de W. confusa en chips de cobertura
de chocolate sometidos a sistema simulado de jugos

intestinales.
Tratamiento (UFC/g)
Tiempo
CL AV AA10 AA15
t=0 min 7,45x107 | 2,10x108 1,96x107 1,30x106
t=120 min | 8,15x106 | 1,34x108 | 4,90x106 1,28x106

Conclusiones

La cobertura de chocolate y la bacteria acido lactica W.
confusa, son idéneos para el desarrollo de productos
probidticos en matrices sélidas. Los chips de cobertura
de chocolate mantienen su condicion de probidticos
por lo menos durante 5 semanas ya que permanecie-
ron vivos mas de 10° microorganismos por gramo de
producto. La actividad de agua aumento para todos
los tratamientos, lo que sugiere, emplear un empaque
con menor transmisién de vapor de agua y almacenar
a condiciones de humedad relativa baja. La incorpora-
cién de W. confusa encapsulada y libre a una matriz de
cobertura de chocolate presenta resistencia al medio
intestinal, siendo los tratamientos AV y AA15 los que
presentan menor perdida de viabilidad.
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