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Abstract

Among functional foods, probiotics have been highlighted as beneficial to health, playing an
important role in the immune, digestive and respiratory functions of individuals, as well as
contributing significantly to the reduction of infectious diseases in children and adults (FAO,
2001). Pleurotus ostreatus mushroom contains 35% (dry base) of digestible protein, §-1,3-1,6 and
a-1,3-glucan used as prebiotics. The objective of this research was to evaluate the viability of
Lactobacillus casei and L. plantarum encapsulated in a Pleorotus ostreatus sausage as a functional
food. The strains used were reactivated, and their growth kinetics were estimated. The two strains
(L. casei and L. plantarum) presented the exponential growth phase between 4 and 13 hours, the
biomass was quantified from 0.338 to 1.794 and 0.308 to 2.322 g/L, respectively. They were
encapsulated using malanga starch through the extrusion technique in alkaline medium, then added
to the sausage. The viability of the strains was obtained by plate count (NOM-110-SSA1-1994)
with MRS agar (Difco®), a growth of 108x10"6 CFU/g in the sausage with L. plantatum and
25x1076 CFU/qg for the L. casei in the third week of storage at 5 + 1 °C. According to the color
variables (CIELab) measured during storage, the EF2 sausage with encapsulated Lactobacilus
casei showed greater stability, and better sensory characteristics after the second week, even better
than the EF4 sausage made with pork. According to the nutrient content and the presence of lactic
acid bacteria (>1x1076 CFU/qg), higher than those established by the Mexican Official Standard,
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the processed sausages can be considered as functional foods. These products represent a viable
alternative for people with limited meat consumption, and with high potential for the functional
food industry with the presence of prebiotics and probiotics.

Keywords: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Pleurotus ostreatus, lactic acid bacteria, functional food.

Resumen

Entre los alimentos funcionales han destacado los probidticos, los cuales son benéficos para la
salud, ya que desempefian un papel importante en las funciones inmunitarias, digestivas y
respiratorias de las personas, ademas de contribuir de forma significativa a aliviar las enfermedades
infecciosas en los nifios y personas adultas (FAO, 2001). La seta Pleurotus ostreatus contiene 35%
(base seca) de proteina digerible, p-1,3-1,6 y a-1,3-glucano utilizados como prebidticos. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar la viabilidad de Lactobacillus casei y L. plantarum
encapsulados en almidén dentro de un embutido de Pleorotus ostreatus como un alimento
funcional. Se reactivaron las cepas utilizadas, y se estimo su cinética de crecimiento. Las dos cepas
(L. casei y L. plantarum) presentaron la fase de crecimiento exponencial entre las 4 y 13 h, la
biomasa se cuantific6 de 0.338 a 1.794 y 0.308 a 2.322 g¢/L, respectivamente. Se encapsularon
utilizando almidon de malanga a través de la técnica de extrusion en medio alcalino, después se
adicionaron al embutido. La viabilidad de las cepas se obtuvo por recuento en placas (NOM-110-
SSA1-1994) con agar MRS (Difco®), se obtuvo un crecimiento de 108x10"6 UFC/g en el
embutido con L. plantatum y 25x10"6 UFC/g para el que contiene L. casei en la tercera semana de
almacenamiento a 5 + 1 °C. De acuerdo a las variables de color (CIELab) medidas durante el
almacenamiento, el embutido formulacién 2 (EF2) con Lactobacilus casei encapsulados presentd
mayor estabilidad, y mejores caracteristicas sensoriales después de la segunda semana, incluso
mejores al embutido control (EF4), elaborado con carne de puerco. Segun el contenido de
nutrientes y la presencia de bacterias acido lacticas (>1x10"6 UFC/qg), superiores a las establecidas
por la Norma Oficial Mexicana, los embutidos elaborados pueden ser considerados como alimentos
funcionales. Estos productos representan una alternativa viable para personas con limitaciones de
consumo de carne, y con altos potenciales para la industria de alimentos funcionales con presencia
de prebioticos y probioticos.

Palabras clave: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Pleurotus ostreatus, bacterias &cido lacticas, alimento
funcional.
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funciones  inmunitarias,  digestiva vy
respiratoria de las personas, ademas pueden
contribuir de forma significativa a aliviar
enfermedades infecciosas en los nifios y
personas adultas (3). Las bacterias &cido
lacticas (BAL), entre las cuales se encuentra
la especie Lactobacillus, han sido utilizadas
para la conservacion de alimentos por
fermentacion, presentan doble funcion:
actuando como agentes para el proceso
fermentativo de alimentos, reduciendo el pH
e impidiendo el crecimiento de bacterias
patégenas, y confiriendo algunos beneficios
para la salud, como el incremento de la
peristalsis intestinal y aumentando la
absorcion de nutrientes. En general, los
beneficios de las BAL dependen de la
presencia de cepas viables, las cuéles, al ser
consumidas en cantidades adecuadas
(>1x1076 UFC/g o ml) confieren beneficios
para la salud del huésped. Las BAL se
administran principalmente a través de leches
fermentadas o yogures (4), ademas de ser
utilizados en la  industria  lactea
(Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L.
rhamnosus, y L. gasseri) (5), son agregados
en la industria carnica para la fermentacién de
embutidos (4), estos Gltimos son un medio
que permiten el crecimiento de los
microorganismos (5). En ocasiones para
aumentar la viabilidad de las BAL se utilizan
diversas metodologias, una de ellas es la
encapsulacion, existen varios tipos de
materiales de revestimiento para la
encapsulacion de probidticos, se incluyen
principalmente polisacéridos, oligosacaridos,
lipidos y proteinas, dentro de los
polisacaridos mas utilizados se encuentra el
alginato de sodio (6); compatible con casi
todos los métodos de encapsulacion, el
alginato es un heteropolisacéarido lineal
compuesto por acido D-manuronico y L-
gulurdnico. La encapsulacién por extrusion
es la técnica méas estudiada y antigua para
producir capsulas de polisacaridos como el
alginato, debido a su bajo costo y simplicidad
(7). Consiste en preparar una mezcla de
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hidrocoloide y los microrganismos, la mezcla
se coloca en una jeringa estéril, se dejar caer
en la solucion de iones divalentes por gotas
hasta que gelifican. México es uno de los
paises mas consumidores de productos
carnicos, ocupando el quinto lugar a nivel
mundial, durante el 2019 el consumo de carne
de bovino fue de 1.9 millones de toneladas,;
mientras que el consumo de carne de res per
capita fue de 8.8 kg anuales (8). La carne de
bovino es una gran fuente de proteinas,
hierro, zinc, vitamina B y de otros nutrientes
que conforman una dieta semisaludable; sin
embargo, existe la preocupacién por su alto
contenido graso; por ejemplo, la carne molida
regular contiene 25 % de grasa, su ingesta se
ha asociado con el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, aumento del
colesterol total, gota y ciertos tipos de cancer
(9). En el mercado existen opciones de cortes
de carne bovina de alta calidad con bajo
contenido graso, pero debido a su precio
actual, relativamente alto en comparacion con
otros carnicos, no son accesibles para
personas con bajos recursos econémicos (8).
No obstante, los productos derivados carnicos
son los mas consumidos en Mexico; por
ejemplo, la produccion de embutidos fue 862
mil toneladas con un valor de la produccion
de 28 mil millones de pesos (10).

El cultivo y produccién de hongos
comestibles emerge como una alternativa de
alto valor bioldgico, econémico y ecoldgico.
La seta Pleurotus ostreatus es considerada
como complemento alimenticio de alto valor
nutricional, debido a que presenta el doble del
contenido proteico que los vegetales, posee
elevado contenido de vitaminas (tiamina
(B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6),
cobalamina (B12), entre otras y actla como
buena fuente de calcio y fosforo (11). Se ha
utilizado para la elaboracion de salchichas
como alternativa de carne, por sus ventajas
naturales que presenta: buen contenido de
proteina, poseen pared quitinosa que puede
actuar como una fuente de fibra dietética, alto
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contenido de vitamina B y bajo contenido de
grasa (12); P. ostreatus representa un
alimento con 350 calorias comparado con la
carne roja, que solo contiene 150 calorias o el
pescado que contiene 101, su contenido de
proteina oscila entre 17 y 42 % en peso seco,
fibra entre 24 y 32 %, y minerales entre el 4 y
10 % (13). También tiene la capacidad de
hinchamiento, de absorber agua,
probablemente por su estructura esponjosa
(14). En comparaciéon con otros productos,
esta capacidad de hinchamiento es similar a
la encontrada en fibra de cereales, ademas
contiene B—glucano, se ha demostrado que
tiene efectos positivos en la reduccion del
colesterol, propiedades inmunologicas Yy
antitumorales (15). Estas caracteristicas son
de gran interés tecnoldgico (16) ya que la
presencia de p—glucano en hongos vy
levaduras son utilizadas como
enriquecimiento de panes sin gluten (15) y la
adicion en yogures para la viabilidad de
Bifidobacterium animalis ssp. lactis (Bb12)
(17). La malanga es una planta herbacea
suculenta, con una altura de 1 a 3 m, sin tallo
aereo, también conocida como Ocumo chino,
Taro o Dashen, es considerada una de las
especies de raices y tubérculos con gran
potencial en las zonas tropicales, mediante el
uso de tecnologias sencillas, es posible
aprovechar su tallo subterréneo (cormos) para
la obtenciéon de almidon que sirve para la
elaboracion  de  diferentes  productos
alimenticios. La malanga contiene alrededor
del 80% de almidon, la cual podria
reemplazar a otras materias primas
convencionales como el maiz, yuca y papa, el
uso de almidones de especies nativas
aumentara el margen de beneficios de quienes
lo producen y lo transforman, para su uso
industrial (18). El objetivo de este trabajo fue
evaluar la encapsulacion con almidén de
malanga de L. casei y plantarum
incorporados a un embutido de P. ostreatus,
mediante la viabilidad de las bacterias y la
vida de anaquel del producto.
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2. Materiales y métodos
2.1. Material bioldgico

Cormos de  malanga  (Xanthosoma
sagittifolium) provenientes del municipio de
San Fernando, Chiapas, México, utilizados
para la extraccion del almidon.

Suero de leche dulce (pH 6.5) obtenido a
partir de queso fresco en el Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo de Productos
Funcionales (LIDPF) de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas.

Las cepas utilizadas fueron L. casei y L.
plantarum, aisladas por Velazquez et al. (30)
y conservadas en el LIDPF; ademas de la seta
de P. ostreatus, obtenida en el mercado local
de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,
México.

Otros insumos utilizados: mezcla de chiles
secos, especias, vinagre de manzana, grasa
vegetal, chile pimiento (Capsicum anuum),
tripa artificial.

2.2. Métodos
2.1 Extraccion de almidon

Los cormos de malanga (X. sagittifolium) se
lavaron con una solucién desinfectante (100
ppm); se redujo su tamafo en rodajas de 0.5
cm espesor, posteriormente se adicionaron a
una solucion de &cido citrico 0.1 M para
evitar el obscurecimiento, después se triturd
en una licuadora (Oster®). El triturado se
filtré con un lienzo y el residuo sélido se lavo
varias veces con agua potable para retirar
todo el almiddn. La solucién se dejo reposar
durante 24 horas, el almidén sedimentado se
separ0 por decantacion, la pasta resultante se
seco a 60 °C en un horno de conveccion
(TERLAB®) durante tres horas, el almidon se
almaceno en bolsas de plastico selladas al
vacio hasta su uso.
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2.2. Reactivacion de la cepa

Las cepas (L. plantarum y L. casei) se
reactivaron en tubos con medio MRS (Man,
Rogosa y Sharpe) (BD Difco®). Para tal
efecto se inocularon 100 pL de cultivo de
cada cepa en un tubo de ensayo con 10 mL de
caldo MRS cada uno, se incubaron durante
ocho h (tiempo en que se alcanza la fase
exponencial) a 37 °C.

2.3. Cinética de crecimiento

Las cepas se inocularon en tubos con tapon de
rosca con 5 mL de suero de leche dulce
pasteurizado (7%), se incubaron a 37 + 1 °C
(VELAB®): se tom6 1 mL de cultivo
microbiano de cada tubo de ensayo cada dos
h durante 24 h, se monitored la absorbancia a
600 nm, utilizando un espectrofotometro UV-
Vis (Velab®, VE-5100UV), cada lectura se
realiz6 por triplicado.

2.4. Obtencion del pellet celular

Durante la fase exponencial (8 h de
incubacion), se tomaron 10 mL caldo de
cultivo y se centrifug6 a 7000 rpm, a 4 °C por
10 min, se elimind el sobrenadante y se lavo
el pellet con una solucion de NaCl al 85%;
subsecuentemente se suspendié en una
solucion salina de peptona (PS) (19).

2.5. Preparacion de la matriz encapsulante
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Se preparé la matriz encapsulante con
almiddén de malanga (extraido en el LIDPF) y
alginato de sodio (Golden Bell®) en una
relacion 4:1 (p/p), disueltos en 10 ml suero de
leche dulce (previamente pasteurizado) hasta
conseguir una mezcla homogénea. En una
jeringa se colocd la matriz encapsulante y las
cepas (pellet celular, 1x10®8 UFC/mL),
posteriormente por goteo o extrusion se
adiciond a una solucién de CaCl, (0.1 M) a 7
°C. Una vez formadas las capsulas se dejaron
endurecer en la solucién de Ca durante 1 h;
transcurrido el tiempo se filtr6 en condiciones
de esterilidad. Las perlas se conservaron en
cajas petri estériles hasta su uso o bien en una
solucion tampodn de fosfatos (PBS) a 4 °C.

La viabilidad de las cepas encapsuladas se
midio a través de la técnica de vaciado en
placa. A cada embutido se le analiz6 tres
areas (laterales y centro); las muestras se
colocaron en caldo MRS vy se incubaron por
24 horas; posteriormente, 1 mL del caldo se
colocé en una caja Petri con agar MRS, estas
se incubaron a 37 £ 1 °C por 48 horas, pasado
el tiempo se midieron las UFC/mL.

2.6. Elaboracion del embutido

Para la elaboracion del embutido se realizd
una mezcla del hongo Pleorotus ostreatus
(limpio y desinfectado) con el resto de los
ingredientes. Para este estudio se elaboraron
4 muestras de embutidos como se describe en
la tabla 1.

Tabla 1. Cantidad (%) de los ingredientes utilizados en la elaboracion de los embutidos.
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. Mezcla de | Agua de . . .
Tratamiento | Pleorutus | Sal chiles chiles Especias | Vinagre Lactobacillus
EF1 5487 | 2.27 5.84 30.78 1.24 5 L. casei (sin
encapsular)
EF2 5487 | 227 5.84 30.78 1.24 5 L. casei
(encapsulado)
L. plantarum
EF3 54.87 2.27 5.84 30.78 1.24 5 (encapsulado)
EF4 54.87" 2.27 5.84 30.78 1.24 5 -

EF1: Formulacion del embutido 1 con tripa natural. EF2: Formulacién del embutido 2 con tripa artificial. EF3: Formulacion del embutido 3 con

tripa artificial. EF4: Formulacion del embutido control.
*Sustituido por carne de puerco.

Se mezclaron de manera envolvente los
encapsulados probidticos, posteriormente la

2.7. Viabilidad de las bacterias acido
lacticas (BAL) en el embutido

El recuento de BAL se realizé durante las tres
semanas de almacenamiento a 8 °C. Para
medir la viabilidad de las BAL se pesaron 10
g de cada embutido, se agregaron 90 mL de
solucidn de fosfatos (solucion stock o madre)
estéril, se homogeniz6. Se tom6 1 mL y se
adiciond a un tubo con 9 mL de solucién
stock estéril. Se realizaron diluciones seriadas

19

mezcla fue introducida de manera artesanal
en tripa artificial (figura 1).

L ——————E
Figura 1. Embutido elaborado con Pleorotus ostreatus.

101, 102 y 103 Se tomé 1 ml de cada
dilucién y se inoculd en cajas petri con agar
MRS a través de la técnica de vaciado en
placa, se incubaron a 37 + 1 °C durante 12 h,
posteriormente se realizd el conteo de
colonias (Numak®), para obtener las
unidades formadoras de colonia (UFC/g) de
acuerdo a la NOM-092-SSA1-1994.

2.8.  Andlisis

quimico  proximal vy
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microbioldgico

Se determin6d la humedad, cenizas, grasa
cruda, proteina cruda y fibra cruda del
embutido, mediante andlisis  quimico
proximal, utilizando los métodos publicados
por la AOAC (20).

Se muestrearon individualmente los tres
tratamientos (EF1, EF2, y EF3), asi como el
control (EF4), para determinar la presencia de
coliformes totales y fecales, tomando como
referencia la NOM-093-SSA1-1994 (21) para
asegurar la higiene y la calidad del producto.

2.9. Determinacién de color

El color fue determinado en el exterior de los
embutidos durante tres semanas de
almacenamiento a una temperatura de 8 °C,
se utiliz6 un espectrofotocolorimetro de
reflectancia (560 nm) (KONICA MINOLTA,
CM-600d), se  midieron los ejes
L*(luminosidad), a* (indice de rojos y
verdes) y b* (indice de amarillos y azules)
con la finalidad de observar algin cambio
significativo en el color de los cuatro
embutidos ~ formulados durante  su
almacenamiento.

3.0. Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) vy prueba de Tukey
considerando una p<0.05 utilizando el
programa Minitab® versiéon 17.0 para
Windows 10.

3. Resultados y discusion
3.1. Cinética de crecimiento

En la figura 2, se muestra la curva de
crecimiento de las cepas de L. casei y L.

20

Noviembre - Diciembre 2020

plantarum. Respecto a L. casei (figura 2A) se
observa que la fase exponencial inicié
alrededor de la4 h (0.338 g/L) y finalizd a las
13 h (1.794 g/L); estos resultados son
similares con los encontrados por Jurado et
al. (22), quienes utilizaron medio MRS,
alcanzando el maximo crecimiento entre 6 y
7 h (biomasa desarrollada), generandose
ademés cambios en el pH (5 y 6) debido al
acido lactico. En la figura 2B se muestra el
inicio de la fase de crecimiento de L.
plantarum alrededor de las 4 h (0.308 g/L) y
finaliza a la 13 h (2.322 g/L). Jurado et al.,
(22), mencionan que L. plantarum es una
especie importante en la fermentacion de
productos vegetales. Flores (23) menciona
que L. plantarum obtiene una baja tasa de
crecimiento celular en presencia de sustratos
adecuados para la produccion de algunos
exopolisacaridos, mediante una ruta
metabolica mas compleja (24); sin embargo,
en este proyecto se utilizaron medios de
cultivos 6ptimos para el crecimiento de L.
plantarum. En la fase exponencial de las
bacterias se desarrollan diversos compuestos
con algunas actividades especificas, algunos
de estos sintetizados por bacterias acido
lacticas; estos tienen diversas estructuras y
funciones, generalmente presentan actividad
antimicrobiana contra patdégenos alimenticios
y patdgenos gastrointestinales (25).

El inicio de la fase exponencial de L.
plantarum se presento entre 4 y 5 h en medio
MRS (Man, Rogosa y Sharpe); existen
reportes (26; 27; 28) que indican el efecto
adverso de L. plantarum sobre bacterias
patogenas debido a la produccion de
sustancias  antimicrobianas como la
plantaricina durante su crecimiento. La
diferencia entre las fases exponenciales se
debe al tipo de cepa y al sustrato de
crecimiento (29).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de L. casei (A) y L. plantarum (B) en medio MRS.

3.2. Encapsulacion

Para la encapsulaciéon realizada se utilizo
almidon de malanga como gelificante,
resultando encapsulados esféricos de 0.3 mm;
ademas, es necesario que las cepas se
encuentren en la fase exponencial, para que la
concentracion de bacterias sea mayor a 1x10°
UFC/mL. En la figura 3, se puede observar la
encapsulacion de forma esférica (observada
con microscopio estereoscopio a 2X); se
observa que las esferas pueden ser usadas
eficientemente para la preparacion de
cultivos iniciadores de bacterias con alta
viabilidad y vida de anaquel, estas pueden ser
directamente ingeridas en los productos que
se adicionan. Las bacterias encapsuladas
presentaron una viabilidad adecuada, un
crecimiento mayor a 1x10® UFC/mL, debido
a la presencia de lactosuero, este subproducto
de la industria quesera que mayormente no se
aprovecha (19); el lactosuero contiene

lactosa, que es utilizada por las bacterias
acido lacticas, a través del proceso de oxido-
reduccion para la obtencion de energia
quimica. La encapsulacion incrementa la
viabilidad de los probidticos durante el paso
por el tracto gastrointestinal en presencia de
condiciones  enzimaticas, cambios de
temperatura, sales biliares y acidez (30).
Debido a los problemas de viabilidad y
funcionalidad que presentan los probidticos
(31), laindustria de alimento ha optado por la
encapsulacién de bacterias, ademas, se ha
demostrado que la técnica de extrusion no
causa dario celular por lo que se mantiene la
viabilidad de los probioticos, ademas puede
realizarse bajo condiciones aerdbicas y
anaerobicas, no utiliza solventes toxicos (32).
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Figura 3. Esferas de alginato-almidén con cepas de
Lactobacillus casei.

3.3. Viabilidad de las BAL encapsuladas en
el embutido

Las  encapsulaciones realizadas  con
lactosuero, alginato de sodio y almidon de
malanga presentaron un diametro de 3 mm,
una de las caracteristicas destacadas del
almidéon de malanga es el tamafio de su
granulo (1-5 um), factor principal que permite
la estabilizacion de las encapsulaciones;
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ademas, le confiere proteccion a las bacterias
encapsuladas (33). El uso del almidon de
malanga, es por su facil obtencion de los
cormos, y proveerle valor agregado al cultivo
de malanga.

En la tabla 2, se muestran los resultados de la
viabilidad de las bacterias presentes en los
embutidos EF1, EF2 y EF3. El recuento de
BAL se realizé durante las tres semanas de
almacenamiento a 8 °C (34) y se observa que
las cepas encapsuladas mostraron un
crecimiento mayor a 1x10"6 UFC/g (35) y
puede observarse un incremento paulatino
durante las tres semanas de almacenamiento
por lo que pueden ser considerados como
alimento probidtico. Ademaés, siendo el
alimento EF2 el que mayor cantidad de UFC
presenta durante ese periodo. A diferencia del
embutido EF1 (tripa natural) el cual se
observé que en el transcurso de la segunda
semana la cubierta comenzo a desintegrarse,
presentando ademas olores desagradables, y
para la tercera semana se degradd por
completo (datos no mostrados);
probablemente, se deba a la produccion de
acido lactico por el L. casei (36,39).

Tabla 2. Viabilidad de probiéticos en las formulaciones de chorizo.

EF1 con L. casei sin EF2 con L. casei EF3 con L. plantarum
Dilucién encapsular (UFC/g) encapsulado (UFC/qg) encapsulado (UFC/g)
Semanas Semanas Semanas

1 2 3 1 2 3 1 2 3

10t I | I | I | | | |

102 I | | | | | | | |

103 18 | | 37 | | | | |

10+ 8 | | 12 | | 280 | |

10° 4 66 78 2 361 286 50 138 .
10° 3 11 25 2 278 94 15 58 108

I: Incontable (cantidad superior a 1x10% UFC/g).

Se observd en EF1 (L. casei sin encapsular)
almacenado a 5 + 1 °C alta viabilidad de las
BAL, sin embargo, la tripa presentd perdida
de textura y sintomas de fermentacion del
producto. El almacenamiento de productos de
esta naturaleza a 5 + 1 °C es un método
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aceptable pero no el ideal para conservacion
bacteriana debido al contenido de humedad
de los productos (37), no es recomendado
manejar tiempos largos de almacenamiento
para embutidos con tripa natural (38). Los
resultados presentados en el embutido se
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atribuyen a la actividad metabdlica de las
bacterias acido lacticas (BAL), que ocasionan
el deterioro externo, alteracion de olor, de
coloracion, acumulaciéon de gas, exceso de
exudado y presencia de viscosidad en la
superficie, caracteristicas similares
reportadas por Buelvas (39) en la evaluacion
de embutidos de marca comercial, que
presentaron mayores recuentos de bacterias
acido lacticas, teniendo el mismo
comportamiento tales como el deterioré de
tripa, olores a fermentacion y viscosidad en
las condiciones de refrigeracion a 6 °C.
Buelvas et al. (39) mencionaron que el
incremento de las BAL libres es mas
prominente, sin importar su lugar de
almacenamiento, debido a que 15 dias de
almacenamiento superan el limite critico de
crecimiento para las BAL, que provoca un
descenso hasta pH 5, por la actividad
metabolica de estas bacterias las cuales
generan grandes cantidades de acido lactico,
alcanzando su méaximo en las superficies del
producto en jamones, salchichas entre otro
tipo de embutidos artesanales.

En la tabla 2, se puede observar que en la
primera y segunda semana la muestra EF2
alcanz6 un crecimiento de 2x10°y de 278x10°
UFC/g, respectivamente, mientras que en la
tercera  semana de  almacenamiento
disminuy6 a 94x10% UFC/g, siendo este
Gltimo superior a 10° UFC/g, cantidad
establecida por la NOM-181-SCFI-2010 (38)
para ser considerado un producto probiotico
(40). A diferencia de EF1, la formulaciéon EF2
permanecid con caracteristicas aceptables
hasta la segunda semana de almacenamiento.
A partir de la tercera semana presento
viscosidad en la superficie, alteraciones de
olor y coloracion. Este embutido presentd
mayor estabilidad en el color y mayor
incremento de las bacterias, efecto
proporcionado por el encapsulamiento de la
cepa de L. casei. Rodriguez et al. (41) report6
que L. casei encapsulado por liofilizacion en
alginato de calcio no alcanz6 los niveles
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recomendados por la FDA (2002) después de
30 dias de almacenamiento a 22 °C, debido a
que el proceso de liofilizacion disminuye
notablemente la actividad de agua y la
humedad en los encapsulados, resultados
concordantes a los aqui obtenidos, ya que se
observd que en la tercera semana disminuye
la cantidad de bacterias; sin embargo la
liofilizacion es un proceso de secado a bajas
temperaturas manteniendo la viabilidad de las
bacterias  restantes dentro de los
encapsulados. Cabe mencionar la viabilidad
de Lactobacillus en EF2 se tom0 al quinceavo
dia de almacenamiento a 5 = 1 °C, en
comparacion con el embutido EF4 que
obtuvo 7 dias de vida de anaquel (datos no
mostrados). Por otro lado, Rodriguez et al.
(41) mencionan que la viabilidad se da por la
sobrevivencia con baja actividad de agua en
las capsulas de alginato de calcio que varia
entre 0.180 a 0.230, ya que esto proporciona
la estabilidad a las céapsulas y evitan
reacciones bioquimicas por parte de las cepas
(41; 42), ademas en estas encapsulaciones las
bacterias sobrevivieron debido al contenido
de lactosuero dentro de las mismas.
Chaikham (43) publicé que Lactobacillus
casei puede prolongar su vida de anaquel
hasta 30 dias de almacenamiento a 4 °C
encapsulados con alginato y extractos de
plantas, como extractos de flores de anacardo
y extractos de té verde las cuales fueron
afadidas a jugos y yogurt.

Respecto al producto EF3, la viabilidad de L.
plantarum  encapsulados  durante el
almacenamiento, presentaron un crecimiento
mayor a lo establecido en la NOM-181-SCFI-
2010 (35); en la primera semana se observé
un crecimiento de 15x108 UFC/g, durante la
segunda semana fue de 58x10% UFC/g y en la
tercera semana se observo mayor crecimiento
(108x10° UFC/g), valor permisible para ser
considerado un alimento probiotico. L.
plantarum, presentd un crecimiento optimo
hasta la segunda semana, no obstante, se
adapté durante las tres semanas de
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almacenamiento, esto se debe a los
componentes del suero de leche que aportan
fuentes de carbono, nitrdgeno, azucares
simples que estimulan el crecimiento de los
Lactobacillus (44). Los productos que
contienen  bacterias  probioticas, deben
almacenarse en refrigeracion para mantener
su viabilidad. El periodo de vida util para
estos productos es mas corto que en productos
sin probioticos. Sin embargo, la formulacion
EF3 tuvo una vida de anaquel favorable hasta
la tercera semana, sin presencia de viscosidad
exterior, textura, olor, coloracion visual
aceptable, seguro como consecuencia de la
produccion de plantaricina por L. plantarum
que tiene un efecto bioconservante (45), esta
sustancia inhibe el crecimiento de bacterias
patdgenas como Aeromonas hydrophila,
Flavobacterium columnare, Streptococcus
agalactiae y Flexibacter sp. y tiene una alta
resistencia a  diferentes  antibidticos
principalmente carbenicilina, tetraciclina,
cloranfenicol y florfenicol. Lo que se deduce
que L. plantarum puede ser un potencial
sustituto de los antimicrobianos sintéticos
(46). Otras investigaciones demuestran que la
plantaricina también inhibe el crecimiento de
bacterias que atacan a alimentos refrigerados;
también puede ser un conservador natural
similar al utilizado en las industrias, ya que el
tiempo de vida util resulta de 15 dias (46).
Betancourt (47) mencion6 que L. plantarum
produce acidos organicos como: acido citrico,
succinico, propionico y lactico, este tltimo en
una concentracion de 48.29 g/L, compuestos
que estan asociados con la actividad
antagénica frente a  microorganismos
patogenos. ElI método de encapsulacion es
una buena alternativa para la viabilidad de los
probidticos (41; 48), entre ellos se encuentra
L. plantarum donde indica que sobreviven
seis semanas de almacenamiento en jugos de
naranja y manzana refrigerados a 4 °C
alcanzando 10”6 UFC/mL, mientras que los
probidticos sin encapsular perdieron su
viabilidad dentro a las cinco semanas de vida
util (41; 38). Dicho dato se relaciona con la
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evaluacion de EF3 en esta investigacion,
donde se observa que L. plantarum va en
aumento cada semana, teniendo en cuenta que
el sustrato no era el ideal logro adaptarse y
prolongar la biomasa con mayor rapidez.

Por otro lado; el suero de leche contiene una
buena cantidad de proteinas y lactosa (5%)
que puede ser fermentado (49) por bacterias
lacticas para producir acido lactico, utilizable
en otros procesos y asi disminuir el impacto
ambiental que este residuo produce (50). Al
inocular el suero de leche con lactobacilos se
prolonga su estabilidad aerdbica y potencia la
temperatura ambiente hasta por 24 h. El L.
plantarumy L. casei convierte la mayor parte
de la glucosa en &cido lactico. Generalmente
actuan bajo la ruta metabdlica de Embden-
Meyerhof (glucdlisis) donde se producen dos
moléculas de &cido lactico a partir de cada
molécula de glucosa (30).

3.4. Anélisis quimico proximal

El andlisis quimico proximal de la
formulacion EF2 (L. casei encapsulados) y
EF3 (L. plantarum encapsulados) se muestra
en la tabla 3, el resto de las formulaciones
(EF1y EF4) no se les realizd la prueba ya que
presentaron reacciones adversas (inflado y
contaminacion). Se observa que EF2 y EF3
poseen mayor concentracion de carbohidratos
y fibra, debido a la presencia de P. ostreatus
el cual contiene B-glucanos, un tipo de
carbohidrato, ademés en la tabla se aprecia
que ambos productos poseen una
concentracion baja de proteina, esto debido a
la pasteurizacion de los insumos y materia
prima utilizado en la elaboracion del
embutido. La proteina de origen animal
(huevos, leche, carne y pescados) es mas
completa que la de origen fangico (hongos
comestibles). Sin embargo, P. ostreatus es un
hongo comestible que posee polisacaridos,
fenoles, lactonas y es rico en B-glucanos,
ademas posee bajo contenido en grasas
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saturadas (51).
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Tabla 3. Composicion quimica proximal de dos embutidos con Lactobacillus encapsulados con almidén de malanga.

Parametro EF2 con L. casei EF3 con L. plantarum
(%) (%)

Humedad 88.46+0.036° 84.59+0.035"
Cenizas 0.5+ 0.021% 0.58+0.040°
Grasa 0.19+0.015, 2.61+0.075°
Proteina 0.11+0.020, 0.39+0.065°
Fibra cruda 4.89+0.058° 6.60+0.051°
Carbohidratos 6.97+0.0532 6.04+0.049°

*Letras diferentes en cada fila indican diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05, ANOVA).

En la tabla 3, se observa que existe
diferencias estadisticas (p<0.05) en el
contenido de proteina en los dos embutidos,
EF1 y EF4 se descartaron debido a la corta
vida de anaquel que presentaron (6 dias);
mientras que en el contenido de fibra se puede
observar una diferencia estadistica, mayor
para el embutido EF3, probablemente se deba
a la adicién de L. plantarum y su produccion
de metabolitos debido al contenido de B-
glucanos en el embutido (52). Se puede
apreciar también un alto contenido de grasa
en la formulacion EF3, esto se debe al aceite
vegetal afadido, este componente combinado
con el resto de los ingredientes pueden ser
una alternativa de alimento funcional. Los
datos de ambas formulaciones se relacionan
con los reportados por Lazo (53), quién
desarroll6 un embutido de champifiones y en
su andlisis quimico proximal reportd un
contenido de ceniza del 0.047%, humedad
77.843%, fibra 5.277%, grasa 0.158% vy
proteina 0.26%; la diferencia entre los
embutidos EF2 y EF3, y el elaborado por
Lazo (53) es el contenido de proteina
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(0.10%). Segun Cortés et al. (54) el Pleurotus
ostreatus puede alcanzar un 30.71% de
proteina (base seca) (55), se observa que los
productos elaborados tienen bajo contenido
de proteina debido a que durante la
elaboracion de los embutidos el hongo paso
por un proceso térrmico el cual podria ser la
causa de la desnaturalizacion de las mismas.

3.5. Evaluacién microbioldgica

Los coliformes totales y fecales se evaluaron
mediante analisis microbioldgicos en ambas
formulaciones (EF2 y EF3); de acuerdo con
el método publicado en la NOM-093-SSA1-
1994 sobre las préacticas de higiene y sanidad
en la preparacion de alimentos. Los
resultados de coliformes totales de EF2 y EF3
fue 5 UFC/g, valor por debajo del limite
establecido en la NOM, ademés de la
ausencia de coliformes fecales; lo anterior
indica que, ambos embutidos son inocuos y
aptos para consumo, de acuerdo a lo
establecido en la norma referida.
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Tabla 4. Analisis microbioldgico de Formulacion EF2 y EF3.
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Valor Maximo Resultado Resultado UFC/
Determinaciones NOM-093- UFC/mlde mide (EF3)
SSA1-1994 (EF2)
Coliformes totales 50 UFC/m. 5 UFC/ml No desarrollo de
NOM-113-SSA1-1994 coliformes por ml
Coliformes Fecales Negativo Negativo Negativo

NOM-210-SSA1-2014

La ausencia de coliformes totales y fecales en
ambas formulaciones se debe, ademas de las
buenas practicas sanitarias realizadas durante
la elaboracion del producto, a la presencia de
acido lactico producido por L. casei, quiénes
son bacterias homofermentativas, que
sintetizan &cido lactico superior al 80%,
equivalente a 30.21 g/L, el cual podria
contribuir a disminuir el pH del medio a 5.94
y 5.57 cuando la bacteria se encuentra en la
fase estacionaria, lo que no permite el
crecimiento de bacterias patégenas como E.
coli (56); en la formulacion EF3,
probablemente se deba a que L. plantarum
durante la fase exponencial empieza a
producir plantaricina, que provee efectos
bactericidas en bacterias gram positivas y
negativas, el efecto bactericida producido por
ésta BAL se detiene cuando llega a la fase
estacionaria; la plantaricina, tiene una
prometedora aplicacion al ser activa frente a
bacterias gram negativas, a diferencia de la
mayoria de bacteriocinas reportadas (39).

3.6. Medicién de color en los embutidos
3.6.1. Luminosidad (L*)

En la figura 4, se puede apreciar el
seguimiento del parametro L* para los tres
embutidos  formulados con  Pleorotus
ostreatus (EF1, EF2, EF3) y el formulado de
carne de cerdo (EF4). En la figura 3, se
observa que el embutido EF1 presenta valores
de luminosidad (L* = 50.92) sin diferencias
significativas (p>0.05) al formulado con
carne de puerco (EF4), sin embargo, el
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parametro L* del formulado con P. ostreatus
desciende  drésticamente  durante el
almacenamiento, lo que indica que el
embutido va adquiriendo un color gris,
debido a que la presencia de las BAL en los
embutidos disminuye el pH,
consecuentemente ocurre la inhibicion de
microbiota  patdgena,  desnaturalizando
algunas proteinas, causando cambios de
coloracion (57); seguido de la formulacién
EF2 (47.88) y EF3 (37.69). Los tres
embutidos con Pleorotus ostreatus, durante
su almacenamiento, presentan valores de L*
superiores a 37.0, muy similar a los reportado
por Tipan (58), quién evalu6 un embutido a
base de champifion (Agaricus bisporus),
indicando que los pardmetros de L* se
encuentra entre 31.76 - 40.42; por lo que se
puede asumir que, la adicion de bacterias
probidticas no afecta el color durante ese
periodo de almacenamiento. Se pudo
constatar que el embutido EF2 no presentd
cambios significativos en los valores de L*
durante el almacenamiento, ademas que los
valores fueron muy cercanos a los
presentados por la formulacién a base de
carne de cerdo.

Los valores de L* (cercanos a 50) estan
asociados con la humedad o grasa presente en
el interior del embutido, ademas, afectan
directamente la luminosidad, también se
puede atribuir a la naturaleza y cantidad del
chile presente en el alimento (59; 56). Las
BAL encapsuladas producen metabolitos
primarios como &cidos organicos los cuales
modifican el pH y la acidez, ocasionando
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inactivacion de enzimas responsables del polifenoloxidasa (PPO) y lipoxigenasa
oscurecimiento tales como la (LOX).
60
a b s 2
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40 — — —
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x 30 +— — — — — mlasemana
-
W 2a semana
20 +— — S - 3a semana
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Tipo de embutido

Figura 4. Valores de Luminosidad (L*) de los cuatro embutidos durante el almacenamiento.
*Letras diferentes entre la semana del mismo tratamiento indican diferencias significativas (p<0.05, ANOVA).

3.6.2. Valores de a* y b*

En la figura 5A se muestran los valores de a*,
variable relacionada al color rojo (valores
positivos) y verde (valores negativos), donde
se aprecia que los embutidos elaborados con
el hongo P. ostreatus presentan valores
durante el almacenamiento por debajo de
20.0, mientras que el elaborado de carne de
puerco (EF4) la primera y segunda semana
presentd valores de 5184 y 27.86,
respectivamente. El embutido EF2, muestra
valores menores de 14.0, sin embargo, no
presenta cambios significativos durante las
tres semanas de almacenamiento (p>0.05),
condicion que no se observa en los embutidos
EF1, EF3 y EF4, que muestran grandes
diferencias (p<0.05) mientras transcurre el
tiempo de almacenamiento. Los cambios que
se observan en los embutidos durante el
almacenamiento, probablemente se deba a la
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coloracion proporcionada por los
ingredientes usados, ya que conforme
transcurre el almacenamiento tiende a
estabilizarse debido a la presencia de BAL y
sus metabolitos que actian como
conservadores naturales, para los embutidos a
base del hongo, caso que no ocurre para EF4.
Respecto a los valores de b* (figura 5B) se
observa que la mayoria de los embutidos
presentan valores diversos, con diferencias
significativas (p<0.05) durante su
almacenamiento, incluyendo al elaborado
con carne de cerdo (EF4). El embutido EF2
mostro valores de 15.0, sin evidenciar
cambios significativos, lo que indica que fue
el dnico embutido que mostr6 mayor
estabilidad, de acuerdo con los valores de L*,
a* y b*, esto probablemente se deba a que en
su formulacidn se adicioné la cepa de L. casei
encapsulada, a diferencia de EF1 que se
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adicion0 la cepa sin encapsular. Por el otro
lado en EF3 se adicioné L. plantarum
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encapsulado.
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Figura 5. Valores de a* (A) y b* (B) de los cuatro embutidos durante el almacenamiento.
*Letras diferentes entre la semana del mismo tratamiento indican diferencias significativas (p<0.05, ANOVA).

4. Conclusiones

El almidén de malanga utilizado como
gelificante y la técnica de encapsulacién son
utiles para la proteccion de los Lactobacillus
contra factores extrinsecos, lo que permite
prolongar la viabilidad de los probidticos.

En la formulacion EF2 se obtuvo un
incremento de 94X10° UFC/mL de L. casei
encapsulados, considerado como alimento
probidtico con base a la NOM-181-SCFI-
2010. El uso del lactosuero como sustrato en
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el embutido EF3 con Lactobacillus
plantarum, gener6 una prolongada fase
exponencial, alcanzando su  maximo
crecimiento a la tercera semana (108x10°
UFC/g), ademas los probi6ticos son liberados
por la pared permeable.

Se obtuvieron dos embutidos tipo chorizo de
Pleurotus ostreatus con bacterias &cido
lacticas encapsuladas, de acuerdo a lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana
(NOM-181-SCFI-2010), estos productos
alimenticios pueden ser considerados como
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probidticos o alimentos funcionales, que
pueden presentar una alternativa viable de
proteinas y  compuestos  bioactivos
provenientes del lactosuero y P. ostreatus, asi
como de los metabolizados por las BAL
utilizadas.
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