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Resumen y Abstract A%

Resumen

Evaluacion de la inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en panela

granulada con propiedades probidticas

El secado por aspersion es una estrategia que permite la preservacion y conduccion de compuestos
bioactivos mediante la formacién de una matriz protectora, con alta viabilidad de poblacion
bacteriana y de costo accesible. Por otro lado, la produccion panelera forma parte de la economia
campesina familiar Narifiense y la transformacién contribuye en los ingresos monetarios. En el
estudio, se evaluo la inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en panela granulada
en el tiempo. Para conseguirlo, se optimiz6 el secado por aspersion, luego, se caracterizd por:
Microscopia Electronica de Barrido (MEB), eficiencia de microencapsulacion, estudio de
supervivencia y estabilidad (64 dias). Se determind la estabilidad del probidtico microencapsulado
bajo condiciones gastrointestinales in-vitro. Finalmente, se evalu6 la viabilidad en almacenamiento
(45 dias) en la inclusion de una formulacion de panela granulada con L. reuteri microencapsulado.
Como resultado, los pardmetros para el L. reuteri microencapsulado se establecieron a 130 °C de
temperatura de entrada, 10% de maltodextrina y 10 % de inulina. En la caracterizacion del material
encapsulado se observaron particulas esféricas con superficie lisa de 6.085+0.621 pm, EE
96.12240.245 %, viabilidad 8.781+0.178 Log UFC/g, humedad 3.120+£0.057 y aw 0.255+0.003. La
viabilidad de L. reuteri microencapsulado bajo condiciones gastrointestinales fue mayor a
8.118+0.434 Log UFC/g. Finalmente, se desarroll6 una formulacién de panela granulada con la
inclusion de L. reuteri microencapsulado con viabilidad de 10.658+0.867 Log UFC/g, humedad
(2.088+0.093 - 5.032+0.065) y aw (0.394+0.002 - 0.601+0.002). Estos resultados, indican que la
formulacion es viable en términos de viabilidad, aw, humedad, composicion nutricional y aceptacion

sensorial.

Palabras clave: Secado por aspersion, Limosilactobacillus reuteri, panela, maltodextrina, inulina.



VI Evaluacion de la inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en panela
granulada con caracteristicas probidticas

Abstract

Evaluation of the inclusion of microcapsulated Limosilactobacillus reuteri in granulated

jaggery with probiotic proprieties

Spray drying constitutes an effective approach for preserving and delivering bioactive compounds
by forming a protective matrix that ensures high bacterial viability at a relatively low cost. Moreover,
panela production is integral to the family-scale peasant economy of Narifio, with value-added
processing contributing to household incomes. This study investigated the temporal inclusion of
microencapsulated Limosilactobacillus reuteri in granulated panela. To achieve this, the spray-
drying process was optimized, and the resulting powder was characterized by Scanning Electron
Microscopy (SEM), encapsulation efficiency (EE), survival and stability assays over 64 days, and
in-vitro gastrointestinal simulation. Finally, probiotic viability was assessed during 45 days of
storage in a formulated granulated panela containing microencapsulated L. reuteri.

Optimal microencapsulation conditions were established at a 130 °C inlet temperature with 10%
maltodextrin and 10% inulin. SEM revealed spherical, smooth-surfaced microcapsules averaging
6.085%0.621 um in diameter; EE was 96.122+0.245%, viability reached 8.781+0.178 Log CFU/g,
moisture content was 3.120+£0.057%, and water activity (aw) was 0.25540.003. Under simulated
gastrointestinal conditions, microencapsulated L. reuteri viability exceeded
8.118+0.434 Log CFU/g. The granulated panela formulation maintained a viability of
10.658+0.867 Log CFU/g, moisture between 2.088+0.093% and 5.032+0.065%, and aw between
0.394+0.002 and 0.601 = 0.002. These results demonstrate that the formulated product is viable with

respect to probiotic viability, aw, moisture content, nutritional composition, and sensory acceptance.

Keywords: Spray drying, Limosilactobacillus reuteri, panela, maltodextrin, inulin.
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Introduccion

La panela es un endulzante natural obtenido al someter el juego de cafia de azacar (Saccharum
officinarum) a elevadas temperaturas, en este proceso se concentran las azlcares y se reduce la
humedad hasta un 3% (Aponte, 2020). La panela se caracteriza por su contenido en minerales,
vitaminas, aminoacidos, proteinas, antioxidantes (Lee et al., 2018), sacarosa y menos del 10% de
glucosa y fructosa, que le confieren un alto valor nutricional y posible reduccion del riesgo de

diabetes (Asfaq et al., 2023; H. Ramirez, 2018).

Las cifras de la Unidad de Planificacion Rural Agropecuaria (UPRA, 2023) indican que Colombia
es el segundo productor de panela a nivel mundial, centrandose nacionalmente en los departamentos
de Santander, Cundinamarca, Antioquia, Boyaca y Narifio (SIPA, 2023). Sin embargo, el consumo
de panela a nivel nacional entre 2000 y 2021 ha decrecido constantemente (UPRA, 2023), la
disminucién de la demanda junto a la variacion en el precio, son factores que afectan principalmente
la agricultura familiar y el pequefio productor tradicional, actores con gran participacion en la
produccion de panela nacional (Rodriguez et al., 2019), alteraciones que se pueden disminuir

mediante el desarrollo de nuevas propuestas alimentarias de la mano con la innovacion y tecnologia.

El consumo de panela en Colombia disminuye a medida que aumentan los ingresos familiares debido
a la elasticidad negativa de la demanda, los cambios en los habitos de consumo, la preocupacion por
la salud y las preferencias culturales (Rodriguez et al., 2019). Para asegurar la sostenibilidad de la
produccion de panela, es importante posicionarla como un producto de alto valor agregado con
atributos diferenciadores en el mercado (FEDEPANELA, 2022), entre ellos, la presentacion e
innovacion. La panela granulada o en polvo gracias a su rapida solubilidad y facil dosificacion, es
de comoda manipulacion y mayor versatilidad para uso en recetas, ademas, por el bajo contenido de
humedad (10-30 g/kg panela granulada y 50-120 g/kg en bloque) se estima que la vida util es mayor

a comparacion con la presentacion de panela en bloque (Verma et al., 2019a).
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Sin embargo, los crecientes problemas de salud a nivel mundial, la globalizacion, la eficacia de los
probidticos, el aumento de la diversidad étnica e ingredientes alimentarios mas nutritivos, son
algunos de los factores claves para el crecimiento del mercado de probidticos (Tufarelli & Laudadio,
2016), de tal forma que la ciencia y tecnologia alimentaria ha desarrollado un caracter dinamico y se
han disefiado nuevos alimentos, entre ellos los alimentos funcionales, probioticos, prebioticos y
simbidticos (May-Torruco et al., 2020). Una de las principales caracteristicas de los probioticos,
generalmente Bacterias Acido Lacticas (BAL), es su distribucién en la naturaleza y produccion de
metabolitos de gran interés para la salud humana y animal, industrias de alimentos, farmacéutica,

cosmética y quimica (El-Enshasy & Yang, 2021).

En la salud humana y/o animal, los probioticos tienen la capacidad de colonizar y multiplicarse en
el intestino del consumidor después de la administracion, lo que conlleva efectos beneficiosos al
modular diversos sistemas biologicos en el hospedador (Divyashree ef al., 2024). Algunos de los
microorganismos comunmente utilizados en los probidticos son Lactobacillus rhamnosus,
Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus casei y especies del genero Bifidobacteria, (Essa et al.,
2023). No obstante, la viabilidad de los microorganismos se ve afectada por las condiciones
ambientales y gastrointestinales, como temperatura, humedad, pH y oxigeno (Rodrigues et al.,
2020). La inclusion especifica de probioticos en el disefio de un alimento funcional requiere la
utilizacion de métodos que protejan el microrganismo para evitar disminucion en las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) minimas recomendadas que ejercen el efecto probidtico en el
consumidor (10%-108 UFC/mL) (El-Enshasy & Yang, 2021; Yin et al., 2024). Una alternativa es la
microencapsulacion de BAL mediante el método de “secado por aspersion” o “spray drying”, es el

mas recomendado y utilizado debido a su bajo costo y alta eficiencia en el proceso (Yin et al., 2024).

La microencapsulacion se entiende como la captura de un compuesto activo dentro de una matriz o
material pared que lo protege de las condiciones del entorno, minimiza la interaccién con otros
componentes, controla su liberacion y aumenta la estabilidad de los compuestos bioactivos
preservando su integridad (Laureanti et al., 2023). Existe gran cantidad de materiales de
recubrimiento, entre ellos, maltodextrina e inulina, Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS)
(Oluwatosin et al., 2022) y clasificados como prebidticos por sus efectos benéficos y su crecimiento
bacteriano selectivo en funcion de BAL y la flora bacteriana del tracto intestinal (Luzzi et al., 2024;
Shah et al., 2020) , en esta sentido, la maltodextrina MD, es un polisacarido derivado de la hidrolisis
acida o enzimatica de almidén (Saavedra—Leos et al., 2018), de bajo costo y alta eficiencia en

encapsulacion de materiales (Laureanti ef al., 2023), y la inulina, un polisacarido lineal que se
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encuentra principalmente en plantas (S. Zhang et al., 2023). Los alimentos funcionales poseen
propiedades especificas que las diferencias de los alimentos convencionales, mas alla de su valor
nutricional, influye de manera medible en las funciones fisiologicas en términos de promocion de la
salud o prevencion de enfermedades (May-Torruco ef al., 2020). Un alimento funcional puede ser
natural, al que se le ha afiadido o eliminado un ingrediente, producto al que se le han modificado
componentes, biodisponibilidad, o cualquier combinacion de estas posibilidades (Pérez-Martinez et

al., 2023).

La inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulada en panela granulada como alimento
con caracteristicas funcionales en el municipio de Pasto, Narifio, es una propuesta biotecnologica
aplicada en la agroindustria rural en la region. La produccion panelera abarca desde el cultivo hasta
su transformacion, proceso guiado por la mano del productor. Asi, la integracion de probioticos con
la produccion panelera, y el uso de nuevas tecnologias para el disefio de un alimento con

caracteristicas funcionales, puede generar un producto con valor agregado

De acuerdo con lo mencionado anteriormente y por medio de esta investigacion se formula la
siguiente la pregunta de investigacion: ;,Cual es el efecto de la inclusion de Limosilactobacillus

reuteri microencapsulado en panela granulada con caracteristicas probidticas?
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en panela granulada con

propiedades probidticas.

Objetivos especificos
. Optimizar el proceso de secado por aspersion para la obtencién de microcapsulas de

Limosilactobacillus reuteri.

. Determinar la supervivencia del microencapsulado de Limosilactobacillus reuteri bajo

condiciones gastrointestinales in vitro.

. Evaluar la estabilidad durante el almacenamiento de una panela granulada adicionada con

Limosilactobacillus reuteri.



1. Capitulo 1. Marco tedrico

1.1 Panela

La panela es un edulcorante tradicional no centrifugado, popular en muchos paises de Suramérica y
Asia (Verma et al., 2019). Producto sé6lido que se obtiene a través de la evaporacion, concentracion
y cristalizacion del jugo de la cafa de azicar, posteriormente se moldea o somete a una reduccion
de particula mediante procesos fisicos para obtener presentaciones en bloque o granulos (Aponte,
2020; Solis-Fuentes et al., 2019). Sin importar su presentacion, este producto es soluble en agua, se
puede utilizar en la industria alimentaria para la fabricacion de refrescos, en reposteria como
endulzante, disponible para consumo directo en bebidas calientes, café, chocolate, aromaticas, té,

salsas para carnes, conservas de frutas, verduras, y suplemento energético (Gupta et al., 2023).

Dependiendo del contenido de humedad, la panela que se puede encontrar en bloque, granulos o
liquida, se caracteriza por tener un tono dorado, textura firme y naturaleza cristalina, es conocida por
sus beneficios para la salud como favorecer la digestion, aliviar el estrefiimiento, limpiar el higado,
aumentar la energia, purificar la sangre, tener efectos anticancerigenos y antitoxicos (Bashir et al.,

2023).

Como sistema productivo, una gran fraccion de la produccion de panela es artesanal, se hace bajo
métodos de economia campesina, siendo la principal actividad econémica y estratégica de empleo
para familias rurales, que dinamiza la economia de las regiones paneleras vinculando a trabajadores
campesinos, transportadores y comerciantes (UPRA, 2023). Este producto juega un papel importante
en el desarrollo econdmico y social, contribuyendo en el Producto Interno Bruto (PIB) y generando
alrededor de 290.000 empleos, distribuidos en los departamentos colombianos de Santander,

Boyaca, Cundinamarca, Antioquia, Narifio y Huila (Beltran Martinez, 2020; Sanchez et al., 2024).

El modelo convencional de produccion de panela ha perdido rentabilidad en comparacion con afios

anteriores, debido a las nuevas demandas del mercado. Los consumidores actuales, la industria
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alimentaria y los mercados internacionales exigen productos con altos estandares de calidad y
presentaciones innovadoras (Silva Gonzales, 2020). En respuesta a estas demandas, la panela
granulada ha surgido como una alternativa tanto para el consumo directo como para su uso en la
industria alimentaria, donde se emplea como sustituto de aziicares no saludables. A través de la
generacion de valor agregado y el aseguramiento de la inocuidad del producto, es posible posicionar
la panela granulada en mercados especializados y en la industria de alimentos (Silva Gonzales, 2020;
Vermaet al.,2019). Ademas, Bhola & Bhadekar (2024) determinaron que la incorporacion de panela
liquida organica como aditivo favorece significativamente la promocion de los probidticos,
mejorando tanto las cinéticas de crecimiento como los rasgos funcionales asociados al crecimiento

microbiano.

1.1.1 Produccion y Consumo

Culturalmente, la panela se comercializa en Colombia en forma de bloques de distintos tamafios,
pesos y disefios. Sin embargo, han surgido otras formas de presentacion, como la panela granulada,
en pastillas saborizadas y en pequefias porciones listas para el consumo personal, tendencias que han
ganado popularidad en supermercados y tiendas especializadas (Alarcon et al., 2020; UPRA, 2023a).
De acuerdo con las cifras de UPRA (2023), para el afio 2022 el pais alcanzo6 un area total cosechada
de 170.464 ha, un promedio de rendimiento de 5.45 Ton/ha, una produccion total de 1,053,674 Ton,
en 29 departamentos del pais, cubriendo 542 municipios. La produccion se centrd en los
departamentos de Santander, Cundinamarca, Antioquia, Boyaca y Narifio (SIPA, 2023; UPRA,
2023).

El mercado de exportacion de panela es dinamico y presenta constante crecimiento, con una tasa de
incremento anual del 21% desde el 2011 tanto en volumen como en valor. En 2021, las exportaciones
alcanzaron 12 mil Ton, generando ingresos de 16 millones de dolares, mientras que para el 2020 el
valor exportado fue de 18 millones de dolares, lo que resalta el gran potencial de este mercado. Las
importaciones de panela son minimas y poco frecuentes, manteniendo una balanza comercial
siempre superavitaria (SIPA, 2023; UPRA, 2023). En exportacion, se presentd un crecimiento de
300% en los ultimos afios, pasando de exportar 3.000 Ton en 2015 a exportar 12.000 Ton para el
afio 2020, tendencia explicada por el consumo de productos con propiedades nutricionales en todo
el mundo, algunos de los principales destinos son Estados Unidos, Espafia, Italia, Chile y Panama

(Sanchez et al., 2024; Tovar & Parra, 2020; UPRA, 2023a). Se exportaron 716 mil toneladas por
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valor de 327 millones de dolares en 2020 (33% de la produccion), ubicando el sector como el cuarto
generador agroindustrial de divisas después de café, flores, banano y aceite de palma. La
agroindustria de la cafia representa el 0,6% del PIB Total Nacional y el 3,7% del PIB Agricola
nacional (Tovar & Parra, 2020; UPRA, 2023). La panela se ha convertido en un producto importante
para el mercado internacional, consumido por comunidades colombianas, venezolanas o mexicanos
en el exterior, y ahora la demandan cada vez mas, tanto los hogares de otras culturas como diferentes

sectores de la cocina internacional (Sanchez ef al., 2024).

1.1.2 Contenido nutricional de panela

La panela es un alimento bésico para la poblacion rural y urbana que sustituye el aztcar refinado. A
diferencia de éste, el proceso de elaboracion de panela evita la pérdida de los nutrientes, vitaminas
y minerales (Gupta et al., 2023; Tyagi et al., 2022). Este producto es rico en proteinas 280 mg/100g,
calcio 40-100 mg, magnesio 70-90 mg, potasio 10-56 mg, fésforo 20-90 mg, sodio 19-30 mg, hierro
10-13 mg, manganeso 0,2-0,5 mg, zinc 0,2- 0,4 mg, cobre 0,1- 0,9 mg, cloruro 5,3 mg, vitamina A
3,8 mg, B1 0,01 mg, B2 0,06 mg, B5 0,01 mg, B6 0,01 mg, C 7,00 mg, D2 6,50 mg (Shrivastav et
al., 2016; Solis-Fuentes et al., 2019). Ademas, contiene polifenoles que pueden variar en un rango

de 3000 a 6000 pg/g (GAE) (Verma et al., 2019).

La panela es mas compleja que el aziicar comun, se compone de cadenas mas largas de sacarosa, que
se traduce en una liberacion lenta de energia y no espontanea. Ademas, las sales minerales presentes
en la panela constituyen una fuente excepcional de minerales esenciales (Asfaq ef al., 2023; Kumar
& Singh, 2020). Los productos de cafia de azlcar no refinados son particularmente ricos en
componentes fenodlicos, especialmente flavonoides, que exhiben efectos antioxidantes vy
antimicrobianos, compuestos bioactivos caracteristicos para el desarrollo de alimentos funcionales
(Barrera et al., 2024; Nath et al., 2015). De igual modo, se atribuyen varios efectos beneficiosos para
la salud a los extractos de cafia de azucar, incluyendo propiedades contra lineas celulares
cancerigenas, estimulacion y regulacion del sistema inmunolégico, proteccion contra el dafio
hepatico, recuperacion de la funcion intestinal, propiedades antitromboticas y antiestrés, un rol
protector contra el dafio en el ADN, estimulacion del crecimiento y prevencion de trastornos como

la hipertension y la diabetes (Barrera et al., 2024).

En Colombia, la produccion panelera es regulada por la Resolucion No. 779 de 2006 y los requisitos

fisicoquimicos para la panela granulada o pulverizada se presentan en la NTC 1311 (ICONTEC,
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2009), valores a cumplir para la comercializacion de la panela apto para consumo humano (Tabla
1-1).

Tabla 1-1: Requisitos fisicoquimicos de la panela granulada o pulverizada.

Requisitos Minimo | Maximo
Humedad % -- 5.0
Cenizas % 1.0 -
Azucares totales (sacarosa) % -- 93.0
Azucares reductores (glucosa) % 5.0 --
Proteinas, en % (N x 6.25) 0.2 --
Potasio mg/100 g 100.0 -
Calcio mg/100 g 10.0 -
Fosforo mg/100 g 5.0 -
Hierro mg/100 g 1.5 -—-
Colorantes Ausencia

Fuente: Tomado de NTC 1311 (ICONTEC, 2009)

1.2 Alimento Funcional

El concepto “alimento funcional” se atribuye a alimentos que tienen posibles efectos beneficiosos
para la salud mas alld de su valor nutricional basico, promueven la buena salud y reducen el riesgo
de enfermedades, dicho significado fue iniciado y regulado por el Ministerio de Salud y Bienestar
de Japon en el afio 1980 y luego avanzo a Norte América y otros mercados (Essa et al., 2023a). La
responsabilidad de dichos efectos beneficiosos se atribuye a compuestos bioactivos presentes en
frutas, productos animales y vegetales especificos, que demuestran en estudios epidemiologicos la

reduccion de los riesgos de diversos trastornos metabdlicos (Karasawa & Mohan, 2018).

Los alimentos funcionales se clasifican en tres categorias: alimentos de uso convencional, alimentos
modificados e ingredientes alimentarios. Los alimentos de uso convencional son aquellos que no ha
sufrido ninguna modificacion y se presentan como un todo, entre ellos verduras, frutas, pescado,
lacteos, legumbres y cereales. Los alimentos modificados corresponden a productos enriquecidos o
fortificados con un nutriente especifico, se encuentran bebidas, snacks, harinas y galletas
enriquecidas con calcio, fosforo, vitaminas, antioxidantes, esteroles de fibra vegetal y acidos grasos
(Essa et al.,2023; Hasler & Brown, 2009). Finalmente, los ingredientes alimentarios son prebioticos,

grupo compuesto por oligofructosa, fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS) y
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transgalactooligosacaridos (TOS), compuestos fermentables por la microbiota intestinal que produce
acidos grasos de cadena corta (AGCC), mejoran la cognicion, la inmunidad, la absorcion de Ca*",
disminuye la prevalencia del sindrome del intestino irritable (SII) y el cancer colorrectal (Essa et al.,

2023; Hasler & Brown, 2009; Marco et al., 2021).

La panela es considerada como alimento funcional gracias a sus beneficios para el consumidor como,
la inhibicion del mecanismo genotdxico del arsénico (Singh et al., 2008), propiedades para limpiar
vias respiratorias y es6fago (Shrivastav et al., 2016). Ademas, contiene fitoquimicos, compuestos
fenolicos, esteroles vegetales y policosanoles que debido su actividad antioxidante tiene propiedades

reductoras del colesterol (Kumar & Singh, 2020).

Los grupos de alimentos funcionales mas consumidos y estudiados son los productos lacteos
fermentados, los cereales integrales, verduras, semillas y frutos secos. La aceptacion de estos
alimentos se relaciona con diversos factores: gusto, calidad, precio, comodidad y familiaridad con el
producto (Larrea et al., 2023). Optimizar el desarrollo de alimentos con propiedades funcionales
incitara a los productores a fabricar alimentos de alta calidad, mas sanos y sostenibles que satisfagan
las expectativas de los consumidores y del mercado, aumentando el potencial innovador y la

competitividad de la industria alimentaria.

1.3 Probioticos

De acuerdo con The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP), el
término “probiodtico” solo debe usarse cuando se ha demostrado un beneficio para la salud conferido
por microorganismos vivos bien definidos y caracterizados, este beneficio debe ser resultado de
microorganismos vivos y debe extenderse mas alla de cualquier beneficio nutricional de la matriz
alimentaria (Marco et al., 2021; Zhou et al., 2024). Por estas razones, los términos “alimentos
fermentados” y “probidticos” no pueden usarse indistintamente (Marco et al., 2021). Para etiquetar
un producto como alimento fermentado probidtico con un beneficio adicional para la salud, se
requiere evidencia de un beneficio especifico de la cepa proveniente de un estudio de intervencion
bien controlado junto con una seguridad comprobada y la confirmacion de una cantidad suficiente
de esa cepa en el producto final para conferirle el beneficio reclamado (Divyashree et al., 2024;

Marco et al., 2021).
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De acuerdo con la FAO (2006), citado por Aponte (2020) “los probidticos son microorganismos
vivos que cuando se consumen en cantidades apropiadas, confieren efectos saludables al
hospedador”. Asimismo, el término probidtico incluye una gran cantidad de microorganismos,
siendo los mas importantes las Bacterias Acido Lacticas (BAL), debido a los efectos benéficos en el
tracto gastrointestinal del hospedador (El-Enshasy & Yang, 2021). En este sentido, Perez-Sanchez
et al. (2013), contemplan el uso de probioticos en diferentes campos y se considera un enfoque
moderno desde el punto de vista terapéutico para evitar los impactos adversos de los medicamentos

y como una alternativa nutricional y conservadora de alimentos.

Se han realizado un gran numero de investigaciones sobre la identificacion y seleccion de
microorganismos como probioticos. Para lograr este objetivo, la mayoria de los estudios han seguido
varios pasos para el aislamiento, identificacion y caracterizacién de microorganismos potenciales
mediante el empleo de herramientas moleculares, microbioldgicas, bioquimicas y tecnologicas,

como los enunciados por El-Enshasy & Yang (2021):

e Aislamiento de cepas de una fuente adecuada (las destinadas al consumo humano deben ser
de origen humano).

e Identificacion fenotipica y genotipica.

e Evaluacion de la seguridad de las cepas identificadas.

e Conformidad de las posibles cepas probidticas con los criterios de seleccion preliminares.

e Justificacion de propiedades saludables especificas asociadas con los probiodticos mediante
un modelo de prueba in-vitro, in-vivo y ex-vivo verificable y repetible.

e Compatibilidad de cepas probioticas con aplicaciones tecnologicas (es decir, fermentacion,
secado por aspersion o liofilizacion, competitividad con otras microfloras del alimento en

cuestion).

Hutkins (2019), afirma que las cepas probiodticas destinadas al consumo humano y animal deben
tener el estado Presuncion Calificada de Seguridad (QPS), por la EFSA Official Journal o
Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS), bajo las secciones 201 (s) y 409 de la Federal
Food, Drug, and Cosmetic Act. Varias BAL han recibido el estatus QPS o GRAS ya que se han
usado de manera segura durante mucho tiempo sin ningin informe de problemas asociados con el

consumo de alimentos que contienen estas bacterias
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1.3.1 Bacterias Acido Lacticas

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL), constituyen un grupo de bacterias gran positivas que comparten
caracteristicas morfologicas, metabolicas y fisioldgicas; son cocos o bacilos no esporulados,
anaerobicos, que producen acido lactico como uno de los principales productos de la fermentacion
de carbohidratos, carecen de catalasa y de citocromos, pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli, y
orden Lactobacillales, las diferentes familias incluyen Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae 'y Streptococcaceae (Vinderola et al., 2019).
Las especies que regularmente se usan como probidticos son Lactobacillus acidophilus,
Limosilactobacillus  reuteri (Lactobacillus reuteri), Lacticaseibacillus casei ssp. caseli,
Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus casei ssp. rhamnosus, Lactiplantibacillus

plantarum y Lactobacillus johnsonii (Goranov et al., 2023; Jia et al., 2025).

La capacidad probidtica de las BAL se expresa por la produccién de componentes antimicrobianos,
antioxidantes, péptidos, 4cido lactico, exopolisacaridos y otros productos resultantes del
metabolismo de las fuentes de energia en su medio (Serensen et al., 2022), mediante la ruta
homofermentativa, donde mas del 90% del sustrato se convierte en acido lactico, o la ruta
heterofermentativa, cuyos productos finales son acido lactico, acido acético, etanol y didxido de
carbono. Sin embargo, existen especies del género Lactobacillus que tienen las dos vias metabolicas

llamadas, heterofermentativas facultativas (Hutkins, 2019; Thatoi et al., 2020).

Entre las propiedades que presentan los sustratos metabolicos lacticos, se encuentran, inhibicion de
la adherencia de patogenos, union al colesterol a través de la superficie celular, reduccion de cadmio
en los tejidos, disminucién toxicidad por plomo, alivio del estrés oxidativo renal y hepatico,
capacidad antioxidante y estimulacion de microbiota intestinal (Kanauchi, 2019; Serensen et al.,
2022). Tradicionalmente, las BAL se han utilizado en la produccion de alimentos como bacterias
fermentativas, empleadas para preparar productos como yogur, kumis, quesos, vinos, whisky, salsas

y productos de pescado (Kanauchi, 2019).

1.3.2 Limosilactobacillus reuteri - Lactobacillus reuteri

Limosilactobacillus reuteri, antes conocido como Lactobacillus reuteri, se clasifica como un
microorganismo Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS), desempefia un papel
fundamental en la salud humana (Santos-Rocha et al., 2024; Zheng et al., 2020). En cuanto a la

digestion, nutricion e inmunologia, L. reuteri facilita la digestion de la leche materna y de alimentos
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solidos en los bebés, fortalece la barrera intestinal que previene la permeabilidad, mejora respuestas
inmunoldgicas, beneficia al huésped al disminuir la produccién de citocinas proinflamatorias,
favorece el desarrollo y la funcion de las células T reguladoras, fortalece la barrera intestinal para

reducir la translocacion microbiana y la inflamacion (Bian ef al., 2011; Santos-Rocha et al., 2024).

La actividad probiotica de L. reuteri incluye la produccion de &cidos orgéanicos, etanol,
exopolisacaridos y reuterina, responsables de modificar la composicion de la microbiota, conferir
propiedades antibacterianas, antivirales y antifingicas que permiten controlar el crecimiento de
Helicobacter pylori, E. coli, Clostridium difficile, Salmonella, Candida, neumovirus, circovirus,
rotavirus, coxsackievirus y papilomavirus (Bian et al., 2011; Mu et al., 2018; Santos-Rocha et al.,

2024).

L. reuteri es un anaerobio facultativo que, a pesar de tener una cadena de transporte de electrones
incompleta es capaz de utilizar oxigeno como aceptor final de electrones en presencia de hemo y
menaquinona (Pedersen et al., 2012). Utiliza tanto la via de Embden-Meyerhof (EMP) como la via
de fosfocetolasa (PKP), cuando crece en glucosa y produce lactato y etanol como productos de la
fermentacion. Sin embargo, el crecimiento en glucosa es limitado debido a un desequilibrio redox,
lo que da lugar a la formacion de etanol en lugar de la formacion de acetato, que es energéticamente
mas favorable (Pedersen et al., 2012). La adicion de un aceptor de electrones, como la fructosa,
restaura el equilibrio redox, lo que resulta en la formacién de acetato, ganancia de 1 ATP, mayor

tasa de crecimiento y produccion de biomasa (Mu et al., 2018; Pedersen et al., 2012).

Por otra parte, posee una fuerte resistencia a condiciones acidas y es capaz de resistir y controlar el
crecimiento de H. pylori (Yang et al., 2021). Esta BAL se aisla frecuentemente de yeyuno/ileon y
heces de animales (Rajoka er al., 2019a). Ademas, es ampliamente utilizada como aditivo
alimentario para mejorar el sistema gastrointestinal y conferir propiedades organolépticas al

producto final (Urrutia-Baca et al., 2018; Yang et al., 2021).

Reuterina
La reuterina es una mezcla de diferentes formas de 3-hidroxi-propionaldehido (3-HPA), compuesto
no proteico de bajo peso molecular (PM = 74.08 g/mL), pH neutro y altamente soluble en agua (Mu

et al., 2018; Urrutia-Baca et al., 2018). Metabolito que se produce a partir de la fermentacion de
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glicerol como fuente de energia por L. reuteri en una reaccion mediada por la glicerol-deshidratasa
dependiente de la coenzima B12 (Chen & Chen, 2013; Mu et al., 2018), esta BAL es la tinica con la
capacidad para producir y secretar 3-HPA en cantidades superiores a las necesarias para su
requerimiento (Mu et al., 2018; Stevens et al., 2011). La reuterina tiene un amplio espectro de
actividad antimicrobiana, desde bacterias gran negativas hasta gram negativas (Urrutia-Baca et al.,

2018).

1.4 Prebioticos

De acuerdo con The International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics (ISAPP), un
prebiotico se define como un sustrato utilizado selectivamente por la microbiota del huésped que
confiere un beneficio para la salud (Gibson et al., 2017). El concepto incluye productos basados en
carbohidratos, oligosacaridos, fibra dietética, compuestos fendlicos, acido linoleico conjugado y
acidos grasos polinsaturados, que han mostrado efectos favorables en la salud (Gibson et al., 2017,
Luzzi et al., 2024). La mayoria de estos son utilizados como ingredientes alimentarios en galletas,

cereales, chocolate, cremas untables y productos lacteos (Guarner ef al., 2017).

La fibra dietética es un componente alimentario no digestible que no pueden ser hidrolizados por
enzimas endogenas en estomago e intestino, pero puede ser utilizado por la microflora intestinal
(Luzzi et al., 2024). Segin su solubilidad en agua, la fibra dietética puede clasificarse en fibra
soluble, como pectina, gomas, mucilago, galactomananos, B-glucanos, oligosacaridos, fructanos,
algunas hemicelulosas y en fibras insolubles, como celulosa, hemicelulosas y lignina (Kheto et al.,
2023). Las fibras de tipo inulina, fructooligosacaridos y galactooligosacaridos, pueden incluirse en
la definicion de prebidticos debido a su capacidad fermentativa y la liberacion subsecuente de acidos
grasos de cadena corta (AGCC), los cuales estimulan especificamente el crecimiento de
microorganismos beneficiosos, incluyendo Bifidobacterium y Lactobacillus (Gibson et al., 2017,

Luzzi et al., 2024).

Los efectos metabdlicos de los prebiodticos se dan gracias a los productos de la fermentacion, en
general, AGCC, absorcién de iones (Ca, Fe, Mg), estimulacion de la inmunidad del huésped
mediante produccion de IgA, modulacion de las citoquinas, mejora de la integridad del epitelio
intestinal del colon y la barrera sanguinea del intestino (Luzzi et al., 2024; Zhao et al., 2020). Los
AGCC entran facilmente en el torrente sanguineo y atraviesan la barrera hematoencefalica

produciendo saciedad y linfocitos activamente antiinflamatorios (Floch et al., 2017; Liu et al., 2024).
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1.4.1 Inulina

La inulina se caracteriza por ser un fructano lineal, reconocido como GRAS, fibra dietética soluble,
resistente a la hidrolisis enzimatica, absorbida en el intestino delgado en forma de AGCC después
de la fermentacion, se compone de un 97 % de fructosa, y dependiendo de su longitud de cadena,
puede clasificarse como oligosacarido o polisacarido (Kheto et al., 2023; Oluwatosin et al., 2022),
formados por unidades de D-fructosa (fructanos) mediante enlaces B-(2,1) (Floch et al., 2017).
Jackson et al. (2022), han utilizado inulina como ingrediente alimentario y como componente del
material pared para encapsular probidticos, Bifidobacterium y Lactobacillus, en combinacion con
materiales como alginato, leche de cabra, yogur y lactosuero. La adicion de inulina en procesos de
microencapsulacion da lugar a una estructura compacta de la capsula, y altas UFC bajo condiciones

gastrointestinales simuladas (Kheto et al., 2023).

1.4.2 Maltodextrina

La maltodextrina es un producto de la hidrolisis parcial del almidén y se considera un polimero de
D-glucosa unido por enlaces a-(1, 4) y a-(1, 6), presenta alta solubilidad en agua, sabor neutro, bajo
contenido de azucar, bajo costo, baja viscosidad a concentraciones elevadas y capacidad de proteger
materiales encapsulados contra la oxidacion (Lacerda et al., 2016; Zanoelo et al., 2024), debido a
estas caracteristicas se usa ampliamente en la industria de alimentos y como material de
recubrimiento en la microencapsulacion de bioactivos (Kong et al., 2024; Lacerda et al., 2016;

Zanoelo et al., 2024).

Dependiendo del grado de hidrolisis de la maltodextrina, se puede clasificar mediante el valor de
Equivalente Dextrosa (ED) que varia desde 0 a 100, el valor mas bajo ED corresponde al almidon
puro sin tratamiento enzimatico y el mas alto a glucosa pura (Badin et al., 2023). Este valor esta
relacionado con las propiedades de la maltodextrina, es decir, las maltodextrinas de bajo ED (cadenas
poliméricas largas) presentan alta viscosidad y temperatura de transicion vitrea (Tg), mientras que
altos ED (cadenas poliméricas cortas) tienen baja viscosidad y baja Tg (Badin ef al., 2023; Siemons
et al., 2020). En el contexto de la microencapsulacion, se requieren agentes protectores para los
microorganismos probidticos y reconocidos como GRAS, entre los cuales se incluyen los

oligosacaridos como la maltodextrina y la inulina (Gonzalez et al., 2020; Oluwatosin ef al., 2022).
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1.5 Microencapsulacion

La microencapsulacion es un método para recubrir compuestos bioactivos de condiciones adversas,
las microcépsulas formadas juegan un papel importante en la industria alimentaria al aumentar la
viabilidad y estabilidad del elemento protegido (Mohamadzadeh et al., 2025). Existe gran cantidad
de métodos biotecnoldgicos para proteger compuestos, pero la microencapsulacion es una de las
técnicas que permite la proteccion de probidticos mediante el empaquetado en pequefias capsulas
que se liberan a velocidades controladas (Laureanti et al., 2023). Este proceso protege
microrganismos contra factores ambientales extremos, mejora la capacidad de supervivencia y
mantiene la viabilidad expresada en UFC a la concentracién minima necesaria para entregar sus

efectos beneficiosos al hospedador (El-Enshasy & Yang, 2021).

Hutkins (2019), menciona que la viabilidad de los probioticos al momento de su aplicacion y accion
se ve afectada por condiciones gastrointestinales (pH, peroxido de hidrogeno, concentracion de
oxigeno, enzimas y sales biliares), el recuento minimo recomendado es 1x10° UFC para que se
consideran los efectos beneficiosos de los probidticos (FAO & OMS, 2018). Los probidticos
microencapsulados no solo mejoran la calidad de los alimentos, también brindan varios beneficios
al hospedador, como una mejor salud intestinal y propiedades antimicrobianas. La liberacion
controlada de probidticos en el colon y la mejora de su eficacia tras la administracion oral son otras
ventajas de la microencapsulacion de probidticos, que dependen del material encapsulante (ME),
utilizado en la microencapsulacion y el proceso aplicado (Luo et al., 2022; Mohamadzadeh et al.,

2025).

Una matriz encapsulante debe ser compatible con probioticos, debe propiciar la viabilidad celular de
los probidticos durante y después de los procesos de microencapsulacion y ser compatible con el
sistema alimentario al que se va a incluir, en general, se usan los prebioticos (Kent & Doherty, 2014),
entre ellos, maltodextrinas de diferentes ED (Laureanti et al., 2023), este es un polimero digestible
y los compuestos bioactivos encapsulados pueden liberarse rapidamente durante la digestion,
quedando expuestos a las condiciones gastrointestinales (Badin et al., 2023), mientras la inulina, a
diferencia de la maltodextrina, es moderadamente soluble en agua, pero sus enlaces glucosidicos 3-
(2-1) la hacen indigestible para los seres humanos y en gran medida fermentado por microflora

intestinal (Gonzalez ef al., 2020).
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1.5.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion o spray-drying es el método de microencapsulacion mas utilizado para
encapsular extractos de frutas y plantas, alimentos funcionales, antioxidantes naturales, vitaminas,
ingredientes cosméticos y peliculas biodegradables (Laureanti et al., 2023). Este proceso consiste en
atomizar una solucion en una camara de secado con aire caliente, donde se produce la evaporacion
del agua de las gotas atomizadas, formando asi un polvo seco (Qiao et al., 2024; Rajam &
Anandharamakrishnan, 2015). Entre las ventajas del secado por aspersion se encuentran la
velocidad, modo de produccién continuo, bajo costo energético y econdmico, mayor productividad

y viabilidad (Qiao et al., 2024; Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).

Segun Lepsien et al. (2024), para este proceso se utiliza un fluido que se atomiza mediante una
boquilla, las gotas creadas se secan posteriormente en un flujo concurrente o en contracorriente de
gas caliente dentro de la cdmara de secado. Las gotas que no estan suficientemente secas son
demasiado pesadas o grandes y caen en la camara de eliminacion, la recoleccion de las particulas
secas se realiza tipicamente mediante un ciclon, el producto final se recoge en la camara de producto,

finalmente, el aire pasa a través de un filtro de salida y es extraido por la turbina de salida (aspirador).

Las propiedades finales de los materiales microencapsulados, como la eficiencia y el tamafio de las
microcapsulas, humedad y aw, dependen del tipo y la caracterizacion del agente de recubrimiento
utilizado para la encapsulacion (Sarabandi et al., 2019). En este sentido, la maltodextrina es un
material de revestimiento comunmente utilizado en la técnica de secado por aspersion debido a su
bajo costo, eficiencia de encapsulacion de materiales centrales hidrofilicos, como antocianinas y
acido galico (Yoha et al., 2020). Por otra parte, para compuestos hidrofobicos se usan materiales de
revestimiento como proteinas y gomas hidrofilicas que confieren mayor estabilidad, sin embargo,
con el fin de mejorar la eficiencia de encapsulacion, se ha incrementado las mezclas de materiales
para revestimiento y lograr propiedades funcionales que no tienen cuando se usan solos (Laureanti

et al., 2023; Sarabandi ef al., 2019).

El secado por aspersion permite obtener un polvo compuesto por microcapsulas, donde, cada
particula se forma a partir de una gota de solucion (Lepsien ef al., 2024). La formacién de las
microcapsulas esta sujeta a diferentes mecanismos, incluido el intercambio de material del disolvente
con el aire circundante mientras esta suspendida en un campo de flujo turbulento, el tamafio de la

boquilla de aspersion, la composicion del soluto-disolvente, la colision con otras particulas en el
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campo de flujo, las interacciones dinamicas entre particulas que conducen a la formacion de una
costra y la colision final con la pared del secador (Lepsien et al., 2024; Rezaei & Netz, 2021; F.
Zhang et al., 2024).

Las propiedades del producto microencapsulado se ven afectadas por la temperatura, material de
recubrimiento y velocidad de flujo (Yoha et al., 2020). Behboudi-jobbehdar et al. (2013), indicaron
que en la microencapsulacion de Lactobacillus acidophilus el incremento de 120 a 160 °C en la
temperatura de entrada durante el secado por aspersion redujo la viabilidad celular en
aproximadamente 2 unidades logaritmicas, oscilando entre 9,02 y 7,20 logio UFC/g. Lorenzoni et al.
(2018), evaluaron inulina y trehalosa como material pared, obtuvieron eficiencias de encapsulacion
del 93,12% y 90,34%, respectivamente. Ademas, la velocidad de flujo durante la alimentacion incide
en la viabilidad celular, un aumento en esta velocidad reduce el tiempo de retencion de las gotas

atomizadas que previene la pérdida de viabilidad celular (Yoha et al., 2020).

1.6 Condiciones gastrointestinales

Existen tres desafios clave que enfrentan los probidticos antes de alcanzar la mucosa intestinal:
acidez del estomago, presencia de enzimas digestivas y sales biliares en el intestino superior
(Laureanti et al., 2023). Para superar estas dificultades relacionadas con la estabilidad de los
probidticos, la microencapsulacion se presenta como una de las técnicas mas efectivas. Esta técnica
no solo mejora la estabilidad de los probidticos durante el procesamiento y almacenamiento, sino

que también asegura su actividad dentro del tracto intestinal (Algaithi et al., 2022).

Existen varios modelos de digestion in vitro para la evaluacion de alimentos, estos se pueden dividir
en métodos estaticos y dinamicos, modelos que se disefian con el fin de simular las condiciones
fisioldgicas del tracto gastrointestinal superior, entre las fases oral, gastrica e intestinal (Brodkorb et
al.,2019). Los modelos dinamicos son adecuados para simular la digestion de alimentos y productos
farmacéuticos, sin embargo, estos modelos son complejos, costosos de implementar y mantener. Por
otro lado, los modelos estaticos utilizan una proporcion constante de alimento, enzimas y electrolitos,
ademas un control de temperatura y pH para cada fase digestiva. Los modelos estaticos in vitro son
utiles para predecir los resultados de la digestion in vivo (Brodkorb et al., 2019; Zimmermann ef al.,

2023).
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El Tracto Gastrointestinal (TGI) comprende un canal continuo que induce transformaciones fisicas,
estructurales y bioquimicas a los componentes de la dieta, desde la cavidad oral hasta el colon. El
primer paso de la digestion de los alimentos ocurre en la cavidad oral, donde la masticacion y la
mezcla con la saliva descomponen los alimentos solidos y semisoélidos, reduciéndolos a particulas
mas pequeiias y transformandolos en un bolo (Witt & Stokes, 2015). Aunque el procesamiento oral
no es una etapa obligatoria de la digestion, es un factor clave en una dieta saludable, prepara los
alimentos para iniciar con el metabolismo y determina la aceptabilidad de estos (Meldrum &
Yakubov, 2024). Las condiciones orales como fuerzas de friccion, flujo salival, pH, fuerza idnica y

la actividad enzimatica de lipasa y amilasa inician el proceso digestivo (Arenales, 2019)

En el estomago, las células epiteliales gastricas producen diversas secreciones y enzimas que, al
liberarse en el lumen gastrico, facilitan la digestion quimica, mientras las contracciones de la pared
gastrica contribuyen a la trituracién mecénica para finalmente formar el quimo gastrico (Bilodeau et
al., 2022). Entre las principales secreciones destacan el pepsindgeno, proenzima que en un ambiente
acido (pH 1.0-2.0), se convierte en pepsina, caracterizada por su funcion proteolitica que inicia la
digestion de proteinas, y la lipasa gastrica, producida por células zimdgenas, encargada de la

digestion de lipidos (Bilodeau et al., 2022; Brodkorb et al., 2019).

Cuando las particulas de alimento son menores a 2 mm se trasladan al intestino delgado donde se
digieren mediante secreciones biliares y pancreaticas junto a enzimas especificas (proteasas, lipasas
y amilasas) a pH 6.0-7.0, bajo estas condiciones, las macromoléculas se convierten en sustratos
simples que atraviesan las vellosidades intestinales y llegan a las células epiteliales para su absorcion.
Si bien los alimentos ingeridos son degradados principalmente por el estomago y el intestino
delgado, algunos componentes, como la fibra dietética, pasan al colon, donde se desintegran por
fermentacion bacteriana, donde el efecto de los probidticos entra en funcion (Arenales, 2019;

Bilodeau et al., 2022; Brodkorb ef al., 2019).

1.7 Vida util

La vida util de un alimento se entiende como el lapso después de su fabricacion hasta el momento
de consumo, durante el cual debe mantenerse inocuo (Rasane et al., 2015). Estudiar la estabilidad
ayuda a conocer y mantener la integridad nutricional, contribuir en la salud y el bienestar general de

los consumidores (Gojiya et al., 2024). En la industria alimentaria, evaluar la estabilidad y
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determinar la vida util de productos tiene impacto en el manejo de almacenamiento, distribucion,
manejo de desperdicios y costos de produccion, herramientas esenciales para investigar las
posibilidades de extender la vida 1til a través de técnicas adecuadas de formulacion y procesamiento

(Mizrahi, 2011).

Entre los factores que aceleran la descomposicion de los alimentos se puntualizan temperatura,
humedad, luz y tiempo, en el mismo sentido, la calidad de diferentes presentaciones comerciales de
panelas se ven afectadas por variaciones de aw, humedad y temperatura, considerados factores
criticos de vida util para alimentos con humedad por debajo del 13% (Bolafios-Cardona et al., 2018)

(Verma et al., 2019D).

1.7.1 Contenido de humedad y actividad de agua (aw)

El agua act@ia como agente para gran variedad de reacciones biologicas y procesos de transporte,
mientras un alto contenido es necesario para las funciones de células vivas no es deseable en la
conservacion de alimentos, favorecen deterioro microbiano y no microbiano durante el
almacenamiento (Fennema et al., 2017), no solo el contenido de agua se relaciona con la estabilidad
de un alimento, se tiene en cuanta el estado o actividad termodinamica del agua en la matriz

alimentaria (Aydin et al., 2024; Fennema et al., 2017).

La aw, puede variar dependiendo de la composicion fisica y quimica del alimento, “agua ligada” a
los grupos quimicos de los alimentos puede estar o no estar disponible para el crecimiento
microbiano y/o para reacciones hidroliticas que deterioran la calidad (Fennema et al., 2017; Gichau
et al., 2020). Generalmente, la reduccién del contenido de agua y aw por debajo de 0.6-0.8 es
considerado suficiente para alcanzar tiempos de almacenamiento prolongados sin necesidad de una
cadena de frio, por otro lado, la actividad de microorganismos y enzimas se presenta con valores de
aw>0.85 (Aydm ef al., 2024). Los alimentos de humedad intermedia, entre 20-50% y aw entre 0.70—
0.85, conservan propiedades como la apariencia, el sabor y la textura, y son preferidos por su
seguridad microbioldgica, alto valor nutricional y facilidad de consumo (Aydin et al., 2024; Qiu et

al., 2019).

La aw es un parametro fisicoquimico que describe el estado del agua dentro de un material sélido,
se define como la relacion entre la presion de vapor del agua en el material y la presion de vapor del

agua pura a la misma presion y temperatura (Gichau et al., 2020). En complemento, la panela tiene
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la capacidad de absorber la humedad de la atmosfera, esta reaccion crea condiciones favorables para
la inversion de azucares y el crecimiento de diferentes tipos de bacterias y hongos que en tultima
instancia conducen a la produccion de alcoholes y acidos organicos que afectan la inocuidad del

producto (Asfaq & Chand, 2020).

1.8 Coordenadas CIEL*a*b*

La apariencia constituye uno de los atributos sensoriales mas relevantes en la evaluacion de la calidad
de los alimentos, tanto en su estado fresco como procesado, influyendo significativamente en su
comercializacion. Este concepto engloba diversas caracteristicas, tales como el tamaiio, la forma, la
textura, la masa, el brillo y el color. Particularmente, el color superficial de los alimentos representa
el primer criterio de calidad que los consumidores consideran, desempefiando un papel crucial en la
aceptacion o rechazo del producto. Ademas, el color puede estar correlacionado con otros atributos
de calidad, como defectos sensoriales, nutricionales o visuales, y permite un control inmediato de

estos aspectos (Jiang & Westland, 2024; Kontogiorgos, 2024; Pathare et al., 2013).

El color de un material puede ser descrito mediante diversos sistemas de coordenadas cromaéticas.
Entre los sistemas mas utilizados se encuentran el sistema de color CIEL*a*b*, creado en 1976,
ofrece una representacion uniforme de las diferencias de color en relacion con la percepcion humana.
Este sistema permite una evaluacion precisa y consistente de las variaciones cromaticas, alineandose
con la forma en que el ojo humano distingue los colores (Jiang & Westland, 2024; Pathare et al.,

2013).

En la industria alimentaria, el sistema CIEL*a*b* es una escala ampliamente utilizada y las
coordenadas se leen directamente. Este sistema se considera un espacio de color uniforme en el que
se miden dos coordenadas de color, a* y b*, junto con un indice psicométrico de luminosidad, L*.
El parametro a* toma valores positivos para tonos rojizos y negativos para tonos verdosos, mientras
que b* toma valores positivos para tonos amarillentos y negativos para tonos azulados. L* es una
medida aproximada de la luminosidad, que es la propiedad que permite considerar cada color como
equivalente a un tono de la escala de grises, entre el negro y el blanco (Jiang & Westland, 2024;

Kontogiorgos, 2024; Pathare et al., 2013).
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1.9 Pruebas sensoriales

Las pruebas sensoriales estdn conformadas por un grupo de técnicas para la medicion precisa de las
respuestas humanas a los alimentos, puede minimizar sesgos de marca y otras influencias de
informacion en la percepcion del consumidor (Lawless & Heymann, 2010). La evaluacion sensorial
se define como el método cientifico para evocar, medir, analizar ¢ interpretar las respuestas a los
productos tal como se perciben a través de los sentidos de la vista, el olfato, el tacto, el gusto y el

oido (Lawless & Heymann, 2010; Pimentel ef al., 2016).

Las pruebas suelen clasificarse segiin su proposito principal y su uso mas valido. Se utilizan
comunmente tres tipos de pruebas sensoriales, cada una con un objetivo diferente y cada una con
participantes/panelistas seleccionados utilizando diferentes criterios (Lawless & Heymann, 2010).
En la Tabla 1-2 se muestran la clasificacion de los métodos de prueba en la evaluacion sensorial de

alimentos.

Tabla 1-2: Clasificacion general de los métodos para evaluacion sensorial

) Tipo de Caracteristicas de los
Clase Pregunta de interés )
prueba panelistas

Evaluado en cuanto a agudeza
(,Se diferencian los productos
Discriminacion Analitico sensorial, orientado al método
de alguna forma perceptible?
de prueba, a veces entrenado.

Evaluado en cuanto a agudeza
LEn qué se diferencias los ) o
o ) ) sensorial y motivacion,
Descriptivo productos en caracteristicas Analitico )
_ capacitado o altamente
sensoriales especificas?

capacitado
Afectivo, (Qué tan populares son los
Examinado para productos, sin
Preferencia o productos o cuales son los Hedoénico
formacion.
Aceptabilidad productos preferidos?

Fuente: Tomado de Lawless & Heymann (2010).

Las pruebas utilizadas para evaluar la preferencia, aceptabilidad o el grado de agrado hacia un
producto se denominan pruebas cuantitativas de consumo o pruebas orientadas al consumidor

(POC), estas se realizan con paneles de consumidores no entrenados, quienes clasifican diversos
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productos en orden ascendente o descendente segun su nivel de preferencia o gusto (Civille & Carr,
2015; Pimentel et al., 2016). Generalmente, este tipo de pruebas emplea un enfoque de eleccion
forzada, lo que implica que los participantes no pueden asignar empates en su clasificacion,
garantizando asi resultados claros y diferenciados (Lawless & Heymann, 2010). Los datos obtenidos
son ordinales, se tratan como no paramétricos y pueden analizarse con la prueba de Friedman y como
post hoc la prueba de Wilcoxin. Este método se usa cuando el objetivo es comparar varias muestras
para un unico atributo, preferencia, requiere menos tiempo que otros métodos y es ttil cuando las
muestras se deben seleccionar para un analisis posterior (Civille & Carr, 2015). La temperatura de
servicio, el volumen y cualquier otro detalle relacionado con la preparacion del producto y el método

de degustacion deben estar estandarizados y controlados (Lawless & Heymann, 2010).
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2. Capitulo 2. Caracterizacion preliminar de
Limosilactobacillus reuteri

2.1 Resumen

El presente capitulo describe el proceso de caracterizacion preliminar de Limosilactobacillus reuteri
con el fin de garantizar su viabilidad y funcionalidad para aplicaciones. La experimentacion se llevo
a cabo en el laboratorio del Grupo de Investigacion PROBIOTEC-FORAPIS, Universidad de
Narifo. Se inici6 con la reconstitucion de la cepa en medio MRS, seguida por la siembra, repique y
conservacion en condiciones estériles, verificando pureza y morfologia mediante tincion de Gram.
La activacion de la cepa fue optimizada mediante un ajuste de inoculo, siguiendo ecuaciones de
dilucion bacteriana. Se realizaron pruebas fisiologicas para confirmar caracteristicas fenotipicas de
L. reuteri, incluyendo produccién de gas en tubos Durham, prueba de catalasa y evaluacion de
exopolisacaridos (EPS) a distintas temperaturas y tiempos. Ademas, se analiz6 la resistencia térmica
de la cepa a 37 °C y 45 °C, determinando diferencias estadisticamente significativas en el
crecimiento bacteriano, con mayor viabilidad observada a 37 °C. El analisis estadistico incluy6
pruebas T de Student, verificacion de supuestos de normalidad y homocedasticidad. Los resultados

indican que L. reuteri es una bacteria gram positiva, catalasa negativa, productora de gas y EPS.

2.2 Introduccion

La aplicacion de Bacterias Acido Lacticas (BAL), en matrices alimentarias ha cobrado creciente
importancia en el desarrollo de alimentos funcionales, entre ellas Limosilactobacillus reuteri, BAL
que ha sido ampliamente estudiada por su capacidad probiotica, incluyendo la produccion de
compuestos bioactivos, asi como la habilidad para colonizar el tracto gastrointestinal humano (Mu
et al., 2018; Vinderola et al., 2019). Estos productos derivados del metabolismo microbiano y
caracteristicas propias de las BAL enmarcan a L. reuteri como un probidtico, ademads, en
investigaciones se demuestra el beneficio conferido para la salud al ser suministrado en matrices

alimentarias (Marco et al., 2021; Zhou et al., 2024).
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Se han realizado investigaciones sobre la identificacion y seleccion de microorganismos como
probidticos, estudios que tienen en cuenta metodologias para el aislamiento, identificacion y
caracterizacion de bacterias potenciales mediante el empleo de herramientas moleculares,
microbiologicas, bioquimicas y tecnologicas, como los enunciados por El-Enshasy & Yang (2021)
y Hutkins (2019). De esta forma, L. reuteri es una BAL clasificada como un microorganismo
Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS), con amplio respaldo cientifico por su papel en la
promocion de la salud humana (Santos-Rocha ef al., 2024; Zheng et al., 2020). En neonatos, facilita
la digestion de la leche materna y alimentos soélidos, refuerza la barrera intestinal, modula
positivamente la respuesta inmunoldgica y favorece el desarrollo de células T reguladoras. Estas
acciones contribuyen a una reduccion de la inflamacion y de la permeabilidad intestinal (Bian et al.,

2011; Santos-Rocha et al., 2024).

La actividad probiotica de L. reuteri incluye la produccion de acidos organicos, etanol,
exopolisacaridos (EPS) y reuterina, compuestos que influyen en la microbiota intestinal y ejercen
efectos antimicrobianos, antivirales y antifungicos. Gracias a ello, puede inhibir microorganismos
patogenos como Helicobacter pylori, E. coli, Salmonella, Candida, entre otros (Mu et al., 2018;
Santos-Rocha et al., 2024). Es un anaerobio facultativo capaz de utilizar oxigeno como aceptor de
electrones en presencia de hemo y menaquinona, aunque posee una cadena de transporte incompleta
(Pedersen et al., 2012). Ademas, utiliza tanto la via de Embden-Meyerhof como la via fosfocetolasa,
con una produccion fermentativa compuesta por lactato, etanol o acetato (Mu et al., 2018). L. reuteri
presenta resistencia a ambientes acidos, lo que facilita su supervivencia gastrica y su uso como
aditivo funcional en alimentos. Se aisla comiinmente del yeyuno, ileon y heces de animales, y se
emplea para mejorar la salud gastrointestinal y las propiedades sensoriales de productos fermentados
(El-Enshasy & Yang, 2021; Rajoka et al., 2019b; Urrutia-Baca et al., 2018). Por lo tanto, en este
capitulo se describe la experimentacion preliminar realizada para la reactivacion, propagacion y

caracterizacion de L. reuteri.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Ubicacion

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio del Grupo de Investigacion PROBIOTEC-
FORAPIS ubicado en el bloque de laboratorios de docencia de la Universidad de Narifio Sede

Torobajo, Pasto - Narifio.

2.3.2 Experimentacion preliminar
Reconstitucion, siembra y conservacion de Limosilactobacillus reuteri

Se siguieron las instrucciones del fabricante para la reconstitucion de L. reuteri en un medio
especifico (MRS). Después de 24 horas de reconstitucion, se verifico el crecimiento y desarrollo de
la cepa y se procedid a realizar el repique en cajas de agar MRS comercial y en tubos con caldo
MRS, para luego ser incubados por 24 horas a 37°C. Actividades que se llevaron a cabo en cdmara
de flujo laminar tipo Il para evitar la contaminacién del medio. Luego se confirm6 pureza

observando morfologia macroscépica y microscopica mediante coloracion de gram.

Los repiques de L. reuteri se realizaron en cajas con agar MRS con azul de anilina, se incubaron por
24 horas a 37°C. Después de este tiempo, se realizo tincion de gram (verificar morfologia y posibles
contaminaciones). El procedimiento se repitid cada 12 dias para mantener una viabilidad adecuada

de las cepas (Jurado-Gamez et al., 2013).

El cultivo del inoculo se realizo antes de cada prueba, constd de 4 pasos (Tabla 2-1) y se fermento
cada 15 horas de acuerdo con su cinética de fermentacion Jurado-Gamez et al. (2023): 1). Se inoculo
una asada del cultivo lactico en un Erlenmeyer con 40 mL de caldo MRS (37°C/15 horas). 2). Se
transfirieron 4 mL del recipiente 1 en 40 mL de caldo MRS (37°C/15 horas)). 3). Se transfirieron 10
mL del caldo 2 en 90 mL de caldo MRS (37°C/15horas). (4) Lectura de densidad optica en
espectrofotometro a 540nm para determinar la poblacion bacteria y ajustarla a la mayor escala de
McFarland. Para determinar la DO en espectrofotometro se tomoé 1 mL del caldo 4 y se adiciond a 9

mL de agua peptonada.
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Tabla 2-1: Ajuste de inoculo para Limosilactobacillus reuteri.

Paso | mL de caldo MRS | mL de inoculo Accién
1 40 - Inocular desde medio solido (1 a 2 asadas)
2 40 4 Inocular 4 mL de L. retueri
3 90 10 Inocular 9 mL de L. reuteri
4 - 1 Lectura DO para prueba

Fuente: autor.

Segtin Crueger & Crueger (1993), el porcentaje de indculo se ajustd al 10% v/v, para iniciar la
fermentacion. Después de este tiempo se calculo el nimero de bacterias por mL. Del caldo MRS
comercial con el inoculo se tomd 1 mL y se vertieron en 9 mL de agua peptonada. Cuando se
presentd mayor poblacion de la establecida, se adicion6 caldo MRS estéril, teniendo en cuenta las
ecuaciones Ec. 1, Ec. 2 y Ec. 3 propuestas por Guerrero et al. (2002) y Montes et al. (2003).

Se encuentra entonces X; (Ec. 1):

M, V.
X1:( 2 1) EC]

Se encuentra entonces V> (Ec. 2):

V2=V1—X1 Ec. 2

Finalmente se obtiene el valor de X, (Ec. 3):

VsV,
X, = ( ) Ec. 3

El valor de X>, es la cantidad que se debe agregar para ajustar la poblacion.

M = poblacién o densidad celular que se debe ajustar.

M>= 0,125 densidad Optica equivalente a 1.50 x 108 UFC/mL. Densidad utilizada primera
fermentacion.

V=1 mL volumen proveniente del indculo total (10/90).

X;= cantidad que contiene M..

V=10 que se agrega a 1 mL para ajustar a 1.50 x 10 UFC/mL.
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V5= 100 mL cantidad total del indculo.
X>= cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a V3 para ajustar la poblacion el valor

de Mo.

Produccion de gas

Para verificar la produccion de gas a partir de glucosa se utiliz6 el método descrito por Cai ef al.
(1999). Se prepard caldo MRS enriquecido con 5% de glucosa anhidra y se inocul6 con L.reuteri en
tubos con campana Durham. Los tubos se incubaron durante 24 horas a 37°C en una incubadora
MEMMERT In 55 Single Display. La prueba se interpretdé como positiva con la presencia de gas en
el interior del tubo Durham (Dabhl ez al., 1989).

Actividad de catalasa
Se tomo6 una asada de cultivo lactico, se coloco sobre un portaobjetos limpio y se afiadid dos gotas
de peroxido de hidrogeno (30%). La no formacion de burbujas después de la adicion del peroxido

de hidrogeno se interpretdé como prueba negativa para catalasa (Cai et al., 1999).

Produccion de Exopolisacaridos

Se cultivo L.reuteri en Caldo MRS + sacarosa (5%) a 37 °C por 15 horas. Luego, se utilizaron discos
de papel filtro estéril (5 mm) impregnados con 5 pL de cultivo lactico en placas Petri con agar MRS.
El proceso de incubacion se realizd a tres temperaturas y tres tiempos diferentes (28°C/7 dias,
37°C/48 horas y 42°C/24 horas). La produccion de EPS se evalué mediante la formacion de colonias
mucoides alrededor de los discos, se tomaron de 3 a 5 asadas y se mezclé en 2 mL de alcohol absoluto

(99 %), donde la precipitacion corrobor6 la presencia de EPS (Paulo et al., 2012).

Resistencia a diferentes niveles de temperatura
Se realizo la prueba a 37 °C y 45 °C por 24 horas en agar MRS. Para el recuento bacteriano se
seleccionaron cajas Petri con crecimientos de 30 y 300 UFC/mL y valores de dilucion iguales o

superiores a 10’ UFC/mL (Cai et al., 1999).

2.3.3 Analisis estadistico

Los datos se recopilaron en Microsoft Excel. Los estadisticos descriptivos y T-Student para prueba
de resistencia a diferentes niveles de temperatura (significancia del 95 %) se construyeron en el

software estadistico Minitab® 19.1. Se evaluaron supuestos de normalidad y homocedasticidad.
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2.4 Resultados

La cepa probidtica fue reconstituida, cultivada y se realizd tincion de gram para verificar
caracteristicas morfologicas correspondiente a L. reuteri. En la Figura 2-1 se observa la morfologia
de la BAL en estudio, presenta tincion gram positiva, estructura en forma de baston alargado con

extremos redondeados y distribucion en cadenas pequeiias y aisladas.

Figura 2-1: a). Colonias de Limosilactobacillus. reuteri en agar con azul de anilina. b). Tincién de

gram para L Limosilactobacillus reuteri con objetivo 100X.

La prueba actividad de catalasa fue negativa, mientras que la produccion de gas y exopolisacaridos

fue positiva (Tabla 2-2).

Tabla 2-2: Produccion de Exopolisacaridos por Limosilactobacillus reuteri.

Temperatura/Tiempo | 28 °C/7 dias | 37 °C/48 horas | 42 °C/24 horas

Produccion EPS Positiva Positiva Positiva

EPS = Exopolisacaridos

Por otra parte, la resistencia a diferentes niveles de temperatura indic6 crecimientos diferenciados
para cada temperatura establecida (Figura 2-2). Para 37 °C 13.253 + 0.193 Log UFC/ mL y para 45
°C 10.419 + 0.074 Log UFC/ mL. La prueba T-Student aplicado al crecimiento bacteriano en
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diferentes temperaturas indic6 diferencias significativas entre los tratamientos (p<<0.05) (Anexo A).
La prueba sugiere que el crecimiento de L. reuteri es mayor a 37 °C en comparacion con 45 °C
(p<0.05).

Figura 2-2: Resistencia a diferentes niveles de temperatura de Limosilactobacillus. reuteri.
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2.5 Discusion

2.5.1 Reconstitucion, siembre y conservacion de Limosilactobacillus
reuteri

Mu et al. (2018) y Ju et al. (2023), clasifica a L. reuteri en el género Limosilactobacillus,
comprendido por un grupo de bacterias heterogéneas anaerobias facultativas, con crecimiento en
presencia limitada de oxigeno que se encuentra de forma natural en sistemas gastrointestinales y
genitourinario de humanos y animales. La caracterizacion morfologica de L. reuteri concuerda con
Bian et al. (2011) y Ju et al. (2023), quienes describen a L. reuteri como una bacteria productora de
acido lactico gram positiva, con forma de bastones alargados individuales o en grupo, de extremos
redondeados, con un tamafio entre 0.7-0.1 a 2.0-3.0 pm. Descripcion que coincide con Bian et al.
(2011), Vinderola et al. (2019) y Ahmad et al. (2022), autores que complementan la caracterizacion
de a L reuteri como una bacteria no formadora de esporas, productora de acido lactico y

heterofermentativa estricta, también conocida como via de la pentosa fosfato por el uso de
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carbohidratos disponibles para producir acido lactico, CO» y etanol o acetato (Bian et al., 2011;

Vinderola et al., 2019).

Juet al. (2023), demostraron que L. reuteri produce EPS tipo alternano con peso molecular promedio
de 9.3x10° Da, en cantidades suficientes para usar como prebiotico. Jurado-Gamez et al. (2023),
reportan una produccion positiva de EPS por L. reuteri en diferentes temperaturas y tiempos de
fermentacion (28 °C/7 dias, 35 °C/48 horas y 42 °C/24 horas). Asimismo, Mu et a/. (2018), reconoce
la produccién e importancia de EPS en L reuteri, sobre todo en la formacion de biopeliculas y
adherencia epitelial, permitiendo inhibir la adhesion intestinal de patdégenos como E. coli y la

comunicacion entre bacterias.

Sanchez et al. (2015), evaluaron el crecimiento de cepas de Lactobacillus spp asiladas de del tracto
intestinal de terneros neonatos, cultivaron las BAL en caldo MRS a 30, 37, y 45 °C durante 24 - 48
horas, el mayor rendimiento de células viables fue a 37 °C con crecimiento de 9,3 a 10 Log UFC/mL.
De igual forma, Divyashree et al. (2024), aislaron Lactobacillus de masa fermentada a base de “mijo
y cereales multiples”, cultivaron las cepas en diferentes temperaturas 4, 10, 37 y 45 °C durante 24
horas, presentandose crecimiento en todas las temperaturas, sin embargo, la mayor poblacion
bacteriana se centrd en 37 °C, determinada como la temperatura 6ptima para el crecimiento. Igual

en esta investigacion, donde la mayor cantidad de UFC se agrupd en los 37°C.

Por otra parte, Hadinia et al. (2022), evaluaron el efecto de la temperatura de fermentacion de L.
fermentum y L. acidophilus en la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), y
determinaron que a temperaturas mayores de 42 °C el crecimiento bacteriano es menor, asi como la
produccion de AGCC, sin embargo, a 30 °C se producen AGCC a pesar de tener un crecimiento
bacteriano menor. Asimismo, Jurado-Gamez et al. (2023), evaluaron el crecimiento de L. reuteri en
dos temperaturas diferentes, 37 y 40 °C con crecimientos de 1.95x10" y 2.16x10'* UFC/mL
respectivamente, indicando un crecimiento mayor a 37 °C. La temperatura de incubacion se define
de acuerdo con el objetivo de la investigacion o la industria, la importancia recae en la maximizacion

de produccion de biomasa o los metabolitos secundarios producto de la fermentacion.

Freire et al. (2021), y Sanchez et al. (2015), enumeran los procesos para la caracterizacion e
identificacion fenotipica para las BAL de acuerdo con caracteristicas fisiologicas y bioquimicas, en

funcién de: medios de cultivo selectivos (caldo o agar MRS), tincion de gram positiva, crecimiento
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en diferentes temperaturas para su clasificacion dependiendo del crecimiento optimo (mesoéfilas: 30
—37 °C/termofilas: 42 — 50 °C), produccion de catalasa negativa y produccion de gas positiva (CO»)
(positiva homofermentativa / negativa heterofermentativa). Propiedades verificadas en la presente

investigacion que coincidieron con estudios previos.

2.6 Conclusiones y recomendaciones

2.6.1 Conclusiones

La caracterizacion preliminar Limosilactobacillus reuteri confirmé su identidad como una Bacteria
Acido Lactica gram positiva, catalasa negativa y productora de exopolisacaridos (EPS). Presento
crecimiento a diferentes temperaturas, siendo Optima la incubaciéon a 37 °C, con mayor
concentracion de unidades formadoras de colonia (UFC), en concordancia con estudios previos. La
produccion constante de EPS en distintas condiciones de fermentacion refuerza su potencial
probidtico, especialmente en la formacion de biopeliculas, adhesion epitelial y control biologico de

patogenos.

2.6.2 Recomendaciones

Se recomienda emplear L. reuteri en procesos fermentativos a 37 °C para maximizar la produccion
de biomasa y EPS, optimizando su funcionalidad como probiético. Ademas, se sugiere continuar
con estudios orientados a la evaluacion de la estabilidad de sus metabolitos en condiciones simuladas
de gastrointestinales y en diferentes matrices alimentarias, con miras a su inclusion en productos

funcionales de alto valor agregado.
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3. Capitulo 3. Optimizar el proceso de secado por
aspersion para la obtencion de microcapsulas de
Limosilactobacillus reuteri

3.1 Resumen

En este capitulo se aborda la optimizacion del secado por aspersion para obtener microcapsulas de
Limosilactobacillus reuteri utilizando una matriz binaria de maltodextrina (MD) e inulina (IN). Se
aplico un disefio factorial con dos factores: porcentaje de MD (5, 10 y 15 % p/v) y temperatura de
entrada (110, 120 y 130 °C), y cuatro variables respuesta: rendimiento (%), humedad (%), actividad
de agua (aw) y viabilidad (Log UFC/g). Los ensayos se realizaron en un secador Labplant SD-Basic
con velocidad de alimentacion de 6.3 mL/min, y el producto obtenido se caracterizé mediante SEM
para evaluar morfologia y tamaiio de particula. La eficiencia de encapsulacion (EE %) se determind
por separacion y recuento de células libres, y la estabilidad se siguié durante 64 dias midiendo

viabilidad, humedad y aw.

El ANOVA indic6 que tanto la temperatura como la concentracion de MD afectan significativamente
todas las variables respuesta, incluidas interacciones y términos cuadraticos. El punto 6ptimo para
maximizar rendimiento (57.25 %) y viabilidad (10.22 Log UFC/g), y minimizar humedad (4.69 %)
y aw (0.247) se alcanzé a 130 °C y 10 % MD, con una deseabilidad global de 0.76. Las microcapsulas
exhibieron morfologia esférica, superficie lisa y diametro medio de 6.09+0.62 um. La EE fue
96.12+£0.25% y la viabilidad después de secado 96.72 £1.96 % (8.78 Log UFC/g). Durante el
almacenamiento, la viabilidad se mantuvo estable (p>0.05), aunque humedad y aw aumentaron
ligeramente (p<0.05), sin comprometer la integridad del probiotico. Estos resultados validan el
proceso de secado por aspersion optimizado como una estrategia eficaz para microencapsular L.

reuteri.
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3.2 Introduccion

La microencapsulacion mediante secado por aspersion constituye una técnica consolidada en la
industria alimentaria y farmacéutica para proteger compuestos sensibles, mejorar su estabilidad y
permitir una liberacidon controlada (Laureanti et al., 2023; Mohamadzadeh et al., 2025). En la
aplicacion de probidticos, donde la viabilidad celular durante el procesamiento y almacenamiento es
critica, esta tecnologia ofrece una solucion eficiente para preservar BAL (El-Enshasy & Yang, 2021).
En este sentido, la seleccion de materiales pared adecuados, tales como maltodextrina (MD) e inulina
(IN), y el ajuste de parametros operativos, particularmente temperatura de entrada y concentracion
de material encapsulante resultan determinantes para alcanzar un producto microencapsulado con
altos rendimientos, baja humedad residual y aw reducida, manteniendo simultineamente la

viabilidad probiotica (Badin et al., 2023; Gonzalez et al., 2020; Kent & Doherty, 2014).

El secado por aspersion implica atomizar una solucion, convertirla en particulas finas y someterlas
a un flujo de aire caliente, evaporando rapidamente el agua y generando microcéapsulas solidas. La
temperatura de entrada condiciona la velocidad de secado: niveles elevados aceleran la evaporacion,
reducen la exposicion térmica y promueven un mayor rendimiento, aunque pueden aproximarse al
umbral de degradacion de componentes termolabiles(Qiao et al., 2024; Rajam &
Anandharamakrishnan, 2015). Por otra parte, la maltodextrina, un polimero de glucosa con enlaces
a-(1-4), forma una matriz vitrea durante la atomizacion que limita la migracion de agua y protege
macromoléculas frente al estrés térmico (Badin et al., 2023; Lacerda et al., 2016) y la inulina un
fructano B(2-1) aporta capacidad de retencion de humedad superficial y efectos prebidticos, pero
puede incrementar la viscosidad de la solucion de alimentacion, afectando negativamente la

eficiencia de secado y el rendimiento (Jackson et al., 2022; Kheto et al., 2023) .

El presente capitulo describe la optimizacion del proceso de secado por aspersion para L. reuteri.
Donde se implement6 un disefio factorial 3%3 con tres bloques, donde las concentraciones de MD
(5, 10 y 15 % p/v) y temperaturas de entrada (110, 120 y 130 °C) fueron evaluadas en términos de
rendimiento (%) del polvo, humedad residual (%), actividad de agua (aW) y viabilidad (Log UFC/g).
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3.3 Metodologia

3.3.1 Optimizacion del secado por aspersion para la obtencion de
Limosilactobacillus reuteri microencapsulado

Se microencapsul6 de acuerdo con los métodos descritos por Montes-Ramirez (2013) y Rodriguez-

Barona et al. (2016). Las colonias de la cepa se recolectaron con centrifugacion (HERMLE Z446K)

5000 rpm por 15 minutos a 4°C y se lavo dos veces con NaCl al 85% (Qiao et al., 2024).

Se prepararon 3 soluciones de 1500 mL, a cada solucién se adiciondé inulina al 10% w/v (100 g) y
maltodextrina (MD) (18-22 ED) en tres concentraciones diferentes 5% w/v (50g), 10% w/v (100g)
y 15% w/v (150g), la cantidad de agua destilada vario de acuerdo con el porcentaje de los materiales
pared. Para el proceso de secado por aspersion se utilizo el secador Labplant SD-Basic (atomizador
de 0.5 mm) a tres temperaturas de entrada diferentes, 110 °C, 120 °C y 130°C con temperatura de
salida de 70 £ 1 °C y una velocidad de alimentacién de 6.3 mL/min (Barajas-Alvarez et al., 2022).
El polvo microencapsulado se almacend en bolsas Flex up Papel/ PET Metalizado/PEBD 132 pm
OTR < 2 cc/(m**24hr*atm) WVTR <2 g/(m**24hr*atm) (ALICO S.A.S., Medellin, Colombia).

Para optimizar el proceso de microencapsulacion se evaluaron los efectos de los factores
maltodextrina (MD) y temperatura (temp), con el fin de maximizar rendimiento y viabilidad, y

minimizar humedad% y aw.

3.3.2 Caracterizacion con Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Las imagenes de las microcapsulas se tomaron con el microscopio electronico de barrido marca
JEOL JSM 6490 LV, con fuente de emision termoiodnica, sistema de microanalisis EDS referencia
INCA PentaFETx3 Oxford Instruments. Detectores SEI, BES y LVD, con resolucion de 3 nm a 30
kV y magnificacion maxima de 30000 X, por el Centro de Microscopia Avanzada, Universidad de
Antioquia. Las imagenes se analizaron con el software Image Processing & Analysis in Java (Image]

1.531).
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3.3.3 Eficiencia de la microencapsulacion

Segun lo descrito por Gonzales-Cuello ef al. (2015), se tomaron 2 g de material microencapsulado y
se diluyeron en 18 mL de agua destilada. Luego, se centrifugé a 5000 rpm durante 15 min para
separar las células libres de L. reuteri. Posteriormente, se determind la concentracion bacteriana en

el sobrenadante y se calculd la Eficiencia de Encapsulacion (EE %) (Ec. 4).

EE (%) = ( ) X 100 Ec. 4

Donde A4 es la concentracion bacteriana antes de la microencapsulacion y B es la concentracion

encontrada en el sobrenadante después de microencapsular.

3.3.4 Estudio de supervivencia y estabilidad

Con el fin de evaluar el efecto de los materiales microencapsulantes (inulina y maltodextrina), en la
viabilidad de los microrganismos encapsulados, se sigui6é la metodologia establecida por Montes-
Ramirez (2013), y Rodriguez-Barona et al. (2016). Se emplearon criterios de estabilidad, como la
viabilidad de L. reuteri durante el tiempo de almacenamiento (62 dias) (> 10° UFC/g), y se realizd
una caracterizacion del material microencapsulado, que incluy6 viabilidad (UFC/g), humedad (%),

actividad de agua (aw), solubilidad (%), humectabilidad (min) e higroscopicidad (%).

Viabilidad
De acuerdo con lo propuesto por Rodriguez-Barona et al. (2016), se rehidratdé 1 g de polvo

microencapsulado en 9 mL de agua peptonada (pH 7.2+2), se homogeniz6 en vortex por 1 min y se
dejo reposar durante 30 min. Se inocul6 100 puL de dilucién en superficie sobre medio MRS con azul
de anilina y se llevo a incubacion a 37°C por 48 horas. Los recuentos se expresaran como UFC/g en
base seca para cada condicion experimental (Semyonov et al., 2010). El porcentaje de viabilidad

para cada muestra se estimo con la ecuacion de viabilidad (Ec. 5).
No
Viabilidad (%) = (W) % 100 Ec. 5

Donde, No es el nimero de bacterias antes del proceso y N es el nimero de bacterias por g de solucion

después de la etapa de secado.
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Humedad %
Para determinar la humedad se tomaron 2 g de material microencapsulado y se analizaron en el

determinador de Humedad KERN DBS 60-3 (Balingen — Germany), a una temperatura de 105 °C

con una Resolucion: 0,001 g (0.01%). El resultado se expreso en porcentaje base seca (%).

Actividad de agua aw
La aw se determind usando el equipo lector Termohigrometro Hygrolab Rotronic (Niirnberg-
Alemania).

Solubilidad %
La solubilidad se determiné de acuerdo con lo expuesto por Cano-Chauca et al. (2005), se disolvid

1 g de muestra en 100 mL de agua destilada que se mantuvo a 30£2°C, 120 rpm por 5 min. Luego
se tomo una alicuota de 25 mL del liquido sobrenadante y se transfirio a una caja de Petri previamente
pesada, se dejo en una estufa a 105°C por 5 h hasta que alcanzd peso constante. Los solidos
recuperados se pesan después del secado (mf) y se estimd el porcentaje de solubilidad con la

diferencia de pesos mediante la ecuacion de solubilidad % (Ec. 6):

m-m mf) X 100% Ec. 6

Solubilidad % = (
mi

Donde mi es el peso inicial de la muestra y mf es el peso después del secado.

Humectabilidad min
El tiempo de humectacion del microencapsulado se determino por el método de humectacion estatica

descrito por Freudig et al. (1999), Ceballos et al. (2012) y Rodriguez-Barona et al. (2016). Consistid
en tomar un beaker de 100 mL con dimensiones de 5 cm x 7 cm. Se coloco 1 g de microencapsulado
sobre un portaobjetos (recubierto con papel aluminio) ubicado encima del beaker, luego se retird
para que la muestra entrara en contacto con el agua. El tiempo de humectacion se expresd en minutos
(min) como el tiempo que tarda en sumergirse completamente 1 g de la muestra de polvo depositada

suavemente sobre 100 mL de agua a una temperatura de 20°C.

Higroscopicidad g/100 g
La higroscopicidad se determiné de acuerdo con lo propuesto por Fritzen-Freire et al. (2012). Para

ello se tomd 1 g de polvo microencapsulado, se ubicd sobre una malla de poro fino para evitar la
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fuga del material. Este montaje se colocd sobre un recipiente de vidrio hermético con solucion

saturada de NaCl (75,3% de HR) a 25°C. Después de 1 semana, se pesaron las muestras.

3.3.5 Evaluacion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en el
tiempo

Se tomaron como variables criticas de estabilidad: viabilidad (Log UFC/g), humedad (%) y aw, a las

cuales se les realiz6 un seguimiento por 64 dias bajo condiciones ambientales controladas, 15°C y

HR de 86%, se tomaron datos los dias 1, 12, 24 y 64 (Asfaq & Chand, 2020; Aydin et al., 2024;

Fennema et al., 2017). Empaques bolsas Flex up Papel/ PET Metalizado/PEBD 132 pm OTR <2

cc/(m**24hr*atm) WVTR <2 g/(m**24hr*atm) (ALICO S.A.S., Medellin, Colombia).

3.3.6 Analisis estadistico

Los datos se recopilaron en Microsfot Excel. Las variables respuesta cuantitativas se construyeron
en el software estadistico Minitab® 19.1. Para la optimizacion de la microencapsulacion se diseiid
en Sthatgraphics un disefio factorial multinivel con 2 factores (temperatura: maltodextrina), 3
bloques, y 4 variables respuestas (rendimiento %, humedad %, actividad de agua aw y viabilidad
Log UFC/mL). Para el analisis de los datos de la evaluacion de L. reuteri microencapsulado en el
tiempo (viabilidad, humedad y aw) se utilizd R-Studio, con un modelo de regresion lineal y
cuadratico con la variable Log UFC/g y un modelo cuadratico para humedad y aw. Se evaluaron

supuestos de normalidad y homocedasticidad.

3.4 Resultados

3.4.1 Optimizacion del secado por aspersion para la obtencion de
Limeosilactobacillus reuteri microencapsulado

En el Anexo Bl se presentan los estadisticos descriptivos para las variables respuesta: rendimiento

%, actividad de agua a,, y viabilidad Log UFC/g. Se evalu¢ el efecto de los factores temperatura °C,

y maltodextrina % (MD), sobre las variables respuestas.

El ANOVA (Anexo B.1) para rendimiento indic6 que los factores temp (F=93.50) y MD (F=986.66),
junto a las interacciones temp:MD (F=37.15) y el efecto cuadratico MD:MD (F=301.05), tienen

diferencias significativas (p<0.05). En la Figura 3-1, la grafica de efectos principales y la grafica
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superficie de respuesta reflejan la relacion entre temp y MD, donde, a medida que aumenta temp (de
110 °C a 130 °C), el rendimiento tiende a incrementarse, por otra parte, alta MD (de 5 % a 10%),
reducen el rendimiento, comportamiento que coincide con el coeficiente positivo 3.9 para temp y

negativo -12.689 para MD (Anexo B.1).

La grafica superficie respuesta (Figura 3-1) muestra una curvatura pronunciada entre la region de
alta temp (130 °C), y baja MD (<10%), correspondiente al valor 6ptimo de rendimiento 57.249 % a
130 °C y 6.76 % MD (Tabla 3-1), combinacion que maximiza el rendimiento. En contraste, se

observa que a baja temp (< 120 °C), y alta MD (>10%), se obtienen rendimientos minimos (Figura
3-1).

Figura 3-1: a) Grafica de efectos principales para rendimiento (%). b) Grafica superficie de

respuesta estimada para rendimiento (%). temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
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El ANOVA (Anexo B.1) para humedad mostré que los factores temp (F=18.6) y MD (F=17.04)
tienen diferencias significativas (p<0.05). En la Figura 3-2, la grafica de efectos principales y la
grafica superficie de respuesta relacionan temp y MD, altos niveles temp (>120 °C) y MD (>10%)

disminuyen la humedad, tendencia indicada por los coeficientes negativos (-2.33 temp y -2.23 MD).

La grafica superficie de respuesta (Figura 3-2), indica una superficie curvatura leve, que coincide
con la ausencia de términos cuadraticos significativos (p>0.05), y con una depresion al incrementar
los niveles de temp (>120 °C) y MD (>10%), comportamiento que incide al valor 6ptimo de

humedad 4.687 % a temp 130 °C y 15 % MD, condiciones que minimizan la variable respuesta
(Tabla 3-1).
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Figura 3-2: a). Grafica de efectos principales para humedad (%). b) Grafica superficie de respuesta

estimada para humedad (%). temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
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El ANOVA (Anexo B.1) para aw indico diferencias significativas para temp (F=186.11) y MD:MD
(F=7.89) (p<0.05). En la Figura 3-3, el grafico de efectos principales y el grafico superficie de
respuesta para aw corresponde a los factores temp y MD, donde, altos niveles de temp (>120 °C),
disminuye aw (Coeficiente negativo -0.091). El cuadratico MD:MD tiende a disminuir aw con 10 %

MD vy a incrementar con 5% y 15% MD (coeficiente 0.032).

La grafica superficie de respuesta (Figura 3-3), muestra una superficie con curvatura suave, efecto
relacionado con la diferencia significativa en el término cuadratico MD:MD (p<0.05), de tal forma
que, se deprime entre la zona alta de temp y un valor intermedio de MD, asi, el punto dptimo para

aw coincide con 0.247 a temp 130 °C y 10.97 % MD, combinacion que minimiza aw.

Figura 3-3: a). Grafica de efectos principales para aw. b). Grafica superficie de respuesta estimada

para aw. temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
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El ANOVA (Anexo B.1) para viabilidad (Log UFC/g), presento diferencias significativas para MD
(F=6.02) (p<0.05). En la Figura 3-4, la grafica de efectos principales y la grafica de superficie de
respuesta para viabilidad, relaciona los factores temp y MD, asi, se evidencia que los niveles de temp
no tienen efectos significativos en la viabilidad (p>0.05), por otra parte, MD present6 una viabilidad
mayor con 11.93 % MD y tiende a disminuir con las concentraciones minimas (5 %) y maximas (15
%) (coeficiente -1.052). El valor 6ptimo de viabilidad es 10.22 Log UFC/ga 130 °Cy 11.93 % MD,

condiciones que maximizan la viabilidad del producto (Tabla 3-1).

Figura 3-4: a). Grafica de efectos principales para viabilidad (Log UFC/g). b). Grafica superficie
de respuesta estimada para viabilidad (Log UFC/g). temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina
%.
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Tabla 3-1: Combinacion de los niveles de factores para optimizacion correspondiente a cada

variable respuesta (Rendimiento, humedad, aw, viabilidad).

Rendimiento % Val. Opt® = 57.249 Humedad % Val. Opt® = 4.687

Factor | Bajo | Alto | Optimo | Factor Bajo Alto Optimo
temp' | 110.0 | 130.0 | 130.0 temp' 110.0 | 130.0 130.0
MD? 5.0 15.0 6.76 MD? 5.0 15.0 15.0

aw Val. Opt® = 0.247 Viabilidad Log UFC/g Val. Opt® = 10.22

Factor | Bajo | Alto | Optimo | Factor Bajo Alto Optimo
temp! | 110.0 | 130.0 | 130.0 temp! 110.0 | 130.0 130.0
MD? 5.0 15.0 10.97 MD? 5.0 15.0 11.93

'temp = Temperatura °C; ?MD = Maltodextrina %; *Val. Opt. = Valor 6ptimo
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La optimizacion de multiples respuestas requiere ajustar previamente modelos de superficie
respuesta para cada variable y/o parametros de interés, a los cuales se les asigna criterios de
optimizacion, “maximizar” para rendimiento (%), y viabilidad (Log UFC/g), y “minimizar” para
humedad (%), y aw. Finalmente, la combinacion de los diferentes niveles correspondientes a cada
factor experimental (temp y MD), permiti6 alcanzar el 6ptimo de las variables de interés (Tabla 3-2
y Figura 3-5). En la Figura 3-5 se presenta graficamente la region de mayor deseabilidad (0.760),
donde, la combinacion temp 130 °C y 10.0 % MD, maximiza rendimiento % y viabilidad en Log

UFC/g, y minimiza humedad y actividad de agua.

Tabla 3-2: Optimizacion de multiples respuestas en la microencapsulacion de Limosilactobacillus

reuteri.
Factor/Variable Bajo | Alto Optimo | Respuesta
temp! 110.0 | 130.0 130.0 -
MD? 5.0 15.0 10.0 -
Rendimiento % 35.303 | 55.437 | Maximizar | 51.869
Humedad % 4.220 {10.120 | Minimizar | 5.484
Aw 0.221 | 0.380 | Minimizar | 0.248
Viabilidad Log UFC/g| 8.322 | 11.093 | Maximizar | 10.133
!temp = Temperatura °C; 2MD = Maltodextrina %

Figura 3-5: Superficie respuesta para optimizacion. Deseabilidad vs temperatura y maltodextrina.
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3.4.2 Caracterizacion con Microscopia Electronica de Barrido - MEB

En la Figura 3-6 se presentan las microcapsulas obtenidas por MEB de L. reuteri ME con inulina y
maltodextrina al 10% (w/v). Las particulas indican una morfologia esférica, distribucion de tamafio
heterogénea, con un rango entre 3.78 a 12.16 um y un promedio 6.085 = 0.621 pm. La superficie de
las capsulas es lisa, sin rupturas o colapsos, con algunas estructuras aglomeradas. Imagen tomada 2

meses después del proceso de microencapsulacion.

Figura 3-6: Microscopia Electronica de Barrido (MEB) de Limosilactobacillus reuteri ME con

inulina y maltodextrina al 10% (w/v).
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3.4.3 Eficiencia de la microencapsulacion y estudio de supervivencia y
estabilidad

La caracterizacion del microencapsulado obtenido mediante secado por aspersion dio como

resultados iniciales: eficiencia de encapsulacion (EE %) 96.12 + 0.245, Viabilidad 8.781+0.178 Log

UFC/g (96.720 +1.961 %), humedad 3.120 + 0.057 %, aw 0.255 £ 0.003, solubilidad 3.620 + 0.127

%, humectabilidad 3.620 + 0.127 min e higroscopicidad 1.344 + 0.024 g/100 g. La viabilidad se

present6 en Log UFC/g y %.
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3.4.4 Evaluacion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en el
tiempo

En el Anexo B1 se presenta el estadistico descriptivo de los parametros de caracterizacion de L.

reuteri microencapsulado en el tiempo, viabilidad (Log UFC/g), humedad (%) y aw. En la Figura

3-7:a se observan las medias de viabilidad expresadas en Log UFC/g de L. reuteri microencapsulado

evaluado en el tiempo. Se observa una tendencia decreciente en el tiempo, con una disminucion

desde 8.781 £ 0.398 (Dia 1) hasta 8.181 & 0.549 (Dia 64), sin embargo, los intervalos de confianza

se superponen, sugiriendo ausencia de diferencias significativas.

Se generaron diagramas de dispersion de UFC/g y Log UFC/g en funcion del tiempo, se observo que
la dispersion de datos disminuyd con Log UFC, es decir, un modelo con mejor ajuste (Anexo B.1).
Tanto el modelo lineal, como el modelo cuadratico aplicado a la viabilidad (Log UFC/g) no
presentaron diferencias significativas (p>0.05) (Tabla 3-3 y Anexo B.1), por tanto, la viabilidad de
L. retueri ME no se afect6 significativamente en el periodo de almacenamiento (64 dias, 15 °C, 86

%HR) (Anexo B.2).

En la Figura 3-7:b se grafican las medias de humedad (%) de L. reuteri ME en el tiempo (dias),
donde se evidencia una tendencia creciente en la fase inicial explicada por el termino lineal (0.0839),
seguido por una desaceleracion de esta, expuesta por el termino cuadratico negativo (-0.0005), el
modelo ajustado tiene diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 3-3 y Anexo B.3). El valor de
humedad incremento6 de 3.120 + 0.127 % (Dia 1) a 6.212 £ 0.033 % (Dia 64) (p<0.05).

En la Figura 3-7:c se grafican las medias de aw de L. reuteri ME en el tiempo. Se observa una
tendencia creciente en el tiempo, de 0.255 + 0.006 (Dias 1) a 0.418 + 0.007 (Dias 62), continuado
por una disminucion en el comportamiento de aw conforme avanza el tiempo (-0.00001), el modelo

ajustado presento diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 3-3 y Anexo B.4).
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Figura 3-7: Evaluacion en el tiempo (64 dias) de Limosilactobacillus. reuteri microencapsulado: a)

viabilidad Log UFC/g. b) humedad %. c¢) actividad de agua (aw) (64 dias).
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Tabla 3-3: Modelos ajustados para las variables evaluadas en el tiempo.

Variable | Modelo ajustado | Intercepto | x (Dias) | x*> (Dias) | Valorp*| R?
Lineal 9.773 -0.0129 - 0.0534 |0.1187
Log UFC/g
Cuadratico 9.974 | -0.0387 | 0.000376 | 0.1038 |0.1446
Humedad % Cuadratico 3.021 0.0839 | -0.000532 | <0.001* | 0.9956
aw Cuadratico 0.251 0.0034 | -0.0000115 | <0.001* |0.9920

*Significancia p<0.05.
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3.5 Discusion

3.5.1 Optimizacion del secado por aspersion para la obtencion de
Limosilactobacillus reuteri microencapsulado

Laureanti ef al. (2023), evaluaron dos métodos para microencapsular compuestos y extractos
bioactivos, secado por aspersion y liofilizacion, usando como material encapsulante maltodextrina
(MD) y goma arabiga (GA), los rendimientos bajos de la microencapsulacion respondieron a la
liofilizacion con MD:GA (73.84 + 0.44 %), mientras los rendimientos altos fueron producto del
secado por aspersion con MD (81.33 + 0.44 %), diferencia sujeta a la viscosidad causada por la GA
en la solucion de alimentacion. En la presente investigacion, tanto temp como MD influyen en el
rendimiento del microencapsulado, el efecto negativo de MD se explica en consecuencia de la
viscosidad generada en la solucioén de alimentacion, una mayor concentracion de MD dificulta la

atomizacion y reduce la eficiencia de secado, igual al resultado reportado Fredes et al. (2018).

Minj & Anand (2022) usaron el secado por aspersion para microencapsular Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium animalis ssp. Lactis en una matriz compuesta por MD (5 y 10 % p/v)
e hidrolizado de proteina de suero (WPH 5% p/v), obtuvieron en la matriz encapsulante MD:WPH
un rendimiento de 84.47 + 0.02% con recuentos de 8.98 + 0.02 Log UFC/g, mayores a los
comparados con el material pared WPH con 37.94 + 0,17% y un recuento en placa de 4.03 + 0,02
Log UFC/g, diferencia atribuida a MD, que mejora la resistencia térmica de la proteina del suero.
Por otra parte, obtienen valores de humedad de 0.91 £ 0.08 % y 0.64 = 0.14 %, producto de la
temperatura de entrada (200 °C), que permite evaporacion y reduccion rapidamente el agua, efecto

que se transmite a aw.

El incremento en el rendimiento con temperaturas altas (130 °C) coincide con la teoria de
evaporacion acelerada, que favorece la formacion de particulas secas antes de que ocurra el colapso
estructural, fendmeno explicado por Gharsallaoui et al. (2007). Sin embargo, altas temperaturas
(>130 °C) podrian alcanzar un limite térmico critico y degradar componentes termolabiles, aspecto
no explorado en este estudio. Por otra parte, Oluwatosin et al. (2022), evaluaron el efecto de inulina
y maltodextrina (MD) (10 % p/v), como materiales encapsulantes de L. plantarum por liofilizacion,
sus resultados indicaron contenido de humedad de 4.08 + 0.49 % (inulina) y 3.09 + 1.57 % (MD).
De igual forma, Fredes et al. (2018), estudiaron el secado por aspersion para microencapsular

antocianinas con los materiales pared MD y aislado de proteina de soya, donde obtuvieron
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rendimiento de 64.1 £ 0.01 %, aw 0.3 = 0.01 y humedad de 6.4 £ 0.02 %, valores y fenomenos

proximos a los obtenidos en esta investigacion.

Los fructanos de tipo inulina, debido a su estructura quimica (fructosa f§ 2-1) (Fennema et al., 2017),
presentan capacidad de retencién de humedad, durante el secado, esto genera una rapida evaporacion
superficial que induce una capa rigida que obstruye la difusion del agua, afectando la distribucién
de humedad (Kingwatee et al., 2015), fendmeno que incrementa aw en el producto. Sin embargo, la
maltodextrina, un polimero de glucosa con enlaces o (1-4) (Fennema et al., 2017), forma una matriz
vitrea durante la encapsulacion, esta estructura reduce la movilidad del agua, minimizando la aw y
protegiendo componentes sensibles (Arepally et al., 2023; Gutiérrez et al., 2014). Asi, su baja
higroscopicidad no solo mejora la estabilidad quimica, sino también propiedades fisicas como
fluidez y solubilidad (Samakradhamrongthai et al., 2022). Fennema et al. (2017), mencionan que el
grado de equivalente dextrosa (ED) de maltodextrinas determina su funcionalidad y propiedades, de
tal forma que maltodextrinas con ED menor a 20, son ideales para evitar apelmazamiento y mejorar

estabilidad de polvos. Para esta investigacion se utilizé maltodextrina con 18-22 ED.

La viabilidad (Log UFC/g) tendi6 a reducirse por altas concentraciones de MD, efecto explicado por
el incremento de la viscosidad, reduciendo la difusion de nutrientes y generando estrés mecanico,
proceso explicado por Peighambardoust ef al. (2011). Por otra parte, Santivarangkna et al. (2008)
reportaron desnaturalizacion de ribosomas y/o proteinas y dafo de pared celular que pueden causar
la muerte, con temperaturas de secado por aspersion mayores a 65 °C, sin embargo, en la presente
investigacion, la temperatura presentd buena viabilidad, producto de MD como protector termo-

osmotico, actuando como barrera fisica y reduciendo la desnaturalizacion de proteinas celulares.

Shokri et al. (2015), estudiaron el modelo estadistico para la optimizacion del secado por aspersion
de B. bifidum, donde establecieron como factores e incidencia: temperatura de entrada,
concentracion de MD y presion de aire, sobre las variables respuesta supervivencia (maximizar) y
humedad (minimizar). Determinaron que temperatura de entrada tiene el mayor efecto en el modelo,
para finalmente lograr supervivencia de 28.38% y humedad de 4.05 % con 111.5 °C, 6 % MD y
presion de 4.5 bar, ademas, indicaron que la humedad se minimizé a mayor temperatura y mayor
MD, similar a la interaccion en la presente investigacion (0ptimo temp 130 °C y 10 % MD). Del
mismo modo, Mohamadzadeh et al. (2025), optimizaron el proceso de extrusion para

microencapsular L. reuteri con el fin de mejorar eficiencia, viabilidad de secado y viabilidad a jugos
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intestinales simulados, donde establecieron 91.60 % de inulina y 8.40 % de pectina como materiales
pared y lograron eficiencia de 97.57 %, viabilidad después del secado de 99.37 % (10.466 Log
UFC/mL) y viabilidad a jugos intestinales de 91.74 %, viabilidad levemente superior a la obtenida

en la presente investigacion.

3.5.2 Caracterizacion con Microscopia Electronica de Barrido - MEB

Marefati et al. (2021), encapsularon L. reuteri con emulsiones dobles agua/aceite/agua y obtuvieron
tamafios de particula de 14.9 + 0.3 um, formando una barrera fisica que limita la migracion de las
bacterias hacia la fase externa y manteniendo la integridad estructural durante frente a condiciones
adversas. Por otra parte, Rajam & Anandharamakrishnan (2015) con el método de secado por
aspersion microencapsularon L. plantarum con los materiales pared fructooligosacaridos (FOS),
aislado de proteina de suero (WPI), y proteina de suero desnaturalizado (DWPI), como resultado, el
tamafio de particula fue diferente para cada mezcla de material pared y su concentracion, asi: FOS
15.44 —23.89 um y FOS:WPI 7.34 — 8.97 um, ademads, indicaron que un mayor contenido de material

pared en la solucion de alimentacion desarrolla el tamaiio de capsula por el aumento de la viscosidad.

De igual forma, (Kurozawa et al., 2009), mediante el secado por aspersion, evaluaron maltodextrina
(MD) y goma arabiga (GA) como agentes encapsulantes, donde, el diametro de las particulas
incrementd con el aumento de la concentracion de MD o GA en la solucién de alimentacion,
relacionado con el incremento de la viscosidad. Los diametros reportados por los autores van desde

8.9+ 0.1 (10-20% MD)a 13.4 £ 0.1 (30 % MD)y 7.1 = 0.1 (10 % GA) a 19.2 £ 0.2 (30 % GA).

La mayoria de los microencapsulados de secados por aspersion exhiben una superficie externa
redondeada, con una pared continua, sin grietas o fisuras aparentes. Este tipo de estructura ofrece
proteccion al nucleo al proporcionar baja permeabilidad a los gases, por tanto, la ausencia de grietas,
irregularidades o fisuras en la microestructura son esenciales para determinar un buen proceso de
microencapsulacion (Anandharamakrishnan & Ishwarya, 2015). Por otra parte, la presencia de
aglomerados se relaciona con la higroscopicidad adquirida, efecto de la humedad que actiia como
plastificante facilitando la formacion de puentes entre las particulas durante su almacenamiento
(Kurozawa et al., 2009). De acuerdo con, Walz et al. (2018), tras dos minutos en contacto directo
con el agua, la superficie de un microencapsulado con inulina presenta desgarros y las particulas se

aglomeran.
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Badin et al. (2023) y Siemons et al. (2020), evaluaron las propiedades superficiales de maltodextrina,
donde destacaron que el Equivalente Dextrosa (ED) y el proceso de secado por aspersion influye en
la morfologia final de las particulas del producto final, demostraron que MD con ED mayor a 21
forman gotas de secado con capas viscosas susceptibles a deformaciones superficiales, arrugadas y
aglomerados, por otra parte, MD con ED menores a 20 forman rapidamente la capa exterior durante
el proceso de sacado y desarrollan particulas con superficie lisa y estable. La descripcion grafica de
las microcapsulas obtenido en la presente investigacion hacen referencia a un proceso que permite
formacion de particulas estables en el tiempo con base en la morfologia descrita y el tiempo de

almacenamiento.

3.5.3 Eficiencia de la microencapsulacion y estudio de supervivencia y
estabilidad.

Lorenzoni et al. (2018), determinaron el efecto de goma arabica (GA), inulina, treholosa y hi-mize
como materiales encapsulantes de L. acidophilus con el secado por aspersion, los mejores
porcentajes de eficiencia de microencapsulacion (EE %) se reportaron con inulina y con la matriz
binaria inulina: hi-maize (Almidén resistente de maiz: Ingredion, Sdo Paulo, Brasil) con valores de
93.12 £ 093 % y 94.26 = 0.74 % respectivamente, también determinaron la viabilidad de
encapsulacion, siendo los tratamientos con mayor recuentos de células viables, inulina y la matriz

binaria inulina: hi-mize con 11.38 + 0.11 UFC/gy 11.50 £ 0.09 Log UFC/g.

Al igual, Roselen et al. (2019), estudiaron la microencapsulacion con secado por aspersion de
Lactoccoccus lactis Subsp. Lactis con los materiales pared inulina (10 % w/v) y suero (12 % w/v),
alcanzaron un valor de 94.64 % para EE y 13.74 Log UFC/g de células viables que al comparar con
la carga inicial corresponde al 94.61 % de supervivencia. Del mismo modo, Rodriguez-Barona ef al.
(2016), reportan viabilidad para L. casei y L. rhamnosus de 96.67 + 0.47 % y 84.04 = 0.47 %
respectivamente, en microencapsulados con inulina y maltodextrina. Resultados atribuidos a la

sinergia entre la capacidad de retencion de agua de la inulina y los materiales encapsulantes usados.

La EE% (96.12 £ 0.24 %) y la viabilidad (96.72 + 1.96 % - 8.78 + 0.17 Log UFC/g), en este estudio,
son un indicador que refleja la capacidad del proceso y del material encapsulante para proteger las

células probidticas durante procedimientos que implican estrés térmico y desecacion
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(Anandharamakrishnan & Isauria, 2015; Barbosa-Canovas et al., 2021). Ademas, indican la
idoneidad de la matriz binaria inulina-maltodextrina y un buen ajuste en las condiciones para el

microencapsulado, (Akbarbaglu et al., 2021).

De acuerdo con Fennema et al. (2017), el bajo contenido de humedad (3.12 + 0.05 %) y aw (0.255 +
0.003) obtenidos en el presente estudio, son aceptables para garantizar estabilidad microbiologica,
quimica y minimizar las reacciones de degradacion que puede afectar el producto. En este sentido,
Fredes et al. (2018), para el secado por aspersion de compuestos bioactivos reportaron valores de aw
0.3 + 0.01, humedad 6.4 + 0.03 %, higroscopicidad 39.4 + 0.03 % y solubilidad 70.4 = 0.01 %.
Asimismo, Rodriguez-Barona et al. (2016), para un microencapsulado con inulina y maltodextrina
reportaron valores de humedad 0.7 + 0.04 %, aw 0.06 & 0.06, higroscopicidad 15.65+0.57 g H,O/100
g, solubilidad 98.99 +£0.70 % y humectabilidad 1.97 + 0.08 min.

Los valores de aw menores a 0.3 previene la actividad metabdlica de células bacterianas, alargando
vida util y viabilidad de probidticos encapsulados (Santivarangkna et al., 2008). El material pared
MD:IN, indican que mientras la inulina forma una matriz amorfa que inmoviliza el agua, la

maltodextrina reduce la movilidad molecular (Fritzen-Freire et al., 2012).

La solubilidad determinada (99.01 & 0.02 %), sugiere una dispersion completa en medios acuosos,
comportamiento que concuerda con el estudio realizado por Soukoulis et al. (2014), donde evalud
la microencapsulacion con MD (ED 18-20) y present6 solubilidades superiores a 95 %, resultados
atribuido al bajo peso molecular de MD y sus propiedades hidrofilicas. Por otra parte, como lo
describe Paim et al. (2016), la inulina puede modular la liberacion del probiotico como se observo
en encapsulados de Bifidobacterium con inulina, donde la estructura retardo la liberacion celular en
jugo gastrico simulado. En complemento, Santos ef al. (2024), mencionan que un menor contenido
de agua resulté en una mayor solubilidad del polvo, comportamiento explicado por las fuerzas de
atraccion entre las moléculas de soluto MD:IN y las moléculas de solvente (agua), que son
favorecidas en muestras con menor contenido de agua, facilitando la disolucion y dispersion de los

componentes solubles.

Segin Bhandari et al. (2013), el tiempo de humectabilidad obtenido (3.62 + 0.12 min), refleja
propiedades tipicas de polvos con alta porosidad y tamafio de particula homogénea. Este fenomeno

sugiere que inulina incrementa la densidad de la matriz, formando una estructura que impide la
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penetracion de agua, pero manteniendo una dispersion eficiente. No obstante, como lo menciona
Stepien & Grzyb (2023), con humectabilidades rapidas se podria comprometer la integridad de las

microcapsulas en ambientes humedos.

La higroscopicidad o capacidad de adsorcion de agua (1.34 £ 0.02 %), segin Santos et al. (2024), a
mayor absorcion aumenta la tendencia a la aglomeraciéon de las microcdpsulas, que puede
comprometer su calidad y conducir a la degradacion de las sustancias activas durante el
almacenamiento, la naturaleza hidrofilica del material encapsulante se debe a las propiedades de la
maltodextrina, las formulaciones con menor contenido de maltodextrina tendrian una capacidad de
retencion de humedad reducida. Reportaron valores de higroscopicidad que van desde 6.29 + 0.11
% a3.09+0.10 %. Segin Sablania et al. (2023), cuando el contenido de agua del alimento en polvo
es bajo, existe una diferencia significativa en la concentracion de agua entre el polvo y el aire
circundante. Como resultado, las moléculas de agua del aire circundante son atraidas por el polvo,
llenando los espacios vacios entre las particulas y formando una capa de humedad alrededor del

polvo, lo que resulta en una mayor higroscopicidad.

Las temperaturas de transicion vitrea (T;) de los materiales empleados maltodextrina (140 °C)
(Anandharamakrishnan & Ishwarya, 2015) e inulina (120 - 140 °C) (Kawai et al., 2011) superan la
temperatura de salida del secado (70 °C), lo que asegura que la matriz se encuentre en estado vitreo
al finalizar el proceso. En este estado, la matriz reduce la movilidad molecular y crea una red

estructural que minimiza los efectos negativos del agua disponible (Fritzen-Freire et al., 2012).

3.5.4 Evaluacion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en el
tiempo

La ausencia de diferencias significativas en la viabilidad de L. reuteri microencapsulado en el

tiempo, sugiere que la matriz MD:IN protege el probidtico bajo las condiciones de almacenamiento

evaluadas, caracteristicas atribuidas a la matriz vitrea. La maltodextrina forma una estructura que

encapsula las células, mientras que la inulina acttia como un agente que estabiliza la aw (Fritzen-

Freire et al., 2012; Kheto et al., 2023).

Rajam & Anandharamakrishnan (2015), reportaron estabilidad mayor a 8 Log UFC/g después de 60

dias de almacenamiento a 25 °C, gracias a la barrera fisica del material encapsulante compuesto por
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aislado de proteina de suero, aislado de proteina de suero desnaturalizado y fructooligosacaridos.
Por otra parte, Santos et al. (2025) reportan viabilidades que varian desde 8,02 a 6,01 Log UFC/g a
8 °C, y desde 4.00 2a2.00 Log UFC/mL a 25 °C para L. rhamnosus encapsulado (proteina de guisante,
pectina y harina de tapioca) con secado por aspersion y almacenados por 49 dias. En este sentido,
Abd-Talib ef al. (2013), observaron una disminucion en la viabilidad en microcapsulas obtenidas
mediante secado por aspersion de L. plantarum B13 (8.11 a 5.48 Log UFC/mL) y L. plantarum B18
(7.51 a 2.6 Log UFC/mL), transcurridas dos semanas de almacenamiento a 25 °C, efecto causado
por los niveles de alta humedad, factor que determina la viabilidad del probidtico durante el
almacenamiento. En la presente evaluacion, la viabilidad present6 una tendencia decreciente
graficamente, pero sin diferencias significativas, atribuido, a la estabilidad de la capsula formada y

el empaque usado para almacenamiento.

El empaquetado del L. reuteri se dio en bolsas PET Metalizado/PEBD, a pesar de ello, tanto humedad
como aw presentaron diferencias significativas en el periodo de evaluacion (p<0.05),
comportamiento que refleja una saturacion progresiva de los sitios de union de agua en la matriz. El
empaque usado evito la plastificacion de la matriz encapsulante por efecto de la humedad ambiental,
ya que ofrece una barrera alta al oxigeno (OTR < 2 cm®/(m?-24h-atm)) y al vapor de agua (WVTR
< 2 g/(m?-24h-atm)), debido al aluminio vaporizado que bloquea la difusion de gases y humedad
(Robertson, 2013), el empaque contribuyo6 a la estabilidad observada en L. reuteri microencapsulado,

al actuar como barrera complementaria a la proteccion intrinseca de la matriz MD:IN.

El modelo de humedad sugiere que la tasa de adsorcion disminuy6 hacia el dias 64, indicando un
equilibrio entre la humedad absorbida por el polvo y la retenida por la matriz MD:IN. Las bolsas
PET Metalizado/PEBD, permitieron que se alcance el equilibro interno del empaque sin superar el

limite critico (aw 0.6) (Fennema et al., 2017, Fritzen-Freire et al., 2012; Kheto et al., 2023).

3.6 Conclusiones y recomendaciones

3.6.1 Conclusiones

El analisis de superficie de respuesta indico que las condiciones optimas, 130 °C de temperatura de

entrada y 10% de MD, permitieron alcanzar un rendimiento de 51.9 %, una viabilidad de
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10.13 Log UFC/g, una humedad de 5.48 % y una aw de 0.248. La caracterizacion morfologica por
MEB corroboro6 la formacion de particulas esféricas, con tamafios medios de 6.1 um y paredes bien
estructuradas. Durante 64 dias de almacenamiento (15 °C, 86 % HR), la viabilidad probiotica se

mantuvo estable (sin diferencias significativas, p>0.05).

De esta forma, la optimizacion del secado por aspersion para la obtencidon de microcapsulas de
Limosilactobacillus reuteri, utilizando una matriz binaria de maltodextrina e inulina, mostro una alta
viabilidad de L. reuteri, evidenciando su capacidad para proteger células probidticas frente a
condiciones de estrés térmico y deshidratacion. Ademas, el anélisis morfoldgico por Microscopia
Electronica de Barrido reveld la formacion de microcapsulas con una estructura esférica y superficie

lisa.

3.6.2 Recomendaciones

Para reforzar la robustez del proceso, se sugiere explorar la zona térmica critica por encima de
130 °C, evaluando los limites de estabilidad de componentes sensibles y la posible degradacion de
la viabilidad probidtica. Es necesario validar el desempefio del microencapsulado en escalas piloto
y evaluar su comportamiento funcional en matrices alimentarias especificas, incluyendo estudios

sensoriales y de liberacion controlada bajo condiciones de digestion simulada.
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4. Capitulo 4. Determinar la supervivencia del
microencapsulado de Limosilactobacillus reuteri
bajo condiciones gastrointestinales in vitro

4.1 Resumen

En el presente capitulo se determind la supervivencia de Limosilactobacillus reuteri
microencapsulado bajo condiciones gastrointestinales in vitro, simulando las fases oral, gastrica e
intestinal. Para ello, 5 g del microencapsulado se reconstituyeron en fluido oral simulado (1:1 p/p) y
se prepararon soluciones stock salival, gastrica e intestinal. En cada etapa digestiva: oral (amilasa
75 U/mL, CaCl, 1,5mM, pH 7), gastrica (pepsina 2000 U/mL, lipasa 60 U/mL, CaCl,, 0.15 mM,
pH 3) e intestinal (pancreatina 100 U/mL, sales biliares 10 mM, CaCl,, 0.6 mM, pH 7), el sustrato
resultante se sembré en agar MRS para cuantificar viabilidad (UFC/g). El analisis estadistico incluy6
pruebas de normalidad (Shapiro—Wilk), homogeneidad de varianzas (Levene), ANOVA vy
comparaciones multiples de Tukey (R-Studio). Los resultados indicaron un incremento significativo
(p<0.05) de la viabilidad desde la fase bucal (8.118+0.314 Log UFC/g) hasta la fase intestinal
(10.335+0.434 Log UFC/g), indicando una capacidad protectora y de liberacion controlada de la

matriz encapsulante.

4.2 Introduccion

La administracion efectiva de probidticos en alimentos funcionales depende criticamente de la
capacidad de las cepas microbianas para sobrevivir al transito gastrointestinal, donde enfrentan
desafios fisicos, quimicos y enzimaticos que pueden comprometer su viabilidad y, por ende, su efecto
en el hospedador (Brodkorb et al., 2019). Limosilactobacillus reuteri, reconocido por sus
propiedades probioticas inmunoldgicas, antimicrobianas y la sintesis de metabolitos bioactivos,
requiere estrategias de proteccion para garantizar que una proporcion significativa de células alcance

el intestino delgado y grueso viables (Bian et al., 2011; Mu et al., 2018). La microencapsulacion por
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secado por aspersion, mediante matrices de inulina y maltodextrina, es un proceso que permite
preservar la integridad celular ante el estrés térmico, osmotico y mecanico del procesamiento, asi
como frente a las condiciones adversas del medio gastrointestinal (Akbarbaglu et al., 2021;

Rodriguez-Barona et al., 2016).

La simulacion in vitro gastrointestinal, es un modelo que permite evaluar la supervivencia de L.
reuteri microencapsulado. Cada fase digestiva incorpora factores criticos: en la fase oral, la amilasa
y la presencia de CaCl, modulan la hidrolisis de las paredes encapsulantes; en la fase gastrica, la
pepsina y la lipasa someten a la capsula a un ambiente acido y proteolitico; finalmente, en la fase
intestinal, la pancreatina y las sales biliares simulan el estimulo de liberacion final en un medio
alcalino y emulsificante (Meldrum & Yakubov, 2024; Witt & Stokes, 2015; Zimmermann et al.,
2023). El presente capitulo determiné la supervivencia de L. reuteri para la formulacion de matrices

alimentarias con adicion de probidticos.

4.3 Metodologia

4.3.1 Condiciones gastrointestinales in vitro

De acuerdo con la metodologia descrita por Brodkorb et al. (2019), para simular condiciones
gastrointestinal in-vitro, se reconstituyeron 5 g de microencapsulado en una proporcién 1:1 (p/p) con
fluido oral simulado, garantizando una dispersion homogénea de las particulas en la fase liquida
inicial. A continuacidn, se prepararon soluciones stock salivales, gastricas e intestinales. Para
determinar la estabilidad del microencapsulado en cada fase se inoculd 100 pL en cajas Petri con
agar MRS y azul de anilina y se incub6 a 37°C por 48 horas, se utilizaron perlas de vidrio estériles
para distribuir en la superficie de las cajas Petri. Finalmente se realizd el recuento en placa y se
determinaron como resistentes crecimientos superiores o iguales a 30 y 300 UFC/g Fase oral

En la fase oral, el microencapsulado reconstituido se mezclo con solucion salival en proporcion 1:1
(p/p), incorporando 1.5 mM de CaCl, para estabilizar la matriz polimérica y prevenir la agregacion
prematura de las capsulas. Se adicionaron 75 U/mL de amilasa salival, enzima clave responsable de
iniciar la hidrolisis de polisacaridos superficiales, y 0.225 mL de agua destilada, completando un
volumen total de 5 g de muestra en 5 mL de medio. La mezcla se incub6 en agitacion constante

(2 min, 37 °C, pH 7), para finalmente realizar recuento en placa.
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4.3.2 Fase gastrica

Posteriormente, el sustrato proveniente de la fase oral (10 mL) se combiné a un ratio 1:1 (v/v) con
fluido gastrico, al cual se afiadio 0.15mM de CaCl, para mantener la estabilidad coloidal y
2000 U/mL de pepsina junto a 60 U/mL de lipasa géstrica, enzimas responsables de la degradacion
proteica y lipidica, respectivamente. Tras ajustar el pH a 3.0 empleando 0.4 mL de HCI 5 M, la

muestra se incubo 2 h a 37 °C y 60 rpm, finalmente se realizo recuento en placa.

Cantidades:
e 10 mL de sustrato desde fase oral.
e 8 mkL de solucién con electrdlitos con factor 1.25.
e 0.005 mL de CaCI2 (0.3 M).
e (.667 mL pepsina.
e (.48 mL lipasa gastrica.
o (.448 mL agua destilada.
e (0.4 mL HCI (5 M) para ajustar pH (mL).

4.3.3 Fase intestinal

En la fase intestinal, se mezclaron 20 mL del producto géstrico con solucidn intestinal en proporcion
1:1 (v/v), anadiendo 10 mM de sales biliares para emular la funcién emulsificante de la bilis y
0.6 mM de CaCl, para conservar la integridad de la matriz. Se incorporaron 100 U/mL de tripsina en
forma de pancreatina y se ajust6 el pH a 7.0 mediante 0.8 mL de NaOH 5 M. La incubacion se realizo

bajo agitacion (60 rpm, 2 h, 37 °C), para finalmente realizar recuento en placa.

Cantidades:
e 20 mL desde fase gastrica.
e 8 mkL de solucién con electrdlitos con factor 1.25.
e (.04 mL de CaCly
e 5 mL pancreatina.
e 3 mL sales biliares.
e 3.16 mL agua destilada.
e (0.8 mL NaOH 5M.
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4.3.4 Analisis estadistico

Los datos se recopilaron en Microsoft Excel. Posteriormente, se evalud la normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas utilizando el test de Levene.
Se aplico ANOVA. Los tratamientos considerados correspondieron a tres fases de condiciones
gastrointestinales, con cinco réplicas para cada fase. Finalmente, se aplicé la prueba de comparacion
multiple de Tukey para identificar las diferencias significativas entre los grupos evaluados. El

software estadistico usado fue R-Studio.

4.4 Resultados

4.4.1 Condiciones Gastrointestinales in-vitro

El ANOVA (Tabla 4-1), indico diferencias significativas (p<0.05). En la Figura 4-1 se graficaron
los valores medios y desviaciones estindar de la viabilidad de L. reuteri ME expresado en Log
UFC/g, donde se grafican los valores 8.118 +0.314, 9.866 = 0.447, 10.335 + 0.434 Log UFC/g para
las fases I (oral), Il (géastrica) y III (intestinal) respectivamente. Se evidencia un incremento

bacteriano progresivo en los valores de viabilidad en cada fase de las condiciones evaluadas.

Tabla 4-1: ANOVA para pruebas gastrointestinales in vitro.

—_

Gl1|SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F| Valor p
Fase 2| 13.660 6.830 42.11 |<0.00001
Residuales | 12| 1.946 0.162

*Significancia p<0.05




Capitulo 4. Determinar la supervivencia del microencapsulado de Limosilactobacillus 75

reuteri bajo condiciones gastrointestinales in vitro

Figura 4-1: Intervalos de viabilidad expresados en Log UFC/g de L reuteri microencapsulado frente

a condiciones gastrointestinales.
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significativas (p<0.05).

La prueba de Tukey indic6 dos agrupaciones para la viabilidad de L. reuteri ME sometido a las fases
gastrointestinales in-vitro, la fase Il y I1I no tienen diferencias significativas entre ellas (p>0.05). Sin
embargo, tienen diferencias significativas frente a la fase I (p<<0.05). El resultado permite confirmar
que las condiciones simuladas en cada fase gastrointestinal tienen un efecto significativo en la
viabilidad del microorganismo microencapsulado, encontrando en la fase intestinal la mayor

expresion de UFC/g.

4.5 Discusion

Los resultados de viabilidad de L. reuteri microencapsulado (ME) bajo condiciones
gastrointestinales simuladas presentan un incremento progresivo en los valores de Log UFC/g desde
la fase oral (8.118 £ 0.434), hasta la fase intestinal (10.335 + 0.314), con diferencias significativas
entre las fases (p<0.05). Este comportamiento, donde la viabilidad aumenta tras la exposicion a

condiciones digestivas adversas, sugiere que la matriz MD:IN no solo protege al probidtico, sino que
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también modula su liberacion controlada en respuesta a los cambios fisicoquimicos del tracto

gastrointestinal (TGI).

En la Fase I, la exposicion (2 min) y el pH neutro (7.0) no comprometen la integridad de la
microcapsula formada a 130 °C. La MD, altamente soluble, puede generar una capa superficial
retrasando la hidrolisis enzimadtica inicial, mientras que la IN actia como barrera fisica contra la
actividad de la a-amilasa (75 U/mL), que teéricamente, degradaria la MD (Brodkorb et al., 2019).
La viabilidad en esta Fase I (8.118 + 0.434 Log UFC/g) puede deberse a una liberacion parcial de

células no encapsuladas.

En la Fase I, el incremento a 9.866 + 0.447 Log UFC/g (p<0.05), indica una liberacion de la BAL
encapsulada en ambientes 4cidos, sugiriendo que la pared formada MD:IN protege el
microencapsulado, evitando la pérdida por desnaturalizacion (pepsina, pH 3.0) de las proteinas de

superficie bacteriana (Akbarbaglu et al., 2021).

En la Fase III la viabilidad increment6 a 10.335 + 0.314 Log UFC/g, valores que sugieren una
liberacion controlada del probidtico microencapsulado. El ambiente de las condiciones intestinales
simuladas, compuesto por sales biliares y pancreatina, degradan selectivamente la MD, liberando
células viables encapsuladas en el nicleo de la matriz, similar a lo nombrado por Soukoulis et al.

(2014).

Rajam & Anandharamakrishnan (2015), evaluaron el efecto de materiales pared
(fructooligosacéridos - FOS y aislado de proteina de suero - DWPI) sobre la viabilidad de L.
plantarum bajo condiciones gastrointestinales in vitro con un modelo estatico (gastrico e intestinal),
observaron la mayor viabilidad de las BAL encapsulada con la matriz FOS:DWPI, resultado
explicado por la naturaleza soluble de las capsulas de FOS y la capacidad protectora de DWPI. De
igual forma, Marefati ef al. (2021), sometieron a L. reuteri microencapsulado a digestion gastrica in-
vitro, donde el nlimero de UFC disminuy6 de 6.69 + 0.07 a 6.53 + 0.07 Log UFC/mL, mientras que,
las muestras control disminuyeron de 6.25 + 0.36 a 4.70 + 0.08 Log UFC/mL, en la digestion
intestinal in vitro los recuentos de L. reuteri encapsulada disminuyeron de 6,53 + 0,07 a 4,64 + 0,06
Log UFC/mL y las muestras control de 4.70 + 0.08 a 2.69 + 0.06 Log UFC/mL. Los resultados

mostraron que el proceso de microencapsulacion de L. reuteri con MD:IN como material
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encapsulante proporcionan proteccion en el intestino y retrasan la liberacion durante toda la

digestion.

Santos et al. (2025), evaliian la viabilidad de L. rhamnosus encapsuladas con secado por aspersion
y sometidas a digestion in vitro, el recuento antes de la digestion para los tratamientos fue de 5.5 a
6.04 Log UFC/g, que disminuyeron entre 4.94 a 4.63 Log UFC/g en la fase géstrica y entre el 4.24
a4.00 Log UFC/g en la fase de intestinal, mencionaron que en todas las muestras, la fase intestinal
provoco una reduccion mas pronunciada en la viabilidad en comparacion con la fase gastrica,
causado por el estrés en el cambio de pH acido - basico (2.5 a 8.0) y la accién de enzimas digestivas,
eventualidad opuesta a la presentada en la presente investigacion, donde el mayor crecimiento se

presento en la fase intestinal.

De acuerdo con lo mencionado por Yao et al. (2020), Marefati et al. (2021) y Santos et al. (2025),
las sales biliares actian como agentes emulsificantes, mejoran la accesibilidad de las enzimas
digestivas a la matriz encapsulante y expresan propiedades antibacterianas actuando como
detergentes que alteran las membranas celulares, al formar micelas, las sales biliares modifican la
interfaz de la maltodextrina, facilitando la accion de la o amilasa al aumentar la superficie de contacto
entre la enzima y el sustrato. Finalmente, se pone en accion el efecto prebiodtico de la inulina, se
fermenta parcialmente en el intestino, generando acidos grasos de cadena corta que estimulan el

metabolismo probiotico (Kheto et al., 2023).

4.6 Conclusiones y recomendaciones

4.6.1 Conclusiones

La determinacion de la supervivencia del microencapsulado Limosilactobacillus reuteri bajo
condiciones gastrointestinales in-vitro demostrd un incremento progresivo en la viabilidad, pasando
de 8.118 + 0.434 Log UFC/g en la fase oral a 9.866 = 0.447 Log UFC/g en la fase gastrica,
alcanzando 10.335 + 0.314 Log UFC/g en la fase intestinal. Este comportamiento sugiere que, bajo
condiciones gastrointestinales in vitro, la matriz MD:IN no solo preserva la integridad celular, sino

que facilita una liberacion controlada en el ambiente intestinal.
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4.6.2 Recomendaciones

Se recomienda evaluar variaciones en la composicion de la matriz encapsulante para optimizar la
liberacion bacteriana, y determinar su efecto sobre la viabilidad durante digestiones

gastrointestinales simuladas.
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5. Capitulo 5. Evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento de una panela granulada
adicionada con Limosilactobacillus reuteri

5.1 Resumen

El presente capitulo evaluo la estabilidad durante el almacenamiento de panela granulada adicionada
con Limosilactobacillus reuteri microencapsulado (ME) y biomasa libre (BM). El jugo de cafia,
obtenido en Sandona (Narifio) y concentrado a 89 °Brix, se granuld por batido a 50°C y se
incorporaron probidticos en tres niveles (5 %, 10 %, 15 % ME) y 5 % BM, mas un control sin adicion.
Los productos empaquetados en bolsas Doypack (PET-PA-PE, OTR <70 cc/m?-dia-atm; WVTR
<10 g/m*-dia-atm) se almacenaron a 15°C y 85 % HR. Se monitorearon la viabilidad (UFC/g),
humedad (%), actividad de agua (aw), solubilidad (%), humectabilidad (min) y coordenadas
CIEL*a*b* a los dias 0, 15, 30 y 45, empleando modelos mixtos con estructuras de covarianza
optimizadas por BIC.

Los tratamientos con ME presentaron un incremento significativo de viabilidad hasta el dia 30
(p<0.05), seguido de una leve disminucion al dia 45. Las formulaciones con ME mostraron humedad
estable (2.36 —5.50 %) y aw inferior a 0.62. La solubilidad disminuy¢ ligeramente en el tiempo, mas
pronunciado en BM, y la humectabilidad se prolongé gradualmente, indicando mayor resistencia al
contacto con agua. Las coordenadas L* aumentaron con ME, mientras a* y b* tendieron a reducirse,
reflejando cambios cromadticos atribuibles a la matriz maltodextrina-inulina. Analisis bromatolégico
y microbioldgico cumplieron con la normatividad ICONTEC, y la prueba sensorial de ordenamiento

reveld mayor aceptacion en concentraciones bajas de ME.
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5.2 Introduccion

La creciente demanda de alimentos funcionales ha impulsado el desarrollo de productos que
combinan la nutriciéon tradicional con beneficios probidticos, orientados a mejorar la salud
gastrointestinal y el bienestar general del consumidor (Essa ef al., 2023; Karasawa & Mohan, 2018).
Sin embargo, la incorporacion exitosa de estas cepas en matrices alimentarias depende de su
supervivencia durante el procesamiento, el almacenamiento y el transito gastrointestinal, etapas
criticas en las que los microorganismos pueden perder viabilidad y, por ende, eficacia funcional

(Fennema et al., 2017; Rasane et al., 2015).

La panela granulada, derivada de la evaporacion y cristalizacion del jugo de cafia de azucar, es un
ingrediente de amplia tradicion y consumo en Colombia, con alto valor nutricional y presencia de
compuestos fendlicos y minerales (Gupta et al., 2023). En el departamento de Narifio, la produccion
de panela sustenta gran parte de la economia familiar campesina, implementandose métodos
artesanales y tecnificados en trapiches locales (Beltran Martinez, 2020b; N. F. Ramirez et al., 2014;
UPRA, 2023b). La innovacion mediante la adicion de probidticos microencapsulados aporta valor
agregado, permitiendo desarrollar un alimento funcional que combine las caracteristicas de la panela

con los beneficios de L. reuteri.

La microencapsulacion por secado por aspersion, empleando matrices de inulina y maltodextrina,
constituye una estrategia eficaz para proteger las células probidticas de los rigores térmicos y
osmoticos del proceso, y de las variaciones de humedad durante el almacenamiento (Akbarbaglu et
al., 2021; Rodriguez-Barona et al., 2016) En este capitulo se evalu6 la estabilidad de panela
granulada adicionada con L. reuteri, comparando tres concentraciones de microencapsulado (5 %,

10 %, 15 % ME), biomasa libre (5 % BM) y un control sin adicion.

5.3 Metodologia

5.3.1 Inclusion de Limosilactobacillus reuteri en panela granulada

El jugo de cafa se obtuvo de un trapiche del municipio de Sandona, Narifio. Se transportd hasta la
ciudad de Pasto y se procesé en el laboratorio del Grupo de Investigacion Probiotec Forapis de la

Universidad de Narifio.
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El jugo de cafia con 22 °Brix se filtro, se vertio en un recipiente y se inicio con el calentamiento.
Cuando alcanz6 los 120 °C con una concentracion de 89 °Brix, se verti6 en un recipiente y se empezo

con el proceso de batido por 20 min para obtener granulacion (Morales-Ramos et al., 2017).

Durante el batido, cuando la temperatura disminuy6 a 50 °C, se adicion6 L. reuteri en dos formas,
microencapsulado (ME) y biomasa (BM). El microencapsulado se obtuvo mediante el secado por
aspersion utilizando como matriz encapsulante maltodextrina (DE 18-22) (10 % p/v) e inulina (10 %
p/v). El secado se realizd en el equipo Labplant SD-Basic (boquilla de 0,5 mm) a una temperatura

de entrada de 130 °C y de salida de 70 £ 1 °C, con velocidad de alimentacion de 6,3 mL/min.

Se incluy6 L. reuteri ME al 5%, 10% y 15%; biomasa 5% (BM) y un tratamiento control sin adicion
de probiodtico, de esta forma se asignaron los tratamientos tto 1, tto 2, tto 3, tto 4 y tto 5
respectivamente. Finalmente, los tratamientos se dejaron enfriar para empacar en bolsas Doypack
PET-(PA-PE) 120 pm OTR < 70 cc/(m**24hr*atm) y WVTR < 10 g/(m?*24hr*atm), y almacenar

en condiciones ambientales controladas (15 °C, 85% HR) (Morales-Ramos et al., 2017).

5.3.2 Viabilidad UFC/g

De acuerdo con lo propuesto por Rodriguez-Barona et al. (2016), se rehidrato 1 g de panela
granulada en 9 mL de agua peptonada (pH 7.2+2), se homogeniz6 en vortex por 1 min y se dejo
reposar durante 30 min. Luego se inoculé un volumen de 100 puL de dilucién en superficie sobre
medio MRS con azul de anilina y se llevo a incubacion a 37°C por 48 horas. Los recuentos se
expresaron como UFC/g para cada condicion experimental (Semyonov ef al., 2010). El porcentaje

de viabilidad para cada muestra se estimé con la ecuacion de viabilidad % (Ec. 5. Pag 58).

5.3.3 Humedad %

Para determinar la humedad se tomaron 2 gramos de panela granulada y se analizaron en el
determinador de Humedad KERN DBS 60-3 (Balingen — Germany) a una temperatura de 105 °C
con una Resolucion: 0,001 g. (0.01%).
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5.3.4 Actividad de agua aw

La aw se determin6 usando el equipo lector Termohigrometro Hygrolab Rotronic (Niirnberg-

Alemania).

5.3.5 Solubilidad %

La solubilidad se determiné de acuerdo con lo expuesto por Cano-Chauca et al. (2005), se disolvid
1 g de muestra en 100 mL de agua destilada que se mantuvo a 30+2°C, 120 rpm por 5 minutos.
Luego se tomo una alicuota de 25 mL del liquido sobrenadante, se transfiridé a una caja de Petri
previamente pesada y se dejo en una estufa a 105°C por 5 h hasta que alcanzé peso constante. Los
solidos recuperados se pesan después del secado (mf) y se estimo el porcentaje de solubilidad con la

diferencia de pesos mediante la ecuacion de solubilidad % (Ec. 6. Pag 49).

5.3.6 Humectabilidad min

El tiempo de humectacion de la panela granulada se determind utilizando el método de humectacion
estatica descrito por, Ceballos et al. (2012) y Rodriguez-Barona et al. (2016). Para ello, se empled
un beaker de 100 mL con dimensiones de 5 cm x 7 cm. Se coloco 1 g de microencapsulado sobre un
portaobjetos ubicado encima del beaker, luego se retird para que la muestra entre en contacto con el
agua. El tiempo de humectacion se expresard en minutos y se determina como el tiempo que tarda
en sumergirse completamente 1 g de la muestra depositada suavemente sobre 100 mL de agua a una

temperatura de 20°C.

5.3.7 Coordenadas CIEL*a*b*

La lectura de las coordenadas CieL*a*b* se realizd con el colorimetro CR-5 D65 (KONICA
MINOLTA, Sensing Americans).

5.3.8 Analisis bromatologico

La determinacion bromatologica se realizo en Laboratorios de Productos Lacteos y en el Laboratorio
de Procesos Agricolas de la universidad nacional de Colombia Sede Medellin. Se realizo analisis
bromatologico para dos tratamientos, tto 3 con el 15% L. reuteri ME y con tto 5 sin adicion L. reuteri
ME. Para lo cual se determiné: humedad, cenizas, azucares totales, azucares reductores, proteina,

fosforo, calcio y potasio (Tabla 5-1). La determinacion de azucares totales, fosforo, calcio y potasio,
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fueron realizados por el Laboratorio de Analisis Quimicos y Bromatolégico, Facultad de Ciencias

Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

Tabla 5-1: Métodos para analisis bromatologico realizado a panela granulada.

Analisis Método Referencia
Humedad % Gravimétrico KERN DBS 60-3
Cenizas % Calcinacion AOAC 900.02
Azucares totales %* Espectrofotométrico UV-VIS MRE-001 V09:2018
Azucares reductores % Colorimétrico, DNS Bello et al. (2006)
Proteina % Volumétrico/ Kjeldahl AOAC (1990) 981.10
Fosforo mg/100 g * Espectrofotométrico UV-VIS PRE-009 V00:2018
Calcio mg/100 g * Espectrometria de Absorcion Atomica PRE-010 V00:2018
Potasio mg/100 g * Espectrometria de Absorcion Atomica PRE-010 V00:2018

5.3.9 Identificacion de colorantes

La presencia de colorantes en la panela se determind con el “Método A” mencionado por la NTC
1311 (ICONTEC, 2009). Se hirvio una solucion de panela junto con una tira de lana virgen. La

ausencia de tincion de la lana indic6 la ausencia de colorantes en la panela.

5.3.10Pruebas microbioldgicas

De acuerdo con la NTC 1311 (ICONTEC, 2009) se determinaron mohos y levaduras. Adicional, se

efectuaron las pruebas microbiolédgicas indicadas en la Tabla 5-2.
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Tabla 5-2: Pruebas microbioldgicas realizadas a panela granulada con adicion de

Limosilactobacillus reuteri microencapsulado.

Pruebas Las pruebas microbianas
_ _ ) Método
microbiologicas Peel Plate son

Mohos y Levaduras | Peel Plate YM Microbial Test (Yeast & Mold). alternativas para las

) Peel Plate EC Microbial Test (E. coli & pruebas de organismos
E. coli y coliformes o
Coliform). indicadores. Las
g Peel Plate SA Microbial Test (Staphylococcus | validaciones de terceros
. aureus
aureus). confirman que el método
es confiable: NCIMS,

Aerobicos contables | Peel Plate AC Microbial Test (Aerobic Count). .
AOAC y MicroVal.

Fuente: CHARM SCIENCES INC (2021).

5.3.11Prueba sensorial — Aceptabilidad por ordenamiento

Se llevdé a cabo una prueba de aceptabilidad por ordenamiento después de un periodo de
almacenamiento de 45 dias a 18°C y 74% de humedad relativa. Las muestras fueron presentadas a
los panelistas en orden aleatorio, en un escenario sin distracciones y con luz blanca. Se solicito a los
participantes que ordenen las muestras de acuerdo con su nivel de aceptacion, asignando un valor
“1” para la muestra de mayor agrado, “2” a la siguiente, continuando sucesivamente hasta llegar a

“5” para la muestra de menor agrado. Se aclard que no estaba permitido repetir valores (Tabla 5-3).

La prueba fue aplicada a 90 panelistas no entrenados. Las muestras fueron codificadas con nlimeros
aleatorios de tres digitos para evitar sesgos, y se presentd un volumen de 30 mL de cada tratamiento
en recipientes idénticos, homogéneos en tamafio y forma. Entre cada muestra, se recomend6 a los
panelistas tomar agua y esperar al menos 30 segundos para evitar interferencias sensoriales entre las
evaluaciones. Los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Friedman

(valor p<0.05).
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Tabla 5-3: Ficha para prueba de aceptabilidad por ordenamiento.

Prueba de aceptabilidad por ordenamiento
Nombre: Fecha:

Tipo de muestra: Panela granulada

Instrucciones:

1. Reciba la bandeja con las muestras y verifique que los recipientes estén correctamente
codificados con un numero de tres digitos.

2. Pruebe cada una de las muestras.

3. Clasifique las muestras segin su nivel de agrado, asignando: "1" para la muestra de mayor
aceptacion, "2" para la de muestra de menor aceptacion, "3" para la siguiente de menor
aceptacion y asi sucesivamente para todas las muestras.

4. Entre cada muestra, tome un sorbo de agua y espere 30 segundos antes de continuar con la
siguiente muestra

Nota: No asignar el mismo valor a dos muestras.

Codigo:

Nivel asignado:

5.3.12 Analisis estadistico

Para determinar la estructura de covarianza adecuada para la viabilidad, humedad, aw, solubilidad,
humectabilidad y coordenadas CIEL*a*b* se ajustaron tres modelos mixtos con diferentes
estructuras de correlacion: Modelo de Simétrico Compuesto (mod.SC), Modelo No Estructurado
(mod.UN) y Modelo Autorregresivo de Primer Orden (mod.AR1), se compararon los modelos
mediante el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC). Luego, se realizdo Analisis de Varianza
(ANOVA) de medidas repetidas y se establecieron diferencias significativas (p<0.05). Se uso la
prueba T-Student a los analisis bromatoldogicos de humedad, cenizas, azucares reductores y proteina
(Minitab® 19.1). El analisis sensorial se analizo con la prueba no paramétrica de Friedman y con la

prueba post hoc de Wilcoxon (p<0.05) (IBM SPSS Statistics® 2024).
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5.4 Resultados

5.4.1 Viabilidad

El tratamiento 5 no presentd crecimiento bacteriano. La comparacion de tres estructuras de
covarianza indico que mod.AR1 al arrojar el menor BIC 281.0898, es el modelo que mejor se ajusta
en comparacion con Mod.SC (286.3170) y Mod.UN (282.7822) (Anexo C.2). Este resultado indica

que la correlacion entre mediciones disminuye sistematicamente en el tiempo.

El ANOVA (Anexo C.3) realizado sobre Mod.ARI1 indico diferencias significativas del tto
(F=712.281), tiempo (F=156.976) y tto:tiempo (F=10.4751) (p<0.05). Estas observaciones sugieren
que la respuesta de viabilidad expresada en Log UFC/mL varia dependiendo del tratamiento, el

tiempo evaluado y su interaccion.

La Figura 5-1 muestra el grafico de interaccion para las medias de viabilidad entre los tratamientos
evaluados en el tiempo. Se observa diferencia significativa del tto 5 (control) frente y los demas, ya
que este no incluye la adicion de L. reuteri ME, como consecuencia, no se evidencia crecimiento
bacteriano durante el transcurso del experimento en dicho tratamiento, por lo tanto, se procedi6 a

repetir el analisis excluyendo los datos del tratamiento control.

Al excluir el tratamiento 5 (control) de la seleccion del modelo con la mejor estructura de covarianza
el Mod.SC presentd el menor BIC 223.6521, por tanto, es el modelo que mejor se ajusta en
comparacion con Mod.UN (242.1581) y Mod.AR1 (230.8569), y supone correlacion constante entre
mediciones (Anexo C.4). En el ANOVA para Mod.SC (Anexo C.5), se observo que el efecto del

tiempo (F=164.333) mostr6 diferencias significativas (p<0.05), caso contrario a tto:tiempo (p>0.05).
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Figura 5-1: Interaccion en el tiempo de medias de viabilidad (Log UFC/g) en panela granulada.
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Tratamientos: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto
4 = 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

En la Figura 5-2 se presentan las medias de viabilidad de los tratamientos evaluados en el tiempo
(tto 5 excluido). Se observa que la grafica de viabilidad correspondiente a los tto 1, 2, 3 y 4 exhiben
un comportamiento similar, caracterizado por un incremento gradual desde el dia 0 hasta el dia 30

(punto maximo), seguido de una disminucién en el dia 45.

Las pruebas de efectos principales (Anexo C.6) mostraron diferencias significativas entre los
tiempos evaluados (p<0.05). La viabilidad de L. reuteri ME y en biomasa, incrementa desde el dia
0 hasta el dia 30 con diferencias significativas en cada punto (p<0.005). En el dia 45 y con respecto
al dia 30 la viabilidad disminuye (p<0.05), pero aun es superior frente a los dias 0 y 15 de evaluacion
(p<0.05). La viabilidad (Log UFC/g) de L. reuteri ME y en BM agregado en panela granulada se ve

afectado por el tiempo de almacenamiento, sin diferencias entre los tratamientos aplicados.
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Figura 5-2: Interaccion en el tiempo de medias de viabilidad (Log UFC/g) en panela granulada.
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Tratamientos: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto

4 = 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control se omite el tratamiento.

5.4.2 Humedad

El ajuste de las tres estructuras de covarianza indicé que mod.AR1 tiene el menor BIC (-110.44),
por lo tanto, es el modelo que mejor se ajusta, asume que la correlacion disminuye con el tiempo
(Anexo C.7). El ANOVA aplicado al mod.AR1 indic6 que tanto tto (F=7678.18), como tiempo
(F=477.29), y tto:tiempo (F=90.37), tienen diferencias significativas (p<0.05) (Anexo C.8). Las
diferencias denotan que las formulaciones (tto) utilizadas para incluir el probidtico, el tiempo de

evaluacidn y su interaccion (tto:tiempo), influyen en la humedad de la panela granulada.

La Figura 5-3 presenta la interaccion de las medias de humedad % entre los tto evaluados en el
tiempo. Se observan leves fluctuaciones en el periodo evaluado y no mantienen una tendencia clara
de crecimiento o decrecimiento, interaccion explicada por el cruce de lineas en los tratamientos 1, 2,

3y5s.

La evaluacion de efectos simples de tiempo en los tto indicod diferencias significativas (p<0.05)

(Anexo C.9). El tto 4 presento el valor mas alto de humedad durante el periodo de evaluacion. Para
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el Dia 0, el tto 4 (5% BM), presentd el valor de humedad mas elevado, seguido por tto 3, tto 2, tto 5

y tto 1, con diferencias significativas (p<0.05), excepto entre las medias tto 2 - tto 5 (p>0.05).

Figura 5-3: Interaccion en el tiempo de humedad (%) en panela granulada.
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Tratamientos: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto
4 = 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

Enel dia 15, el valor de aw en los tto disminuy®, el tto 4 presentd el mayor valor de humedad, seguido
por tto 5, 3, 2 y 1 sin diferencias significativas entre tto 1- tto 2; tto 2 - tto 3; tto 3 - 5 (p>0.05). Para
dia 30, los tratamientos presentaron leves incrementos de aw con diferencia significativa (p<0,05).
En el dia 45 los tratamientos presentaron diferencias significativas (p<0.05), excepto el tto 2 — tto 3
(p>0.05).

La adicién de L. reuteri (microencapsulado o en biomasa) influyd en la humedad del producto, la

biomasa increment6 la humedad, mientras que L. reuteri ME la estabilizo.

5.4.3 Actividad de agua - aw

La comparacion de los modelos para ajustar la estructura de covarianza indicé que mod.AR1 (BIC -
617.05) tiene el mejor ajuste, asume que la correlacion disminuye con el tiempo (Anexo C.10). El
ANOVA sobre mod.AR1 (Anexo C.11) permiti¢ identificar diferencias significativas de tto
(F=21299.9), tiempo (F=191.4) e interaccion tto:tiempo (F=89.4) (p<0.05). Las diferencias sugieren
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que la formulacion de la panela granulada, el tiempo evaluado y su interaccion afectan la aw del

producto.

La comparacion de medias de efectos principales en los tratamientos indico diferencias significativas
(p<0.05) (Anexo C.12). El tto 4 presenta la media mas alta de aw, seguido por tto 5, tto 1, tto 2 y tto
3 (Figura 5-4), tendencia que se mantiene en el tiempo. Estos valores sugieren que la adicion de

biomasa aumenta la aw y el microencapsulado reduce estos valores en panela granulada.

Figura 5-4: Interaccion en el tiempo de medias de a, en panela granulada.
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Tratamiento: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto 4
= 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

5.4.4 Solubilidad %

La comparacion de modelos para ajustar la estructura de covarianza indicé que mod.SC (BIC
249,3567) es el modelo de mejor ajuste, asume una estructura de covarianza constante entre los
tiempos evaluados (Anexo C.13). El ANOVA sobre mod. SC (Anexo C.14) indic6 diferencias
significativas para tto (F=1334.3), tiempo (F=17.3) e interaccion entre tto:tiempo (F=33.1)
(p<0.0001). De acuerdo con estas diferencias, la solubilidad del microencapsulado depende del

tratamiento, tiempo e interaccion tto:tiempo.
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En la Figura 5-5 se presenta la interaccion de medias para solubilidad (%). En general, se observa

una disminucién de solubilidad con el tiempo en los tratamientos tto 1, tto 2, tto 3 y tto 5, excepto

en el tto 4 (5% BM) que tiende a incrementar los valores de solubilidad (%).

Figura 5-5: Interaccion en el tiempo de solubilidad (%) en panela granulada.
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Tratamientos: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto

4 = 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

La evaluacion de efectos simples (Anexo C.15) indicé diferencias significativas (p<0.05) en

solubilidad (%) entre los tratamientos evaluados. En el tiempo inicial, el tto 3 presento el valor mas

elevado seguido por tto 2, tto 1, tto 4 y tto 5, con diferencias significativas (p<0.05), excepto entre

tto 1 y tto 4 (p>0.05). Para los dias tto 15, tto 30 y tto 45, el tto 4 presentd mayor solubilidad, seguido

por tto 3, tto 2, tto 1 y tto 5 con diferencias significativas (p<0.05). Estas interacciones sugieren que

la adicion de L. reuteri en biomasa incrementa la solubilidad, al igual que la adicion de L. reuteri

ME frente al tto 5.

5.4.5 Humectabilidad

El ajuste de estructura de covarianza present6 el mod.AR1 (BIC 126.9743) como el modelo de mejor

ajuste, asume que la correlacion disminuye con el tiempo (Anexo C.16). El ANOVA sobre mod.AR1

(Anexo C.17) presenta diferencias significas, para tto (F=1124.22), tiempo (F=386.81) e
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interacciones tto:tiempo (F=7.31) (p<0.05), descripcién que siguiere que los factores mencionados

y su interaccion afecta la humectabilidad de la panela granulada.

En la Figura 5-6 se presenta el grafico de interaccion de medias para humectabilidad (min), se
observa un incremento de la variable en el tiempo, tendencia presente para los tto evaluados. El
tratamiento con menor tiempo de solubilidad es tto 4 (BM), mientras, el tratamiento con mayor

tiempo de solubilidad es tto 5 (Control).

Figura 5-6: Interaccion en el tiempo de humectabilidad (min) en panela granulada.
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Tratamiento: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto 4
= 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

Las pruebas de efectos simples (Anexo C.17) indicaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, donde, la mayor diferencia se presento entre tto 4 - 5 (p<0.05). Ademas, se
establecieron diferencias significativas con incrementos progresivos desde el dia 0 hasta el dia 45

para todos los tratamientos (p<0.05).

El resultado sugiere que la formulacion de panela granulada con L. reuteri (ME o BM) incrementa

los minutos de humectabilidad del producto final en el tiempo, pero es menor frente al tto control.



Capitulo 5. Evaluar la estabilidad durante el almacenamiento de una panela granulada 95

adicionada con Limosilactobacillus reuteri

5.4.6 Coordenadas CIEL*a*b*

El ajuste de estructura de covarianza indic6 el mod.AR1 (BIC 300.4860), como el modelo de mejor
ajuste (Anexo C.19), asume que la correlacion disminuye con el tiempo. El ANOVA para mod.AR1
(Anexo C.20), mostré diferencia significativa para tto (F=8097), tiempo (F=738.2) y la interaccion
tto:tiempo (F=231.9) (p<0.05). Resultado que propone efectos de tratamientos y tiempo en los

valores de la coordenada L*.
La Figura 5-7 corresponde al grafico de interaccion de medias para la coordenada L*, no se
contemplan tendencias generales de crecimiento o decrecimiento en el tiempo, sin embargo, se

resalta que el tto 3 mostrd valores elevados y el tto 4 valores menores.

Figura 5-7: Interaccion en el tiempo de las coordenadas CIEL*a*b* - Coordenada L*.
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Tratamiento: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto 4
= 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

El analisis de efectos simples (Anexo C.21), indico que para el tiempo 0 los tratamientos presentaron
diferencias significativas (p<0.05), donde el tto 3, presentd la media mas alta, seguido por tto 2, tto
1, tto 4 y tto 5. Transcurrido el periodo de evaluacion, el orden mencionado se mantuvo con
diferencias significativas en los 4 puntos tomados. Adicionalmente, la evaluaciéon de efectos

principales de los tratamientos (Anexo C.22), confirmé diferencias significativas (p<0.05). Los



96 Evaluacion de la inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en panela

granulada con caracteristicas probioticas

resultados sugieren que una mayor concentracion de L. reuteri ME incrementa la media de la

coordenada L* en comparacion con el tto 5 (control) y el tto 4 (BM).

El ajuste de la estructura de covarianza para la coordenada a* present6 el mod.AR1 (204.5456) como
el modelo que mejor ajusta los datos (Anexo C.23) asume que la correlacion disminuye con el
tiempo. El ANOVA aplicado para mod.AR1 (Anexo C.24), mostr6 diferencias significativas para
tto (F=1409.485), tiempo (F=169.875), y su interaccion tto:tiempo (F=58.44) (p<0.05), el analisis

sugiere que tratamiento, tiempo y la interaccion entre los dos factores, afectan la coordenada a*.

En la Figura 5-8 se ilustra la interaccion de las medias para la coordenada a*, donde, no se observan
tendencias claras de las medias en el tiempo. Sin embargo, destacan tto 4 y 5 con los valores mas

altos en comparacion con tratamientos 1, 2 y 3.

Figura 5-8: Interaccion en el tiempo de las coordenadas CIEL*a*b* - Coordenada a*.
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Tratamiento: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto 4
= 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.

La evaluacion de efectos simples (Anexo C.25), mostro diferencias significativas entre tto en el dia
0, con el valor mas alto registrado en el tto 4, seguido por tto 5, 1, 2 y 3 (p<0.05). Para el dia 15, el
tto 5 presentd el valor més alto, seguido por el 4 y 1, sin diferencias significativas entre ellos

(p>0.05), pero si frente a tto 2 y tto 3 (p<0.05). En los dias 30 y 45 se mantuvo el mismo orden con
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diferencias significativas (p<0.05). Las medias de la coordenada a* para cada tratamiento indican
que el tto 4 es el valor mas elevado, seguido por tto 5, 1, 2 y 3 (p<0.05). Estos resultados indican que

la biomasa afnadida incrementa la media de a*, y el ME a mayores concentraciones reduce este valor.

El ajuste de la estructura de covarianza para la coordenada b* present6 el mod.AR1 (BIC 300.7990),
como el modelo de mejor ajuste, asume que la correlacién disminuye con el tiempo (Anexo C.26).
El ANOVA aplicado al mod.AR1 (Anexo C.27), indicé que tanto tto (F=1561.647) como el tiempo
(F=820.408) y su interaccion tto:tiempo (F=137.086) tienen diferencia significativa (p<0.05). Esto
indica que la coordenada b* varia significativamente segin el tto aplicado, el tiempo de

almacenamiento y la interaccidon entre ambos factores.

La Figura 5-9 presenta el grafico de interaccion de medias para la coordenada b*. En esta figura no
se observan tendencias claramente definidas y las lineas correspondientes a cada tto presentan
intersecciones. No obstante, los tto 5 y 1 tienen valores mas elevados, mientras que el tto 3 tiene el

valor més bajo frente a los demas tto.

Figura 5-9: Interaccion en el tiempo de las coordenadas CIEL*a*b* - Coordenada b*
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Tratamiento: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto 4
= 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.
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La evaluacion de efectos simples (Anexo C.28) indicod diferencias significativas (p<0.05) en la
coordenada b* entre los tto en el tiempo. En el tiempo 0 el tto 5 presento el valor mas alto de la

coordenada b*, seguido por tto 4, tto 1, tto 2 y tto 3, con diferencias significativas (p<0.05).

En el dia 15, los tto 5 y 1 mostraron los valores mas altos de b*, sin diferencia significativa entre si
(p>0.05), pero con diferencias significativas frente a tto 4, tto 2 y tto 3 (p<0.05). Para los dias 30 y
45 se mantuvieron las diferencias significativas entre los tto (p<0.05), el tto 5 presento el valor b*
mas alto, seguido por tto 1, tto 4, tto 2 y tto 3. Estos resultados sugieren que entre los tratamientos

con adicion de L. reuteri ME, una mayor concentracion reduce la media de b*.

5.4.7 Analisis bromatologico

En la Tabla 5-4 se presentan los resultados del analisis bromatoldgico realizado a tto 3 con 15% de
L. reuteri ME y tto 5 (control). Datos que se comparan con los valores de la NTC 1311, norma que
establece los requisitos y los ensayos que debe cumplir la panela destinada para el consumo humano.
Los tto estudiados cumplen con los requisitos establecidos en la NTC 1311 para todos los

compuestos determinados en la investigacion.

Tabla 5-4: Analisis bromatologico de panela granulada con adicion de Limosilactobacillus reuteri

microencapsulado (15%) y control.

Resultados o
o Requisitos
Analisis tto 3 tto 5
NTC 1311
L reuteri ME| Control

Humedad % 2.36+0.01* [2.80+0.01°| Max 5.0

Cenizas % 2.81+£0.13¢ |2.74+0.04°| Min 1.0
Azucares totales % 80.94 79.59 Max 93.0

Azucares reductores % | 8.38+0.53°¢ |7.17+0.48°| Min 5.0

Proteina (N x 6.25) % | 0.34+0.05° |0.49+0.12°| Min 0.2
Potasio mg/100 g 1020 910 Min 100.0
Calcio mg/100 g 150 140 Min 10.0

Fosforo mg/100 g 867 760 Min 5.0

Letras diferentes en filas indican diferencia significativa (p < 0.05).
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La prueba T-Student aplicada a los analisis bromatologicos indica diferencia significativa entre tto
para humedad % (p<0.05) (Figura 5-10). Sin embargo, no muestra diferencias significativas para

cenizas, azucares reductores y proteina los tratamientos (p>0.05) (Tabla 5-4 y Anexo C.28)

Figura 5-10: Intervalos de los tratamientos evaluados tto 3 y tto 5: a) humedad %. b) ceniza %. c)

Proteina% y d) Azucares reductores %.
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5.4.8 Identificacion de colorantes y pruebas microbiologicas

En la Tabla 5-5 se presentan resultados para identificacion de colorantes y pruebas microbiologicas
para tto 3 y 5, siendo negativos para colorantes, E. coli, S. aureus y recuentos bajos para mohos y

levaduras, coliformes y aerdbicos contables (Figura 5-11).
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Tabla 5-5: Analisis de identificacion de colorantes y pruebas microbioldgicas.

Pruchas Resultado
tto 3 L. reuteri ME | tto 5 Control.
Colorantes Ausencia Ausencia
Mohos y Levaduras 24 UFC/g 37 UFC/g
Coliformes 63 UFC/g 84 UFC/g
E. coli Negativo Negativo
S. aureus Negativo Negativo
Aerdbicos contables 243 UFC/mL 210 UFC/mL

Figura 5-11: Pruebas microbioldgicas Peel Plate EC Microbial: a). Test E. coli & Coliform, b).

Test Aerdbicos contables, c). Test Staphylococcus aureus.

5.4.9 Prueba sensorial — Aceptabilidad por ordenamiento

En la Tabla 5-6 se presenta el resumen de estadisticos descriptivos y la sumatoria total para cada
tratamiento asignado por los panelistas. En orden ascendente, los tratamientos tto 1 y tto 5 tienen la
menor puntuacion, seguido por tto 4, tto 2 y tto 3. La prueba de Kolmogoérov-Smirnov indica que
tratamientos no cumplen con el puesto para normalidad, por lo tanto, se aplicé la prueba de Friedman

(Anexo C.29).

En la Anexo C.31 se presenta el resumen de la prueba de Friedman, los resultados indicaron

diferencias significativas en la aceptacion sensorial entre los tratamientos (p<0.05). El estadistico
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post hoc de Wilcoxon present6 diferencias significativas entre tres subconjuntos de tto (p<0.05)
(Tabla 5-6 y Anexo C.32). a) tto 1 y tto 5 tienen alta aceptacion. b) tto 4 y 2 aceptacion media. ¢)

tto 3 menor aceptacion.

Tabla 5-6: Media, mediana y sumatoria de niveles asignados a cada tratamiento.

Tratamiento | Media | Sumatoria total | Aceptacion
tto 1* 2,3 207 Alta
tto 2° 3,3 297 Media
tto 3¢ 4 360 Baja
tto 4° 3,1 280 Media
tto 5° 2,3 206 Alta

5.5 Discusion

5.5.1 Evaluacion de estabilidad durante el almacenamiento de una
panela granulada adicionada con Limosilactobacillus reuteri

Los resultados de viabilidad de L. reuteri microencapsulado (ME) en panela granulada muestran un
comportamiento dindmico durante los 45 dias de almacenamiento (15 °C, 85% HR, bolsas Doypack
PET-(PA-PE)). Los tratamientos con L. reuteri ME (tto 1: 5%, tto 2: 10%, tto 3: 15%) y biomasa
(tto 4: 5%), presentaron un incremento significativo en la viabilidad desde el dia 0 hasta el dia 30,
seguido de una ligera disminucion hacia el dia 45 (Figura 13). Patron que sugiere el secado por
aspersion con el material pared MD:IN como estrategia de proteccion durante el almacenamiento y

como conservante de la actividad metabolica del probidtico en el producto.

La humedad de la panela granulada se mantuvo en niveles seguros (2.242 + 0.047 a 5.500 = 0.026
%), y la aw permanecid por debajo de 0.615 + 0.002, valores que limitan el crecimiento de
microorganismos y reacciones indeseables (Fennema et al., 2017). Sin embargo, el tto 4 (5% BM)
mostro valores de humedad y aw significativamente mas altos, dicho comportamiento establece que

la adicion de biomasa incrementa humedad y aw, en complemento, el material encapsulante MD:IN
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se relaciona con la estabilidad del producto final en términos de estos parametros. La aw disminuy6

significativamente con el incremento de L. reuteri ME en la panela granulada.

Los tratamientos con L. reuteri ME (tto 1, 2 y 3), mostraron una solubilidad mayor con el incremento
de la concentracion del probidtico encapsulado (85.506 + 0.397 a 88.578 + 0.406 %) en comparacion
con el tto 5 (80.460 + 0.492%), la adicion de L. retureri ME mejora la dispersion del producto en
medios acuosos por las propiedades del material encapsulante MD:IN (bajo peso molecular, alta
solubilidad y estructura porosa). Por otra parte, el incremento de solubilidad del tto 4 (89.132 +
0.339) se relaciona con la adicion de L. reuteri libre, el contenido de humedad y aw que promueven
la liberacion de compuestos hidrofilicos (proteinas y exopolisacaridos) que reducen la tension
superficial. Adicionalmente, la ausencia de una matriz encapsulante permite una interaccion directa

de la biomasa con los componentes de la panela.

En los tratamientos evaluados, la humectabilidad incrementa progresivamente (5.136 £ 0.159 hasta
11.300 £+ 0.291 min), reaccion que se ve influenciada por la adicion de L. reuteri ME y biomasa en
comparacion con el tto 5. La microencapsulacion ofrece resistencia a la humectabilidad por la matriz
encapsulante MD:IN, mientras la maltodextrina limita la interaccion inicial con el agua por su
estructura con caracteristica vitrea, la inulina forma redes, estabiliza la matriz y retrasa la
plastificacion por humedad. Por otra parte, la biomasa libre mejora la rapidez de rehidratacion
causado posiblemente por la lisis celular, liberacion de compuestos intracelulares modificando la

hidrofobicidad de la superficie.

Chand ef al. (2014), reportaron reducciones de humedad para panela en bloque de 10.67 a 8.466 %
y de 9.95 a 8.16 % para panela convencional y recubierta con proteina de suero concentrada, durante
un periodo de almacenamiento de 6 meses, segiin los autores, esto puede deberse a la formacion de
una pelicula gruesa a base de proteinas que reduce el oxigeno y el contenido de humedad. De igual
forma, Asfaq & Chand (2020) reportan valores de 0.577 a 0.669 para panela en bloque. Resultados
mayores a los presentados en la presente investigacion, a excepcion de los resultados de aw para el
el tratamiento con 5 % de biomasa. Por otra parte, Verma et al. (2019b), mencionan que a menor
humedad y aw, en panela granula, se mejora la estabilidad del producto y se prolonga su vida util,
ademas, reportan datos para humedad de panela granulada entre 3.9 a 4.6 %, cercanos a los obtenidos

en esta investigacion con adicion del probidtico microencapsulado y el tratamiento control.
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Angnunavuri et al. (2022), formularon chocolates con leche y adicion de L. acidophilus. En sus
estudios, evaluaron la viabilidad del probidtico durante 90 dias de almacenamiento a 4 y 25 °C. Los
resultados mostraron que la viabilidad inicial para los tratamientos fue de 8.85 Log UFC/g. A 4 °C,
esta viabilidad se redujo hasta 8 Log UFC/g al finalizar el periodo de almacenamiento, mientras que
a 25 °C no se observo crecimiento a partir de los 60 dias. Ademas, se midieron valores de aw en los
chocolates con la adicion de L. acidophilus en estado libre, encontrandose rangos de 0.41 + 0.00 a
0.49 £ 0.01; en contraste, el tratamiento control (sin la cepa) presenté un cambio de 0.37 = 0.01 a
0.44 £ 0.03 a 4°C en el mismo periodo. Los autores sugieren que el chocolate de control mostrd
valores de aw mas bajos, lo cual podria atribuirse al uso de pellets bacterianos recuperados de un
medio liquido, y enfatizan que valores altos de aw estan asociados a una disminucion en la viabilidad

del probidtico.

Del mismo modo, Nebesny et al. (2007), suplementaron chocolate negro con cepas de Lactobacillus
liofilizadas en leche. Durante 12 meses de almacenamiento a 18 °C, reportaron que la supervivencia
de L. casei y L. paracasei disminuyo de 9.897 Log UFC/g hasta alcanzar rangos finales entre 7.556
y 7.763 Log UFC/g. Asimismo, se observaron valores de aw que oscilaron entre 0.118 = 0.01 y 0.20
+ 0.01. Segun los autores, la supervivencia se debe al ambiente anaerdbico interior de la capsula y
el bajo contenido de humedad, que mantiene la aw en un rango que impide las reacciones de

deterioro, protegiendo asi a las cepas lacticas.

Sharifi et al. (2021), microencapsularon L. plantarum y evaluaron su estabilidad en queso blanco
durante 90 dias de almacenamiento a 4 °C. Durante este periodo, se observo una disminucion en la
viabilidad de L. plantarum, tanto en forma libre como encapsulada, llegando a 6.44 Log UFC/g
después de 61 dias. Sin embargo, al final del almacenamiento, la poblacion de probidticos
microencapsulados alcanz6 7.95 Log UFC/g, y la coencapsulada con fitoesteroles, 8.14 Log UFC/g.
Los autores destacaron que la viabilidad del probidtico se ve influida por factores como un pH bajo,
la presencia de oxigeno, la competencia con el cultivo iniciador, la presencia de sal (cloruro de

sodio), la baja temperatura y el tiempo de almacenamiento.

Marcial-Coba et al. (2019), analizaron el chocolate negro como matriz portadora de Akkermansia
muciniphila y L. casei microencapsulados. Durante 60 dias de almacenamiento a 4 y 15 °C, se
observo que la viabilidad para L. casei se mantuvo estable, con una concentracion inicial de 9.23

Log UFC/g que finaliz6 en 9.29 Log UFC/g. La aw reportada fue de 0.27 £+ 0.02 al dia 0,
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disminuyendo a 0.24 £ 0.02 (4 °C) y 0.21 £ 0.01 (15 °C) al dia 60. Por otra parte, la carga bacteriana
inicial de 4. muciniphila disminuy¢ de 7.87 Log UFC/g (4 y 15 °C) a 7.24 Log UFC/g (4 °C) y 7.00
Log UFC/g (15 °C) y la aw inicial fue de 0.26 = 0.02, reduciéndose a 0.23 = 0.04 (4 °C) y 0.24 £
0.02 (15 °C) al final del almacenamiento. Estos autores mencionaron que la combinacion de
biopolimeros y chocolate negro es efectiva para mantener la estabilidad de L. casei, mientras que A.

muciniphila presentd mayor sensibilidad.

5.5.2 Coordenadas CIEL*a*b*

Los resultados obtenidos demuestran que la incorporacion de L. reuteri microencapsulado (ME) en
panela granulada, utilizando maltodextrina:inulina (MD:IN) como matriz encapsulante, influye
significativamente en las coordenadas L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (azul-amarillo) durante
el almacenamiento. El andlisis estadistico confirmo efectos significativos (p<0.05) del tratamiento,

tiempo e interaccion tto:tiempo , lo que sugiere que L*, a* y b* se ven afectados por estos factores.

Los tratamientos con ME (tto 1, tto 2 y tto 3) mostraron una relacion directa entre la concentracion
del probiotico y los valores de L*, donde, las concentraciones con mayores ME (15%) incrementaron
los valores de la coordenada. Este comportamiento podria atribuirse al efecto de la matriz
encapsulante MD:IN, que incrementa la luminosidad del producto, similar a la descripcion realizada
por Delgado & Baiidén (2018) y Mahdavee Khazaei et al. (2014), quienes inciden en que

maltodextrina e inulina aumentan la luminosidad del producto formulado.

La inclusion de L. reuteri ME en panela granulada modula significativamente la coordenada a*,
evidenciando que concentraciones mayores de ME (15 %) reducen la intensidad de tonalidades
rojizas. El tto 3 (15% ME) registro los valores mas bajos de a* en todos los puntos en el tiempo,

contrastando con el tto 4 (5% BM) y tto 5 (control), que presentaron las medias mas elevadas.

Los tratamientos con ME mostraron una relacion inversa entre la concentracion del probidtico y los
valores de b*. Esta reduccion de la coordenada b* con mayores concentraciones de ME sugiere que
la matriz encapsulante MD:IN disminuy6 tonalidades amarillas en el producto. El tto4 (biomasa
libre) mostré fluctuaciones notables, por otra parte, el tto 5 exhibié un aumento progresivo de b*,

que se interpreta en tonalidades propias de la panela. Las coordenadas b* y a* posiblemente se
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reducen con el incremento de la luminosidad, efecto por la matriz de encapsulacion MD:IN (Delgado

& Baiion, 2018; Mahdavee Khazaei et al., 2014).

Upadhyaya et al. (2023), reportaron las coordenadas CIEL*a*b* de panela en bloque de la siguiente
forma; L* 11.8+£2.1,a* 1.6 +£ 0.4, b* 12.7 £ 1.6 y con adicidn de clarificador, los resultados variaron
a:L*62.6+6.3a*4.6+0.3b*11.2+1.8. Ademas, mencionaron que la tonalidad de la panela es el
resultado de las diferentes temperaturas de calentamiento en el proceso de obtencion. De igual forma,
Solis-Fuentes et al. (2019b) reportan valores de CIEL*a*b* para panela comercial de: L* 57.5+0.1,
a*5.1£0.1 yb*32.9+0.1, expresaron que la panela varia su color dependiendo de la materia prima
utilizada, variedad de cafia de azucar, condiciones agroecoldgicas y el proceso de elaboracion,
ademas, indican que compuestos como azucares reductores, polifenoles, azucares totales, las

proteinas y el hierro son factores que también afectan el color.

Mahdavee Khazaei et al. (2014) dieron a conocer variaciones en las coordenadas CIEL*a*b* tras
microencapsular con maltodextrina (DE 7 y DE 20) y almacenar a 35 °C. Para la maltodextrina DE
7, observaron una disminucion en la luminosidad L*, pasando de 64.54 (dia 0) a 60.21 (dia 70),
mientras que la coordenada a* aumento de 22.11 a 22.96, y la coordenada b* vari6 de -5.62 a -6.17
en el mismo periodo. En el caso de la maltodextrina DE 20, se registro una reduccion en L* 56.95
(dia 0) a 51.82 (dia 70), un incremento en a* de 37.73 (dia 0) a 39.91 (dia 70), al igual en la
coordenada b* de 8.56 a 9.18. Los autores destacan que las maltodextrinas tienden a incrementar la
luminosidad después del secado por aspersion y con ello, la disminucion de la intensidad en las
coordenadas a* y b*, generando un producto con un perfil de color claro o palido, similar a los

resultados reportados en la presente investigacion.

5.5.3 Analisis bromatoldgico

Los resultados del analisis bromatoldgico de la panela granulada con inclusion de L. reuteri
microencapsulado (ME) (tto 3: 15%) y tratamiento control (tto 5) cumplen con los requisitos
establecidos en la NTC 1311 (ICONTEC, 2009) para consumo humano, que valida su calidad e
inocuidad. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en parametros clave, como la
humedad, que sugieren efectos especificos de la microencapsulacion en las propiedades

fisicoquimicas del producto.
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La ausencia de diferencias significativas en cenizas, azucares reductores y proteina (p>0,05) sugiere
que la adicion de L. reuteri ME no altera significativamente la composicion nutricional de la panela.
Por otra parte, la humedad en el tto 3 (2,36 £ 0.01 %) fue significativamente menor (p<0,05) que en
el tto 5 (2,80 = 0.01 %), pero similar a los valores reportados por (Verma et al., 2019b). Efecto que
se atribuye a las propiedades de la matriz encapsulante MD:IN (Fennema et al., 2017; Fritzen-Freire

etal.,2012).

5.5.4 Identificacion de colorantes y pruebas microbioldgicas

Los resultados de las pruebas microbioldgicas y de identificacion de colorantes en la panela
granulada con inclusion de L. reuteri microencapsulado (ME), al 15% (tto3), y control (tto 5),
demuestran que ambos tratamientos cumplen con los requisitos establecidos en la ICONTEC (2009),

destacando la ausencia de patdgenos y colorantes artificiales.

La no deteccion de colorantes artificiales en ambos tratamientos (tto 3 y tto 5) refuerza la naturalidad
del producto y su alineacion con las tendencias de consumo hacia alimentos libres de aditivos
sintéticos. El color de la panela granulada se deriva de pigmentos naturales como los polifenoles y

melanoidinas formadas durante el procesamiento térmico, Kumar & Singh (2020b).

5.5.5 Prueba sensorial — Aceptabilidad por ordenamiento

La evaluacion sensorial mediante la prueba de Friedman mostro diferencias significativas (p <0.05).
El tratamiento con menor adicion de probidtico tto 1 (5 % ME) y tto 5 (control), presentaron la mayor
aceptacion, el resultado sugiere que las concentraciones bajas de L. retueri ME no alteran
significativamente las propiedades sensoriales, mientras que el control, al carecer de ME, mantiene
el perfil tradicional del producto. Sin embargo, el tto 3 (15 % ME) registré la menor aceptacion,
causado posiblemente por los cambios de perfil sensorial asociados con una mayor concentracion
del material encapsulante (MD:IN). Finalmente, los tto 4 y tto 2 presentaron una aceptacion
intermedia, indicando que la biomasa libre y las concentraciones moderadas de ME introducen

cambios perceptibles pero tolerables.

Angnunavuri et al. (2022), reportaron que la adicion de L. acidophilus en chocolate no alterd
significativamente las propiedades sensoriales frente al control, evaluado por 50 panelistas no

entrenados. Este resultado coincide con Nebesny et al. (2007), donde chocolates con L. casei y L.
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paracasei mantuvieron caracteristicas sensoriales similares a las muestras no inoculadas, incluso con
panelistas entrenados. Por otra parte, Marcial-Coba et al. (2019), observaron puntuaciones mas bajas
en muestras con microcapsulas, destacaron que estas diferencias no fueron significativas,
respaldando que la inclusion de probidticos no compromete radicalmente la aceptabilidad. En
complemento, Chand ef al. (2014), evaluaron sensorialmente panela en bloque y recubierta con
proteina de suero concentrado, indicando que las muestras con recubierta tienen menos aceptabilidad

general en comparacion con la muestra de control.

5.6 Conclusiones y recomendaciones

5.6.1 Conclusiones

La incorporacion de L. reuteri microencapsulado (ME) mantiene la estabilidad durante el
almacenamiento del producto final, los tratamientos con mayores concentraciones de ME
presentaron niveles de humedad estable y reduccion de actividad de agua (aw), pardmetros criticos
que limitan el crecimiento microbiano y favorecen la integridad del alimento. Los analisis de
solubilidad y humectabilidad indicaron que la matriz MD:IN facilita una dispersion optima del
producto en medios acuosos y retrasa la penetracion de agua, lo cual contribuye a mantener la calidad
y prolongar la vida util de la panela granulada durante el periodo evaluado. Ademas, el analisis de
color con coordenadas CIEL*a*b* y la prueba sensorial de ordenamiento indican que
concentraciones altas de microencapsulado incrementan la luminosidad y reducen la aceptabilidad

del producto.

5.6.2 Recomendaciones

Ampliar el periodo de almacenamiento, evaluando la estabilidad de L. reuteri y la evolucion de los
parametros fisicoquimicos (humedad, actividad de agua, solubilidad y humectabilidad) en

condiciones de vida util aceleradas.

Se sugiere estudiar el proceso para adicionar probidticos microencapsulados en panela granulada
con el fin de asegurar la integridad de las microcapsulas, evaluando diferentes temperaturas de la

panela al momento de agregar los microrganismos.
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

La optimizacién del secado por aspersion para la obtencion de microcapsulas de Limosilactobacillus
reuteri, utilizando una matriz binaria de maltodextrina e inulina, mostrd una alta viabilidad de L.
reuteri, evidenciando su capacidad para proteger células probidticas frente a condiciones de estrés
térmico y deshidratacion. Ademas, el analisis morfoldgico por Microscopia Electronica de Barrido

revelo la formacion de microcapsulas con una estructura esférica y superficie lisa.

La determinacion de la supervivencia del microencapsulado Limosilactobacillus reuteri bajo
condiciones gastrointestinales in-vitro demostrd un incremento progresivo en la viabilidad, pasando
de 8.118 + 0.434 Log UFC/g en la fase oral a 9.866 + 0.447 Log UFC/g en la fase géastrica,
alcanzando 10.335 + 0.314 Log UFC/g en la fase intestinal. Este comportamiento sugiere que, bajo
condiciones gastrointestinales in vitro, la matriz MD:IN no solo preserva la integridad celular, sino

que facilita una liberacion controlada en el ambiente intestinal.

La incorporacion de L. reuteri microencapsulado (ME) mantiene la estabilidad durante el
almacenamiento del producto final, los tratamientos con mayores concentraciones de ME
presentaron niveles de humedad estable y reduccion de actividad de agua (aw), pardmetros criticos
que limitan el crecimiento microbiano y favorecen la integridad del alimento. Ademas, los anélisis
de solubilidad y humectabilidad indicaron que la matriz MD:IN facilita una dispersion 6ptima del
producto en medios acuosos y retrasa la penetracion de agua, lo cual contribuye a mantener la calidad

y prolongar la vida 1til de la panela granulada durante el periodo evaluado.

La microencapsulacion de L. reuteri mediante una matriz MD:IN demostré ser eficaz para preservar
la viabilidad del probidtico en la panela granulada durante un almacenamiento de 45 dias de

almacenamiento.
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La inclusion de L. reureri ME no altera de manera significativa la composicion nutricional de la
panela, aunque si cambia las coordenadas CIEL*a*b* y sensoriales del producto. Mientras que
concentraciones elevadas del ME incrementan la luminosidad y modifican los valores de las
coordenadas a* y b*, se observa una disminucién en la aceptabilidad sensorial, lo que sugiere la

necesidad de equilibrar los beneficios funcionales con las preferencias del consumidor.

6.2 Recomendaciones

Se recomienda profundizar en la formulacion de L. reuteri microencapsulado con panela granulada
para optimizar la funcionalidad probiotica y la preservacion de las propiedades sensoriales del
producto, dado que concentraciones elevadas pueden alterar las Coordenadas CIEL*a* b* y la

aceptacion organoléptica.

Evaluar variaciones en la composiciéon de la matriz encapsulante para optimizar la liberacion
bacteriana, y determinar su efecto sobre la viabilidad durante digestiones gastrointestinales

simuladas.

Ampliar el periodo de almacenamiento, evaluando la estabilidad de L. reuteri y la evolucion de los
parametros fisicoquimicos (humedad, actividad de agua, solubilidad y humectabilidad) en

condiciones de vida util aceleradas.

Se sugiere estudiar el proceso para adicionar probidticos microencapsulados en panela granulada
con el fin de asegurar la integridad de las microcapsulas, evaluando diferentes temperaturas de la

panela al momento de agregar los microrganismos.



A. Anexo: Prueba T-Student,
Resistencia a diferentes temperaturas.

Estadisticos descriptivos: Log UFC/mL
Método

Error
pq: media de Log UFC/mL cuando Temperatura °C = 37 estandar
dia de Log UFC/mL cuando Temperatura °C = 45 Temperatura de la

-: media = . .
HT ) g P °C N Media Desv.Est. media

Diferencia: s - pz -

37 20 13,253 0,865 0,19
No se presupuso igualdad de varianzas para este andlisis. 45 20 12,419 0,331 0,074

Estimacion de la diferencia Prueba
IC de 95% Hipétesis nula  Hg pa-pz =0
para la Hipotesis alterna Hy: g -z 2 0
Diferencia diferencia Valor T GL Valor p

0,834 (0,408; 1,261) 4,03 24 0,000






B.

Anexo: Analisis estadistico para
capitulo 3 — Optimizar el proceso de
secado por aspersion para la obtencion

de microcapsulas de Limosilactobacillus
reuteri

1. Optimizacion del secado por aspersion para la obtencion de

Limosilactobacillus reuteri microencapsulado

Valore iniciales de caracterizacion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado evaluado
durante 64 dias.

Viabilidad Log Humedad Actividad de agua
UFC/g % aw
Dias N Media SD Media SD Media SD
1 5 8.781*  £0.398  3.1200 £0.127 0255  £0.006
12 5 8.573*  £0.792  3.914®> +£0.082  0.288*  +0.006
24 5 8.530* £0.770  4.752°  +£0.048  0.325¢  +0.005
64 5 8.181*  £0.549  6.212¢ £0.033 04184  +0.007

N (replicas), =SD (desviacion estandar)

Estadistico descriptico de las variables evaluadas para optimizar el proceso de

microencapsulacion de Limosilactobacillus reuteri

Rendimiento Humedad Actividad de agua Viabilidad

temp! MD?> N Media SD  Media SD Media SD Media SD
110 10 3 48.825 +1.106 7.100 1939  0.337 +0.025  10.087 +0.502
15 3 36203 =+0954 7973 +£2214  0.355 +0.020  9.730  +0.582
5 3 46272 £1.015 9.653 +0.451 0.357 +0.025  9.177 +0.095
120 10 3 49.702 +1.106 6.820 +0.688  0.287 +0.023  10.125 +£1.050
15 3 37279 <£1.106 5.860 +0.302  0.306 +0.020  9.975 +0.601
5 3 49.188 +£1.015 7.893 +0.451 0.293 +0.025  9.081 +0.118
130 10 3 50419 +£1.106 5.727 +£1.266  0.248 +0.025 10.023 +0.622
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15 3 38246 =£1.106 4.500 +0.302 0.254 +0.020  10.040 +0.493
5 3 54337 #£1.015 7.493 +£0.451 0.275 +0.025 9311 +0.984
temp = Temperatura °C; 2MD = Maltodextrina %
N = replicas; £SD desviacion estandar
Analisis de Varianza para rendimiento.
Fuente = Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-p*
temp 68.4551 1 68.4551 93.5000 0.0000*
MD 724.5990 1 724.5990 989.6600 0.0000*
temp: temp 0.6424 1 0.6424 0.8800  0.3607
temp:MD 27.1978 1 27.1978 37.1500 0.0000*
MD:MD 220.4160 1 220.4160 301.0500 0.0000*
Error total 13.9112 19 0.7322
Total (corr.) 1075.3800 26

temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
Gl = Grados de libertad. Significancia p<0.05*

Analisis de Varianza para humedad

Fuente  Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-p*
temp 24.5467 1 24.5467 18.6000 0.0004*
MD 22.4897 1 22.4897 17.0400 0.0006*

temp: temp 0.2817 1 0.2817 0.2100  0.6493
temp:MD 1.2936 1 1.2936 0.9800 0.3345
MD:MD 2.7744 1 2.7744 2.1000 0.1634
Error total 25.0707 19 1.3195

Total (corr.) 77.7891 26

temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
Gl = Grados de libertad. Significancia p<0.05%*.

Analisis de Varianza para actividad de agua aw

Fuente = Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor- p*
temp 0.03699 1 0.0370 186.1100 0.0000*
MD 0.00004 1 0.0000 0.2000  0.6568

temp: temp 0.00049 1 0.0005 24500  0.1344
temp:MD 0.00027 1 0.0003 1.3600  0.2576
MD:MD 0.00157 1 0.0016 7.8900  0.0112%*
Error total 0.00378 19 0.0002
Total (corr.) 0.04975 26

temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
Gl = Grados de libertad. Significancia p<0.05*
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Analisis de varianza para viabilidad Log UFC/g

Fuente = Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor p*

temp 0.0727 1 0.0727 0.1800 0.6721
MD 2.3647 1 2.3647 6.0200 0.0240*
temp: temp 0.0000076 1 0.0000 0.0000  0.9965
temp:MD 0.0231 1 0.0231 0.0600 0.8112
MD:MD 1.6592 1 1.6592 42200 0.0539
Error total 7.4677 19 0.3930
Total (corr.) 11.6326 26

temp = temperatura °C; MD = maltodextrina %
Gl = Grados de libertad. Significancia p<0.05*

Efectos estimados para el rendimiento, humedad, actividad de agua y viabilidad.

Rendimiento % Humedad %

Efecto Estimado SE V.LF. Efecto Estimado SE V.LF.

promedio 49.430 0.368 promedio 6.404 0.494
temp 3.900 0.403  1.000 temp -2.336 0.542  1.000
MD -12.689 0.403  1.000 MD -2.236 0.542  1.000
temp: temp 0.654 0.699  1.000 temp: temp 0.433 0.938 1.000
temp:MD -3.011 0.494  1.000 temp:MD -0.657 0.663  1.000
MD:MD -12.122 0.699  1.000 MD:MD 1.360 0.938  1.000
bloque 2.252 0.466  1.333 bloque 0.471 0.625  1.333
bloque -1.948 0.466  1.333 bloque 0.124 0.625  1.333

aw Viabilidad Log UFC/g

Efecto Estimado SE V.LF. Efecto Estimado SE V.LF.

promedio 0.284 0.006 promedio 10.077 0.270
temp -0.091 0.007  1.000 temp 0.127 0.296  1.000
MD -0.003 0.007  1.000 MD 0.725 0.296  1.000
temp: temp 0.018 0.012  1.000 temp: temp 0.002 0.512  1.000
temp:MD -0.010 0.008  1.000 temp:MD 0.088 0.362  1.000
MD:MD 0.032 0.012  1.000 MD:MD -1.052 0.512  1.000
bloque 0.039 0.008  1.333 bloque 0.030 0.341 1.333
bloque -0.038 0.008  1.333 bloque 0.082 0.341 1.333

temp = Temperatura °C; MD = Maltodextrina %.
SE = error estandar basado en el error total con 19 grados de libertad. V.I.F. = Factor de Inflacion
de Varianza: V.LF. = 1: disefio ortogonal. V.L.F >10: confusion seria entre efectos.
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2. Diagrama de dispersion exploratorio UFC y Log UFC - Modelo
rectilineo — Viabilidad Log UFC/g
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modelo <- Im(LogUFC ~ DAYS + I(DAYS~2), data)
summary (modelo)
call:
Im(formula = LogUFC ~ DAYS + I(DAYS~2), data = data)
Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.8844 -0.7618 ©.1882 ©0.6308 1.4537
Coefficients:
Estimate std. Error t value Pr(>|t]|)
(Intercept) 9.9735796 ©.3095015 32.225 <2e-16 ***
DAYS -0.6387829 0.0283569 -1.368 0.182
I(DAYS"2) 0.0003758 0.0004011 9.937 9.357
signif. codes: @ "***' g.,e01 '**' @,01 '*' @,05 '.' 0.1 ' ' 1
Residual standard error: ©.8666 on 29 degrees of freedom
Multiple R-squared: .1446, Adjusted R-squared: ©.88563

F-statistic: 2.452 on 2 and 29 DF, p-value: ©.1038

3. Supuesto de normalidad y homocedasticidad

Shapireo-Wilk normality test

data: residuals(mod.adj)
W = 8.9654, p-value = 0.3829

Cargando paquete requerido: lmtest

Cargando paquete requerido: zoo

Adjuntando el paquete: 'zoo'
The following objects are masked from 'package:base’:

as.Date, as.Date.numeric

Evaluacidn de homocedasticidad
studentized Breusch-Pagan test

data: mod.adj
P = 1.6405, df = 1, p-value = ©.2003

30

DAYS

40

50

60
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4. Modelo cuadratico humedad

Diagrama de dispersion

with(data, plot(Moisture ~ DAYS))

Moisture

30 35 40 45 50 55 6.0

DAYS

mod <- lm(Moisture ~ DAYS + I(DAYS"2), data)
summary (mod)

Call:
Im(formula = Moisture ~ DAYS + I(DAYS"2), data = data)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.161286 -0.040102 -0.003948 0.039831 0.186057

Coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 3.021e+0@ 3.729e-02 81.00 < 2e-16 ***

DAYS 8.395e-02 3.417e-03 24.57 1.0le-14 ***
I(DAYS~2) -5.320e-04 4.833e-085 -11.01 3.72e-09 ***
Signif. codes: @ '***' @.o01 '**' @.01 '*' @.05 '." @.1 ' ' 1

Residual standard error: ©.08254 on 17 degrees of freedom
(12 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: ©.9956, Adjusted R-squared: ©.9951

F-statistic: 1923 on 2 and 17 DF, p-value: < 2.2e-16

60
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5. Modelo cuadratico aw

with(data, plot(Aw ~ DAYS))

000

0.35 0.40
| I

0.30
|

amo

0.25
1
o

T T I [ I I T
0 10 20 30 40 50 60

DAYS

mod <- lm(Aw ~ DAYS + I(DAYS~2), data)
summary (mod)

call:
Im(formula = Aw ~ DAYS + I(DAYS~2), data = data)

Residuals:
Min 10 Median 2Q Max
-9.0092577 -0.0045689 ©.0067085 ©.003893%5 ©.0096747

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) 2.51@e-81 2.678e-83 93.799 < 2e-1p ***
DAYS 3.347e-03 2.454e-04 13.638 1.39e-1@ ***
I(DAYS"2) -1.146e-85 3.471e-86 -3.391 0.00422 **

Signif. codes: @ "***' @.@01 '**' 8.01 '*' @.85 '.' 0.1 " ' 1

Residual standard error: ©.685929 on 17 degrees of freedom
(12 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: ©.992, Adjusted R-squared: ©.9911

F-statistic: 1@6@ on 2 and 17 DF, p-value: < 2.2e-16



C.

capitulo 5 - Evaluar la estabilidad
durante el almacenamiento de una

Anexo: Analisis estadistico para

panela granulada adicionada con

Limosilactobacillus reuteri

1. Estadistico descriptivo - Evaluacion microencapsulado

Viabilidad Fumedad Ac“zgaad de Solubilidad  Humectabilidad
tto t(lle)rg;()) Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
I 0 5 7877 10548 2242 10047 0415 <0001 85506 0397 831 0114

15 5 9049 1347 1972 +0.042 0421 +0.002 82496 +0.542 8726 0.187
305 1231 40511 2264 0096 0421 0001 82,836 £0.525 934  0.178
45 5 10.853 0436 2088 £0.093 0435 0002 83,026 £0400 0.714 0347
2 0 5 8477 +1.000 2486 <0.038 0399 £0.002 87,158 0372 7.636 0.132
15 5 9417 1060 205 £0.069 0414 +0.001 85128 0437 7.738 0.266
30 5 12215 40450 2178 0064 0414 0003 85910 +0277 8294 0.126
45 5 10767 0521 2278 +0.054 0414 0002 86,180 +0372 8582 0279
3 0 5 7682 +1.112 2924 +0.032 0384 0002 88578 10406 6032 0144
15 5 9342 1018 2114 £0.045 0384 0002 87,154 1291 6.642 0403
30 5 12,095 £0.568 2704 £0.030 0383 0002 87,048 £0223 7.136 0381
45 5 10959 0513 2346 £0.023 0394 0002 87,120 +0446 8264 0.11
4 0 5 8325 0998 4966 <0061 0615 +0.001 85136 0463 5.136 0.159
15 5 9405 +1.188 4814 £0.043 0613 0002 88288 +0413 5404 0265
30 5 1207 40777 55 0026 0612 0003 89268 +0406 604  0.145
45 5 10658 0867 5.032 +0.065 0601 +0.002 89,132 +0339 681 0212
S 0 5 0 0000 2468 10056 0447 0003 80460 <0492 8946 0.198
15 5 0 0000 22 £0.041 0457 0001 78.696 <0446 9538 0.8
30 5 0 40000 248 0022 0456 0004 78,972 £0296 10.126 0253
45 4 0 0000 0 0 0486 0003 78990 0267 113 0291
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tto = tratamiento. tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri ME; tto
4 =5% L. reuteri BM,; tto 5 = Control.
N (replicas), £SD (desviacion estdndar), tto 5 sin crecimiento bacteriano.

30
45

50.642  +0.639 7.912 +0.219  13.542  £0.707
47.618  +0.961 10.338°  £0.362  23.118  +0.705

5 0
15
30
45

41.12 +0.494 10.486  +£0.572  23.404  +0.355
56.816  +0.551 7.228 +0.406  21.158  +1.241
59.796  +£0.476 9.332 +0.411  22.258  +0.479
57264  +0.640 10936  +0.310 31.936  +0.539

L a b
tto  tiempo (Dias) N  Media SD Media SD Media SD
1 0 5 56.532 +0.614 7.448 +0.486 13.672 +0.424
15 5 67.58 +1.045 6.658 +0.072 21.864 +0.987
30 5 67.206 +1.095 6.848 +0.438 20.146 +0.947
45 5 66472 +0.840 7.792 +0.247 28.122 +0.568
2 0 5 75.608 +0.533 3 .466 +0.309 8.024 +0.244
15 5 74928 +1.122 3.96 +0.527 11.722 +1.048
30 5 73.496 +0.424 5.04 +0.225 12.064 +0.555
45 5 76.648 +0.466 5.174 +0.402 16.602 +0.858
3 0 5 83.454 +0.512 1.108 +0.322 4.604 +0.447
15 5 78.098 +0.419 1.382 +0.354 5.71 +0.831
30 5 80.486 +0.458 2.992 +0.269 7.276 +0.543
45 5 84.092 +0.404 2.618 +0.346 8.424 +0.435
4 0 5 38.204 +0.469 12.23 +0.409 22.158 +0.368
15 5 49.622 +0.458 6.73 +0.342 14.536 +0.549
5
5
5
5
5
5

'tto = tratamiento: tto 1 = 5% L. reuteri ME; tto 2 = 10% L. reuteri ME; tto 3 = 15% L. reuteri
ME; tto 4 = 5% L. reuteri BM; tto 5 = Control.
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2. Ajuste de modelos para viabilidad: Simétrico compuesto, no

estructurado y autorregresivo de ler orden.

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacidén simétrica compuesta ****

mod.SC <- lme(Vviability ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/fue,
correlation = corCompSymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacion no estructurada ****

mod.UN <- Ime(viability ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 10008, opt = "optim"),
data = data)

# Modelacion con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- lme(Viability ~ tto * tiempo, random = ~1|bfue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos ****
anova(meod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC logLlik  Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 24 229.1483 286.3170 -90.57417
mod . UN 2 32 206.5573 282.7822 -71.27865 1 vs 2 38.59103 <.0001
mod . AR1 3 24 223.9212 281.0898 -87.96058 2 vs 3 33.36385 le-04

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:
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3. ANOVA Viabilidad mod.AR1

anova(mod.AR1)

numDF denDF  F-value p-value

(Intercept) 1 60 1272.9257 <.0001
tto 4 16 712.2807 <.0001
tiempo 3 60 156.9756 <.0001
tto:tiempo 12 60  10.4751 <.0001

Se construye un grafico de interaccion para explorar la naturaleza de la misma:

with(data, interaction.plot(tiempo, tto, Viability, col = rainbow(5), lty = 1))

4. Ajuste de modelos para viabilidad: Simétrico compuesto, no
estructurado y autorregresivo de ler orden — Se omite tratamiento

control

# Modelacion simétrica compuesta ****

mod.SC <- lme(viability ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corcompsymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data2)

# Modelacién no estructurada ****

mod.UN <- lme(viability ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 1@e8, opt = "optim"),
data = data2)

# Modelacion con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- lme(Viability ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data2)

# Comparacion de modelos *=*%*
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 20 180.4744 223.6521 -70.23720
mod . UN 2 28 181.7694 242.1581 -62.85469 1 vs 2 14.76503 0.0639
mod . AR1 3 20 187.6792 230.8569 -73.83962 2 vs 3 21.96987 0.0050

Se elige el modelo SC por tener el BIC menor:

5. ANOVA Viabilidad mod.SC

anova(mod.SC)

numDF denDF  F-value p-value

(Intercept) 1 48 1181.3891 <.@eel
tto 3 12 1.9499 0.1755
tiempo 3 48 164.3331 <.00e1
tto:tiempo 9 48 0.7016 ©.7041
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6. Evaluacion de efectos principales en el tiempo Viabilidad
Se evaluan efectos principales del tiempo:
emmeans (mod.SC, pairwise ~ tiempo, adjust = "holm™) ]

NOTE: Results may be misleading due to involvement in interactions

femmeans
tiempo emmean

5] 8.89 ©.317
15 9.30 0.317
30 12.17 0.317
45 10.81 0.317

4

a
a
a

21

8.42

11.
9.

29
93

SE df lower.CL upper.CL
7.

8.97
10.18
13.05
11.69

Results are averaged over the levels of: tto

Degrees-of-freedom method: containment

Confidence level used: ©.95

$contrasts

contrast

tiempo® - tiempol5

tiempo® - tiempo3e

tiempo® - tiempo45s

tiempol5 - tiempo3e
tiempol5 - tiempo45s
tiempo3® - tiempo4s

estimate

-1.
-4.
-2.
-2.
-1.

1.

21
08
72
87
51
36

Results are averaged over the
Degrees-of-freedom method: containment

P value adjustment: holm method for 6 tests

SE
.196
.196
.196
.196
.196
.196

Qo o e @ @

df t.ratio p.value

48
48
48
48
48
48

-6.
-20.
-13.
-14.

-7.

6.

187
825
870
638
683
955

levels of: tto

MAA A A A A

. 0001
. 0001
.0001
.0001
. 0001
.6e01
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7. Ajuste de modelos para humedad: Simétrico compuesto, No

estructurado, Autorregresivo de ler orden

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacién simétrica compuesta ****

mod.SC <- lme(Moisture ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompSymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacion no estructurada ****

mod.UN <- lme(Moisture ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl({msMaxIter = 1000, opt = "optim"),
data = data)

# Modelacion con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- Ime(Moisture ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos **¥*
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC logLik Test L.Ratio p-value
mod. SC 1 24 -165.9893 -108.82069 106.9947
mod . UN 2 32 -157.9363 -81.71146 116.9682 1 vs 2 7.946985 ©.4387
mod . AR1 3 24 -167.6134 -110.44477 107.8067 2 vS 3 6.322906 ©@.6111

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:

8. ANOVA HUMEDAD mod.AR1

anova(mod.AR1) ]

numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1 60 90384.13 <.0001
tto 4 16 7678.18 <.0001
tiempo 3 60 477.29 <.0001
tto:tiempo 12 60 90.37 <.0001

Se construye un grafico de interaccion para explorar la naturaleza de la misma:

with(data, interaction.plot(tiempo, tto, Moisture, col = rainbow(5), lty = 1))
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9. Evaluacion de efectos simple de tiempo Humedad

Puesto que hay interaccion significativa, se evallian los efectos simples.

emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tto|tiempo, adjust = "holm™)
$emmeans
tiempo = @:
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 2.24 0.0243 4 2.17 2.31
2 2.49 0.0243 2.42 2.55
3 2.92 0.0243 4 2.86 2.99
a 4.97 0.0243 4 4.90 5.03
5 2.47 0.0243 4 2.40 2.54
tiempo = 15:
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 1.97 0.0243 4 1.90 2.04
2 2.05 0.0243 1.98 2.12
3 2.11 0.0243 4 2.05 2.18
a 4.81 0.0243 4 4.75 4.88
5 2.20 0.0243 4 2.13 2.27
$contrasts
tiempo = @:
contrast estimate SE df t.ratio p.value tiempo = 15:
ttol - tto2 -0.244 ©.0327 16 -7.468 <.epel  contrast
ttol - ttod -0.682 0.0327 16 -20.873 <.eee1  Crol - tto2
ttol - ttod -2.724 6.0327 16 -83.371 <.eee1  ttol - tto3
ttol - ttoS -0.226 ©.8327 16 -6.917 <.epe1l  ttol - ttod
tto2 - tto3 -0.438 0.327 16 -13.405 <.epe1  Crol - tto5
tto2 - ttod -2.480 0.327 16 -75.903 <.e@e1  LCLo2 - tto3
tto2 - ttos  ©.018 ©.0327 16  ©.551 0.5893  tto2 - ttod
tto3 - tto4 -2.042 0.0327 16 -62.498 <.eee1  tto2 - ttos
tto3 - ttos  0.456 ©.0327 16 13.956 <.eep1  LLo3 - ttod
ttod4 - ttoS  2.498 @.8327 16 76.454 <.epe1  tto3 - ttos
tto4 - ttos
tiempo = 45:
contrast
tiempo = 3e: ttol - tto2
contrast estimate SE df t.ratio p.value +tto1 - tto3
ttol - tte2  0.086 ©.9327 16  2.632 0.0181 ttol - ttoa
ttol - tte3 -0.440 ©.9327 16 -13.467 <.0001 ttol - ttos
ttol - tteda -3.236 ©.0327 16 -99.841 <.0001 tto2 - tto3
ttol - tto5 -8.216 ©.8327 16  -6.611 <.8001 tto2 - ttoa
tto2 - tto3 -0.526 ©.9327 16 -16.899 <.0001 tto2 - tto5
ttoz - tted -3.322 ©.9327 16 -101.673 <.0001 tto3 - ttoa
tto2 - ttes -0.302 6.9327 16  -9.243 <.0001 tto3 - ttos
tto3 - ttod -2.796 ©.9327 16 -85.574 <.@001 ttod - ttes
tto3 - ttos  ©.224 ©.8327 16  6.856 <.0001
ttod - tte5  3.020 ©.9327 16 92.430 <.0001

tiempo = 3@:

tto emmean

1 2.26 ©.0243
2 2.18 ©.0243
3 2,70 ©.0243
4 5.50 0.0243
5 2.48 ©.0243
tiempo = 45:

tto emmean SE d
1 2,09 0.0243
2 2,28 0.0243
3 2.35 0.0243
4 5.03 0.0243
5 2.77 ©.0243

a

L

B R R R B

2.20
2.11
2.64
5.43
2.41

lower.CL
2.82
2.21
2.28
4.96
2.71

SE df lower.CL upper.CL

2.33
2.25
2.77
5.57
2.55

upper.CL
2.16
2.35
2.41
5.1@
2.84

Degrees-of-freedom method: containment
confidence level used: 8.95

estimate
-0.978
-0.142
-2.842
-0.228
-0.964
-2.764
-0.150
-2.700
-0.0986
2.614

estimate
-0.190
-08.258
-2.944
-0.686
-0.068
-2.754
-0.496
-2.686
-09.428
2.258

SE df t.ratio
0.0327 16 -2.387
0.0327 16 -4,346
9.0327 16 -86.982
9.0327 16 -6.978
9.0327 16 -1.959
9.0327 16 -84.595
0.8327 16 -4,591
9.8327 16 -82.636
0.0327 16 -2.632
0.0327 16 80.004

SE df t.ratio
9.0327 16 -5.815
9.8327 16 -7.896
9.0327 16 -90.104
@.9327 16 -20.996
9.0327 16 -2.081
9.0327 16 -84.289
9.6327 16 -15.181
9.0327 16 -82.208
@.8327 16 -13.099
9.0327 16 69.108

Degrees-of-freedom method: containment

p.value
0.8593
9.0020
<.0001
<.0001
0.0678
<.0001
9.8815
<.0001
9.0544
<.0001

p.value

9.0001
<.0001
<.0001
<.0e01
9.8538
<.0001
<.0001
<.0001
<.0e01
<.0001

P value adjustment: holm method for 1@ tests
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10.Ajuste de modelos para actividad de agua: Simétrico compuesto, No

estructurado, Autorregresivo de ler orden

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacion simétrica compuesta ****

mod.SC <- lme(Aw ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompSymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacidn no estructurada **#**
mod.UN <- lme(Aw ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 1800, opt = "optim"),
data = data)

# Modelacion con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- lme(Aw ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacién de modelos ****
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 24 -669.1671 -611.9985 358.5836
mod . UN 2 32 -670.9099 -594.6850 367.4549 1 vs 2 17.74273 0.0232
mod . AR1 3 24 -674.,2232 -617.0545 361.1116 2 vs 3 12.68670 0.1231

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:

11.ANOVA Actividad de agua mod.AR1

anova(mod.AR1)

numDF denDF  F-value p-value

(Intercept) 1 60 2817481.9 <.0061
tto 4 16 21299.9 <.0001
tiempo 3 60 191.4 <.0001

tto:tiempo 12 60 89.4 <.0001
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12.Evaluacion de efectos principales de tratamientos — Actividad de

agua

Se evaluan efectos principales de los tratamientos:

emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tto, adjust =

NOTE: Results may be misleading due to involvement in interactions

$emme.
tto
1

[ SENITEN]

Resul

Cconfidence level used: @.95

$cont
cont
ttol
ttol
ttol
ttol
tto2
tto2
tto2
tto3
tto3
ttoa

Results are averaged over the

ans

emmean
0.4229
0.41092
0.3861
0.6103
9.4614

ts are

rasts

rast

- tto2
- tto3
- tto4
- ttos
- tto3
- ttoa
- ttos
- tto4
- ttos
- ttos

SE df lower.CL upper.CL

0.0006149
0.0006149
0.0006149
0.0006149
©.0006149

4

IS

9.4212
0.4885
0.3844
0.6086
©.4597

0.4246
0.4119
9.3879
0.6120
09.4631

"holm")

averaged over the levels of: tiempo
Degrees-of-freedom method: containment

estimate
9.0127
9.0367
-0.1874
-0.8385
9.0240
-0.2001
-@.0512
-0.2241
-@.0752
©.1489

® 90 0 0 & ® 60 & 9 O

SE df

60087 16
.60087 16
00087 16
.00087 16
.00087 16
00687 16
.00087 16
.60B87 16
.60087 16
.00087 16

t.ratio p.value

14.605
42.263
-215.513
-44.276
27.658
-230.119
-58.881
-257.777
-86.539
171.238

Degrees-of-freedom method: containment

<
<
<
<
<
<
<
<
<
<

P value adjustment: holm method for 10 tests

. 0001
.0001
.e001
. 0001
.e001
L0001
.0001
. 0001
.0001
.e001

levels of: tiempo
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13.Ajuste de modelos para solubilidad %: Simétrico compuesto, No

estructurado, Autorregresivo de ler orden

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacién simétrica compuesta ****

mod.SC <- lme(Solubility ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompsymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacion no estructurada **¥*

mod.UN <- lme(Solubility ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corsymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 1000, opt = "optim"),
data = data)

# Modelacién con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.ARL <- lme(Solubility ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos ****
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC loglik  Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 24 192.1881 249.3567 -72.09404
mod . UN 2 32 188.1907 264.4155 -62.89535 1 vs 2 19.99737 0.0163
mod . ARL 3 24 192.60048 249,7735 -72,30241 2 vs 3 20.41413 0.0089

Se elige el modelo SC por tener el BIC menor:

14.ANOVA Solubilidad % - mod.SC

anova(mod.scC)

numDF denDF  F-value p-value

(Intercept) 1 60 2841853.1 <.0001
tto 4 16 1334.3 <.e001
tiempo 3 60 17.3 <.0001

tto:tiempo 12 60 33.1 <.eeel
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15.Evaluacion de efectos simples — solubilidad %
emmeans(mod.SC, pairwise ~ tto|tiempo, adjust = "holm") tiempo = 30:
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 82.84 0.2185 4 82.23 83.44
$emmeans
i 2 85.91 ©.2185 4 85.30 86.52
tiempo = O:
3 87.85 0.2185 4 86.44 87.65
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
4 89.27 ©.2185 4 88.66 89.87
1 85.51 ©.2185 4 84.90@ 86.11
5 78.97 ©.2185 4 78.37 79.58
2 87.16 ©.2185 4 86.55 87.76
3 88.58 ©.2185 4 87.97 890.18 .
tiempo = 45:
4 85.14 0.2185 4 84.53 85.74
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
5 80.46 ©.2185 4 79.85 81.07
1 83.03 0.2185 4 82.42 83.63
. 2 86.18 ©.2185 4 85.57 86.79
tiempo = 15:
3 87.12 ©.2185 4 86.51 87.73
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
4 89.13 0.2185 4 88.53 89.74
1 82.50 0©.2185 4 81.89 83.10
5 78.99 0.2185 4 78.38 79.60
2 85.13 9.2185 4 84.52 85.73
3 87.15 ©.2185 4 86.55 87.76 .
Degrees-of-freedom method: containment
4 88.29 0.2185 4 87.68 88.89 .
Confidence level used: ©.95
5 78.70 ©.2185 4 78.09 79.30
$contrasts
tiempo = @: tiempo = 30:
contrast estimate SE df t.ratio p.value  contrast  estimate  SE df t.ratio p.value
ttol - tto2 -1.65 ©.307 16 -5.381 ©.0002  ttol - tto2 -3.97 ©.307 16 -10.013 <.0001
ttol - tto3 -3.07 0.307 16 -10.006 <.0001 ttol - tto3 -4.21 0.307 16 -13.719 <.0001
ttol - tto4 ©.37 0.307 16  1.205 ©.2457  ttol - ttos -6.43 0.307 16 -20.950 <.0001
ttol - tto5 5.85 0.3087 16 16.436 <.0001 ttol - ttos 3.86 0.307 16 12.586 <.0001
tto2 - tto3 -1.42 9.307 16 -4.625 ©0.0006 ttoz - tto3 -1.14 9.307 16 -3.707 ©.0019
tto2z - tto4 2.02 0.307 16 6.586 <.@001 tto2z - tto4 -3.36 ©.307 16 -10.938 <.0001
tto2 - ttos 6.78 8.3207 16 21.817 <.0eel tto2 - ttos 6.94 ©.307 16 22.598 <.0001
tto3 - tto4 3.44 ©8.387 16 11.211 <.@8el tto3 - ttos -2.22 ©.307 16 -7.231 <.0001
tto3 - tto5 8.12 6.307 16 26.442 <.000l tto3 - ttos 8.08 ©.307 16 26.305 <.P001
ttoa - ttos 4.68 0.307 16 15.231 <.ee01  ttoa - ttos 10.30 8.307 16 33.536 <.0001
tiempo = 45:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
ttol - tto2 -3.15 ©.387 16 -18.273 <.0e0l
tiempo = 15: ttol - tto3  -4.09 ©.307 16 -13.335 <.0001
contrast estimate SE df t.ratio p.value ttol - ttod _6.11 0.307 16 -19.888 <.0001
ttol - tto2  -2.63 0.307 16 -8.573 <.0001 {451 _ tto5 4.04 0.307 16 13.146 <.0001
ttol - tto3 -4.66 ©.307 16 -15.172 <.06001 tto2 - tto3 _9.94 0.307 16 -3.062 0.0075
ttol - tto4  -5.79 0.30@7 16 -18.866 <.0001 4oy _ ttp4  -2.95 0.207 16 -9.615 <.0001
ttol - ttos 3.80 0.307 16 12.377 <.0001 4453 _ ttos 7.19 ©.307 16 23.419 <.0001
ttoz - tto3  -2.03 0.307 16 -6.599 <.0001 {103 - ttoda  -2.01 0.307 16 -6.553 <.0001
ttoz - tto4  -3.16 0.307 16 -10.293 <.0001 {103 - ttos 8.13 0.307 16 26.481 <.0001
tto2 - ttos 6.43 0.307 16 20.950 <.0001 tto4 - tto5  10.14 ©.307 16 33.0324 <.0001
tto3 - tto4 -1.13 ©.387 16 -3.694 ©.0020
tto3 - ttos 8.46 0.307 16 27.549 <.8001 pegrees-of-freedom method: containment
ttod4 - ttos 9.59 ©.307 16 31.243 <.0001

P value adjustment:

holm method for 1@ tests
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16.Ajuste de modelos para humectabilidad min: Simétrico compuesto,

No estructurado, Autorregresivo de ler orden

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacion simétrica compuesta **#*

mod.SC <- lme(Weattibility ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompSymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacion no estructurada ****

mod.UN <- lme(Weattibility ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corsymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 1eee@, opt = "optim"),
data = data)

# Modelacidn con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- lme(Weattibility ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos ****
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC logLik  Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 24 73.78503 120.9537 -12.892515
mod . UN 2 32 71.46781 147.6927 -3.7339%9e4 1 vs 2 18.31722 ©.0190
mod . AR 3 24 69.80568 126.9743 -10.902839 2 vs 3 14.33787 0.0734

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:
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17.ANOV A Humectabilidad mod.AR1

anova(mod.AR1)

numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1 60 58868.08 <.0001
tto 4 16 1124.22 <.0001
tiempo 3 60 386.81 <.ee081
tto:tiempo 12 60 7.31 <.@001

18.Evaluacion de efectos principales de tratamientos y tiempo -

Humectabilidad

Se evallan Unicamente efectos principales: $contrasts
contrast estimate SE df t.ratio p.value
emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tto, adjust = "holm") ttol - tto2 9.960 ©.0693 16 13.859 <.e6el
ttol - tto3 2.004 0.08693 16 28.931 <.e001
NOTE: Results may be misleading due to involvement in interactions ttol - tto4 3.175 ©.8693 16 45.836 <.eeel
ttol - ttos -2.955 ©,0693 16 -13.787 <.@001
$emmeans tto2z - tto3 1.044 9.0693 16 15.872 <.0001
tto emmean SE df lower.CL upper.CL tto2 - ttod  2.215 0.0693 16 31.977 <.@001
1 9.02 2.0548 4 8.87 .17 tto2 - tto5 -1.915 0.0693 16 -27.646 <.@001
2 8.96 6.0548 4 /.91 8.21 tto3 - tto4  1.171 ©.0693 16 16.985 <.0001
3 7.02 9.0548 4 6.87 7.17
tto3 - ttos -2.959 0.,0693 16 -42.717 <.e001
4 5.85 9.0548 4 5.70 6.00
tto4 - ttos -4.130 ©.,8693 16 -59.622 <.0001
5 9.98 8.0548 4 9.83 16.13

Results are averaged over the levels of: tiempo Results are averaged over the levels of: tiempo

Degrees-of-freedom method: containment Degrees-of -freedom method: containment
confidence level used: ©.95 P value adjustment: holm method for 1@ tests
emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tiempo, adjust = "holm™)
NOTE: Results may be misleading due to involvement in interactions $contrasts

contrast estimate SE df t.ratio p.value
femmeans tiempo@ - tiempols -9.398 9.0701 60 -5.673 <.0001
tiempo emmean SE df lower.CL upper.cL tiempoe - tiempo3e -6.975 ©.0580 60 -16.809 <.0001
o 7.21 0.9517 4 7.07 7.36 tiempo® - tiempo4s ~1.722 ©.8621 60 -27.743 <.0@01
15 7.61 0.9517 4 7.47 7.75 tiempol5 - tiempo3e  -8.578 ©.8701 60 -8.241 <.0@01
30 3.19 9.8517 4 3.04 2.33 tiempol5 - tiempodS  -1.324 0.05806 60 -22.828 <.0001
as 2.93 8.0517 4 3.79 9.08 tiempo3e - tiempod5 -9.747 0.07@1 60 -10.655 <.0001
Results are averaged over the levels of: tto Results are averaged over the levels of: tto
Degrees-of-freedom method: containment Degrees-of-freedom method: containment

confidence level used: 8.95 P value adjustment: holm method for 6 tests



134 Evaluacion de la inclusion de Limosilactobacillus reuteri microencapsulado en
panela granulada con caracteristicas probidticas

19.Ajuste de modelos para Coordenada L*: Simétrico compuesto, No
estructurado, Autorregresivo de ler orden

# Modelacion simétrica compuesta ****

mod.SC <- lme(L ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompSymm{(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacion no estructurada ****
mod.UN <- lme(L ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm({ form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 1000, opt = "optim"),
data = data)

# Modelacion con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- lme(L ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos ****
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
mod . 5C 1 24 243.347@ 300.5157 -97.67352
mod . UN 2 32 252.8649 329.8897 -94.43245 1 vs 2 6.482139 0.5934
mod . AR1 3 24 243.3174 200.4860 -97.65869 2 vs 3 6.452479 ©.5967

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:

20.ANOVA Coordenada L* - mod.AR1

anova(mod.AR1)

numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1 60 650187.9 <.0001
tto 4 16 8097.8 <.0001
tiempo 3 68 738.2 <.06el

tto:tiempo 12 60 231.9 <.8801
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21.Evaluacion de efectos simples — Coordenada L*

emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tto|tiempo, adjust = "holm")
tiempo = 3e:
$emmeans tto emmean SE df lower.CL upper.CL
tiempo = o: 1 67.2 9.301 4 66.4 68.0
tto emmean SE df lower.CL upper.CL 2 /3.5 0.301 4 727 743
1 56.5 0.301 4 55.7 57.4 3 80.5 0.301 4 79.6 81.3
2 75.6 0.301 4 74.8 76.4 4 50.6 0.301 4 49.8 51.5
3 3.5 9.301 4 82.6 24,3 5 59.8 0.301 4 59.0 60.6
4 38.2 0.301 4 37.4 39.0 .
tiempo = 45:
° 41.1 @.3e1 4 40.3 42:0 tto emmean SE df lower.CL upper.CL
. 1 66.5 @.301 4 65.6 67.3
tiempo = 15: 2 76.6 0.301 4 75.8 77.5
tto emmean SE df lower.CL upper.CL 3 g4.1 0.301 4 93.3 24.9
1 67.6 @.301 4 66.7 68.4 a 47.6 6.301 4 6.8 8.5
2 74.9 6.301 4 74.1 75.8 5 57.3 6.301 4 56.4 58.1
E 78.1 ©.301 4 77.3 78.9
4 49.6 6.301 4 48.8 58.5 Degrees-of-freedom method: containment
5 56.8 0.301 4 56.9 57.7 confidence level used: ©.95
$contrasts
tiempo = @: tiempo = 30:
contrast estimate SE df t.ratio p.value contrast estimate SE df t.ratio p.value
ttol - tto2 -19.88 8.423 16 -45.875 <.0001 ttol - tto2 -6.29 9.423 16 -14.863 <.8001
ttol - tto3 -26.92 0.423 16 -63.614 <.ee01 ttol - tto3 -13.28 0.423 16 -31.379 <.0001
ttol - tto4 18.33 0.423 16 43.307 <.0001 ttol - tto4d 16.56 ©.423 16 39,139 <.0001
ttol - ttos 15.41 6.423 16 36.417 <.0001 ttol - ttos 7.41 ©.423 16 17.509 <.0001
tto2 - tto3 -7.85 8.423 16 -18.539 <.@e0l tto2 - tto3 -6.99 0.423 16 -16.517 <.0001
tto2 - ttoa 37.48 8.423 16 88.382 <.pPe01 tto2 - tto4 22.85 0.423 16 54,002 <.0001
tto2 - ttos 34.49 9.423 16 81.492 <.@001 tto2 - tto5 13.70 0.423 16 32,372 <.0001
tto3 - tto4d 45.25 0.423 16 106.921 <.0001 tto3 - ttod 29.84 0.423 16 76.518 <.0001
tto3 - ttos 42.33 0.423 16 160.031 <.0001 tto3 - ttos 20.69 0.423 16 48,888 <.0001
tto4 - ttos -2.92 ©.423 16 -6.898 <.0001 ttoa - ttos -9.15 0.423 16 -21.630 <.0001
tiempo = 45:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
ttol - tto2 -19.18 ©.423 16 -24.845 <.0001
tiempo = 15: ttol - tto3 -17.62 0.423 16 -41.634 <.@00l
contrast estimate SE df t.ratio p.value 4151 _ ttoa 18.85 0.422 16 A44.550 <.0001
ttol - tto2 -7.35 0.423 16 -17.363 <.0001 ttol - ttos 9.21 8.423 16 21.758 <.0001
ttol - tto3 -10.52 0.423 16 -24.853 <.0001 tto2 - tto2 _7.44 8.423 16 -17.580 <.8001
ttol - ttoa 17.96 0.423 16 42.433 <£.0001 o2 - tto4 29.03 8.423 16 68.595 <.0001
ttol - tto5 10.76 9.423 16 25.434 <.0001 tto2 - ttos 19.38 8.423 16 45.802 <.0001
tto2 - tto3  -3.17 0.423 16 -7.496 <.0001 44,3 _ tto4  36.47 0.423 16 86.184 <.0001
tto2 - ttod 25.31 0.423 16 59.796 <£.0001 +to3 - ttos 26.83 8.422 16 63.397 <.9001
tto2 - tto5 18.11 ©.423 16 42.797 <.0€01 44454 - tto5 _9.65 0.423 16 -22.793 <.0001
tto3 - ttoa 28.48 0.423 16 67.286 <.0@01
tto3 - ttos 21.28 0.423 16 56.287 <.@001 Degrees-of-freedom method: containment
tto4 - ttos -7.19 8.423 16 -16.999 <.0001

P value adjustment: holm method for 1@ tests
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22.Evaluacion efectos principales de tratamiento — Coordenada L*

emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tto, adjust = “holm™) $contrasts
contrast estimate SE df t.ratio p.value
. . . L . ttol - tto2 -10.72 0.229 16 -46.848 <.0001
NOTE: Results may be misleading due to involvement in interactions ttol - tto3  -17.99 0.229 16 -74.646 <.0001
ttol - ttoa 17.93 0.229 16 78.320 <.@001
$emmeans ttol - tto5  10.70 ©.229 16 46.743 <.0001
tto emmean SE df lower.CL upper.CL ttoz - tto3  -6.36 ©.229 16 -27.798 <.0001
1 64.45 9.1652 4 63.99 64.91 tto2 - ttoa 28.65 ©.229 16 125.168 <.0001
2 75.17 @.1652 4 74.71 75.63 tto2 - ttos 21.42 ©.229 16 93.590 <.0001
3 81.53 0.1652 4 81.07 81.99 tto3 - ttoa 35.01 ©.229 16 152.966 <.0081
4 46.52 0.1652 4 46.06 46.98 tto3 - ttos 27.78 ©.229 16 121.389 <.0001
5 53.75 ©0.1652 4 53.29 54.21 ttoa - ttos -7.23 ©.229 16 -31.578 <.0001
Results are averaged over the levels of: tiempo Results are averaged over the levels of: tiempo

Degrees-of-freedom method: containment
P value adjustment: holm method for 1@ tests

Degrees-of-freedom method: containment
Confidence level used: ©.95

23.Ajuste de modelos para Coordenada a*: Simétrico compuesto, No

estructurado, Autorregresivo de ler orden

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacion simétrica compuesta ****

mod.sC <- Ime(a ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompSymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacién no estructurada ****
mod.UN <- lme(a ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = lmeControl(msMaxIter = 1eee, opt = "optim™),
data = data)

# Modelacién con estructura autorregresiva de ler orden ****
mod.AR1 <- Ilme(a ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos *#**
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC loglik  Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 24 147.6105 204.7791 -49,80525
mod . UN 2 32 151.4018 227.6266 -43.70088 1 vs 2 12.20873 0.1421
mod . ARL 3 24 147.3770 204.5456 -49.68849 2 vs 3 11.97523 0.1523

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:
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24.ANOVA Coordenada a mod.AR1

anova(mod.AR1)

(Intercept)
tto

tiempo
tto:tiempo

numDF denDF

1
1
3
12

60 28134.@15

16 1409.485
60 169.875
60 58.440

F-value p-value

<.beol
<.0001
<.0001
<.0001
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25.Evaluacion de efectos simples Coordenada a*

Se evaluan efectos simples:

emmeans(mod.AR1, pairwise ~ tto|tiempo, adjust = "holm")
tiempo = 3@:

tto emmean SE df lower.CL upper.CL
$emmeans

1 6.85 0.165 4 6.390 7.31
tiempo = o: 2 5.04 ©.165 4  4.582 5.50
tto emmean SE df lower.CL upper.CL 3 2.99 0.165 4 2.534 3.45
1 /.45 6.165 4 6.990 7.91 4 7.91 ©.165 4  7.454 8.37
2 3.47 0.165 4 3.008 3.92 5 9.33 ©.165 4  8.874 9.79
3 1.11 9.165 4 0.650 1.57
1 12.23 9.165 4  11.772 12.69 tiempo = 45:
5 10.49 0.165 4 10.028 1e.94 tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 7.79 0.165 4 7.334 8.25
tiempo = 15: 2 5.17 9.165 4 4.716 5.63
tto emmean SE df lower.CL upper.CL 3 2.62 9.165 A4 7.160 3.08
1 6.66 0.165 4 6.200 7.12 4 10.34 8.165 4 9.880 10.80
2 3.96 6.165 4 3.502 4.42 5 10.94 9.165 4 10.478 11.39
3 1.38 0.165 4 9.924 1.84
4 6.73 8.165 4 6.272 7.19 Degrees-of-freedom method: containment
5 7.23 9.165 4 6.770 7.69 Confidence level used: .95
tiempo = 3@:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
$contrasts ttol - tto2 1.808 ©.233 16 7.749 <.0001
tiempo = o: ttol - tto3 3.856 0.233 16 16.528 <.0001
contrast estimate SE df t.ratio p.value ttol - ttod -1.664 ©.233 16 -4.561 0.0003
ttol - tto2 3.982 0.233 16 17.068 <.eep1 ttol - tto5  -2.484 6.233 16 -10.647 <.0001
ttol - tto3 6.340 0.233 16 27.174 <.eepl Tto2 - tto3 2.048 ©.233 16 8.778 <.0001
ttol - tto4 -4.782 ©.233 16 -20.497 <.epp1 tto2 - ttoa -2.872 ©.233 16 -12.310 <.9001l
ttol - ttos -3.038 0.233 16 -13.821 <.epp1 ttoz - ttos -4.292 ©.233 16 -18.396 <.0001
tto2 - tto3 2.358 ©.233 16 10.107 <.eep1 tTto3 - ttod -4.920 ©.233 16 -21.888 <.001
tto2 - tto4 -8.764 ©.233 16 -37.564 <.epp1 tto3 - ttos -6.340 ©.233 16 -27.174 <.8001
tto2 - tto5 -7.620 @.233 16 -30.089 <.eepl L(to4 - Tto5  -1.428 6.233 16 -6.086 <.0001
tto3 - tto4 -11.122 0.233 16 -47.671 <.@eel
tto3 - tto5 -9.378 ©.233 16 -40.196 <.eeel tiempo = 45:
tto4 - ttos 1.744 ©.233 16 7.475 <.eepl contrast estimate SE df t.ratio p.value
tto1l - tto2 2.618 ©.233 16 11.221 <.@e01
tiempo = 15: tto1l - tto3 5.174 ©.233 16 22.177 <.0001
contrast  estimate  SE df t.ratio p.value ttol - ttod  -2.546 ©.232 16 -10.913 <.0001
ttol - tto2  2.698 ©.233 16 11.564 <.@ep1 ttol - tto5S  -3.144 0.233 16 -13.476 <.0001
ttol - tto3  5.276 ©.233 16 22.614 <.eeel Lt02 - tto3  2.556 ©.233 16 10.956 <.0001
ttol - ttod  -@.@72 ©.233 16 -0.399 0.761 LTto2 - tted  -5.164 6.233 16 -22.134 <.0001
ttol - tto5 -@.570 ©.233 16 -2.443 0.@796 LTto2 - ttos5 -5.762 ©.233 16 -24.697 <.0001
tto2 - tto3 2.578 ©.233 16 11.850 <.@eel Tto3 - ttod  -7.720 ©.233 16 -33.889 <.0001
tto2 - ttod -2.770 ©.233 16 -11.873 <.@ep1 tt03 - ttoS  -8.318 0.233 16 -35.653 <.0001
tto2 - tto5 -3.268 0.233 16 -14.007 <.@ep1 (o4 - ttoS  -0.598 0.233 16 -2.563 0.0208
tto3 - tto4 -5.348 6.233 16 -22.923 <.@e0l
tto2 - tto5 -5.846 0.232 16 -25.057 <.oee1 Degrees-of-freedom method: containment
ttod - ttos _p.A98 ©.233 16 -2.135 0.0972 P value adjustment: holm method for 18 tests
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26.Ajuste de modelos para Coordenada b*: Simétrico compuesto, No

estructurado, Autorregresivo de ler orden

Inicialmente, se ajustan las 3 estructuras de covarianzas:

# Modelacién simétrica compuesta **¥*

mod.sC <- Ime(p.b ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corCompSymm(form = ~ 1|b/ue),
data = data)

# Modelacion no estructurada ****
mod.UN <- lme(p.b ~ tto * tiempo, random = ~ 1|b/ue,
correlation = corSymm( form = ~ 1|b/ue),
weights = varIdent(form = ~ 1|tiempo),
control = ImeControl({msMaxIter = 1eee, opt = "optim™),
data = data)

# Modelacién con estructura autorregresiva de ler orden **#*
mod.AR1 <- lme(p.b ~ tto * tiempo, random = ~1|b/ue,
correlation = corAR1l(form = ~1|b/ue),
data = data)

# Comparacion de modelos ***%*
anova(mod.SC, mod.UN, mod.AR1)

Model df AIC BIC logLik Test L.Ratio p-value
mod . SC 1 24 244.1633 3201.3320 -98.08166
mod . UN 2 32 241.2569 317.4817 -88.62845 1 vs 2 18.90642 8.0154
mod . ARL 3 24 243.6364 300.7990 -97.81520 2 vs 2 18.27351 0.0186

Se elige el modelo AR1 por tener el BIC menor:

27.ANOVA Coordenada b* mod.AR1

anova(mod.AR1)

numDF denDF  F-value p-value

(Intercept) 1 6@ 20779.078 <.@001
tto 4 16 1561.647 <.0001
tiempo 3 60 820.408 <.0001

tto:tiempo 12 60 137.086 <.0001
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28.Evaluacion de efectos simples — Coordenada b*

tiempo = 3@:
emmeans (mod.AR1, pairwise ~ tto|tiempo, adjust = "holm") tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 20.15 8.312 4  19.28 21.01
$?mmea”5 2 12.06 9.312 4  11.20 12.93
tiempo = ©: 3 7.28 9.312 4 6.41 8.14
tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 13.67 ©.312 4  12.81  14.54 4 13.54 0,312 4 12.08 L4-4l
5 502 0910 4 . s 89 5 22.26 8.312 4 21.39 23.12
3 4.68 9.312 4 3.74 5.47
4 22,16 8.312 4  21.29  23.02 tiempo = 45:
5 23.40 9.312 4 32.54 24.27 tto emmean SE df lower.CL upper.CL
1 28.12 8.312 4  27.26 28.99
tiempo = 15: 2 16.60 ©.312 4  15.74  17.47
tto emmean SE df lower.CL upper.CL 3 8.42 9.312 4 7.56 9.29
1 21.86 @.312 4  21.60  22.73 4  23.12 9.312 4 22.25  23.98
2 11.72 9.312 4 19.86 12.59 5 31.94 9.312 4 31.07 32.80
3 5.71 0.312 4 4.85 6.57
4 14.54 0.312 4 13.67 15.40 Degrees-of-freedom method: containment
> 21.16 0.312 4 20.29 22.02 Confidence level used: ©.95
tiempo = 30:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
scontrasts ttol - tto2  8.082 £.426 16 18.981 <.0001
tiempo = o: ttol - tto3 12.870 0.426 16 308.225 <.0001
contrast estimate SE df t.ratio p.value ttol - ttoa 6.604 ©.426 16 15.509 <.0001
ttol - tto2  5.648 0.426 16 13.264 <.@001 L O+ = tt0>  -2.112/0.426 16 -4.960 0.0003
ttol - tto3  9.068 0.426 16 21.206 <.eeel ‘'t02 - ttod  4.788 0.426 16 11.245 <.0001
ttol - tto4 8.486 0.426 16 10.020 <.eel 'r02 - ttod  -1.478 0.426 16 -3.471 0.0032
ftol - ttos  .9.732 0.426 16 -22.856 <.popy (102 - Tto5 -10.194 ©.426 16 -23.941 <.0001
tto2 - tto3  3.420 0.426 16 8.032 <.ppel 03 - ttod  -6.266 0.426 16 -14.716 <.0001
tto2 - ttod -14.134 0.426 16 -33.194 <.ppel 03 - ttoS -14.982 0.426 16 -35.185 <.0001
tto2 - tto5 -15.380 0.426 16 -36.120 <.ee91 .04 - tTeS  -8.716 0.426 16 -20.470 <.0001
tto3 - tto4 -17.554 0.426 16 -41.226 <.0001
tto3 - tto5 -18.800 0.426 16 -44.152 <.p@@l C1eMPO = 45:
ttod - tto5  -1.246 8.426 16 -2.926 0.@pog contrast estimate SE df t.ratio p.value
ttol - tto2 11.520 8.426 16 27.855 <.0001
tiempo = 15: ttol - tto3 19.698 £.426 16 46.261 <.0001
contrast estimate SE df t.ratio p.value ttol - tto4 5.004 6.426 16 11.752 <.0001
ttol - tto2 16.142 0.426 16 23.818 <.eppl ol - tto5  -3.814 0.426 16 -8.957 <.0001
ttol - tto3 16.154 0.426 16 37.938 <.eeel (102 - Tto3  8.178 0.426 16 19.206 <.6001
ttol - ttod  7.328 0.426 16 17.210 <.eepl °tt02 - ttod  -6.516 ©.426 16 -15.303 <.00601
ttol - ttos  ©.706 0.426 16 1.658 ©.116g tto2 - ttos -15.334 0.426 16 -36.012 <.0001
tto? - tto3  6.012 0.426 16 14.119 <.oppl Lto3 - ttod -14.694 0.426 16 -34.509 <.0001
tto2 - ttod  -2.814 0.426 16 -6.609 <.oppy [103 - ttos -23.512 0.426 16 -55.218 <.0001
tto2 - tto5 -9.436 0.426 16 -22.160 <.eee1 Cro4 - tto5  -8.818 ©.426 16 -20.709 <.0001
tto3 - ttod -8.826 ©.426 16 -20.728 <.0001
tto3 - tto5 -15.448 0.426 16 -36.280 <.opp1 Degrees-of-freedom method: containment
ttod - tto5 -6.622 0.426 16 -15.552 <.peel P value adjustment: holm method for 1@ tests
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29.Prueba t para Humedad, ceniza, proteina y azucares reductores:

Estadisticos descriptivos bromatologicos:

Variable Tratamiento N media SE  DE CoefVar
Humedad % tto 3 3 2,357 0,009 0,015 0,650

tto 5 3 2,807 0,009 0,015 0,540

Ceniza % tto 3 3 2,808 0,080 0,138 4,920

tto 5 3 2,738 0,021 0,036 1,300

Proteina % tto 3 3 0,336 0,053 0,092 27,300

tto 5 3 0,496 0,069 0,119 24,060

Azucares reductores % tto 3 3 8,380 0,306 0,530 6,330
tto 5 3 7,167 0,277 0,480 6,700

Prueba T Student para bromatolégicos

Analisis Diferencia Confianza 95% Valor T GL Valorp
Humedad -0,45  (-0,4846;-0,4154) -36,08 4 <0,05
Ceniza 0,0695  (-0,2853;0,4242) 0,84 2 0,488
Proteina -0,1598 (-0,4366;0,1170) -1,84 3 0,163
Azucares reductores 1,213 (-0,101; 2,528) 2,94 3 0,061
Significancia p<(0.05

30.Prueba normalidad de Kolmogorov- Smirnov - prueba sensorial

Variable Test Statistic P Value
Kolmogorov-

1 tto 1 Smirnov 0.2299  <0.001
Kolmogorov-

2 tto 2 Smirnov 0.2883  <0.001
Kolmogorov-

3 tto 3 Smirnov 0.3000 <0.001
Kolmogorov-

4 tto 4 Smirnov 0.2071  <0.001
Kolmogorov-

5 tto 5 Smirnov 0.3069 <0.001

Computed by R MVN package, version 5.9
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31. Prueba de Friedman

Hipoétesis nula Prueba no paramétrica Resumen Friedman
D . N 90
Las distribuciones de Prueba de Friedman para muestras .
) e ) Chi-Cuadrado 74,88
tto 1, tto 2, tto 3, tto 4 relacionadas para andlisis de la varianza )
tto 5 son iguales de dos factores por rangos Gr. Libertad 4
y guates. porrang Sig. asin. <001

*Significancia valor p<0.05.
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32.Prueba de rangos con signo de Wilcoxon

Rangos
Rango Suma de
M promedio rangos

tto_2-to_1 Rangos neaativos 272 27,50 74250
Fangos positives gab 53,21 335250

Empates [N

Total a0
fto_3-to_1 Rangos negativos g4 63,50 571,50
Rangos positivos 81°® 43460 3523480

Empates of

Total a0
fto_4-to_1 Rangos negativos 369 27,50 980,00
Rangos positivos 4P a7.80 3105,00

Empates (il

Total 90
fto_5-tto_1 Rangos negativos 450 4820 2168,00
Rangos positivos 45k 4280 1926,00

Empates o'

Total 90
tto_3-fto_2 Rangos negativos 18™ 56,75 102150
Rangos positivos 72" 42,69 3073,50

Empates 0°

Total a0
fto_4-tto_2 Rangos negativos 54F 39,50 213300
Fangos positives 369 5450 1862,00

Empates 0

Total a0
fto_5-to_2 Rangos negativos 72° 41,00 2852 00
Rangos positivas 18t 63,50 1143,00

Empates o

Total a0
fto_4-fto_3 Rangos negativos 45" 66,20 2975,00
Rangos positivos 45" 2480 1116,00

Empates 0*

Total a0
fto_5-to_3 Rangos negativos 72¥ 51,68 372180
Rangos positivos 18% 20,75 373580

Empates paa

Total 90
fto_5-to_4 Rangos negativos 5430 51,50 2781,00
Rangos positivos 363¢ 36,50 131400

Empates g

Total a0

a.tto_2 =tto_1
b.tto_2 = tto_1
c.tto_2 =1tto_1
d tto_3 =tto_1
e tto_3 =tto_1
f tto_3=tto_1

g tto_4 =tto_1
h. tto_4 = tto_1

i tto_4 =tto_1
j.fto_ & =tto 1

k. tto_5& = tto_1

| fto_&A=tto_1
m.tto_3 =tto_2
n.tto_3 =to_2
o tto_3=1o_2
p.tto_4 <fto_2
q.tto_4 =fto_2
r.tto_d4=to_2
5. tto_5 =tto_2
tfto_5 =tto_2
U tto_&=tto_2
v tto_4 =tto_3
w.tto_4 =tto_3
W tto_4 =tto_3
y. tto_5 =tto_3
ztto_5 =tto_3
aa. tto_&=tto_3
ab. fto_&5=to_4
ac. fto_5=to_4
ad fto_&s=1o_4
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