Codigo | FPI-002

Objeto | Protocolo de presentacién de proyectos de investigacién SIGEVA UNLaM

Usuario | Director de proyecto de investigacion
Autor | Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la UNLaM

Versiéon | 4

Vigencia | 12/11/2021

Unidad Ejecutora:
Ciencias de la Salud

Programa de acreditacion:
CyTMA2

Titulo del Programa de Investigacion?:
Director del Programa:
Titulo del proyecto de investigacion:

Estudio de la sobrevivencia de Bacillus coagulans en tres matrices

alimentarias de base farinacea

PIDC: O

Elija un elemento.

PII O

Director del proyecto:

Watson, Dana Zoe

Co-Director del proyecto:

Integrantes del equipo:
Sburlati, Maria Laura
Vilas, Noelia Ivon

Saura, Eugenio Luis

Fecha de inicio: 01/01/2022
Fecha de finalizacion: 31/12/2023

L Completar solo en caso de que el presente proyecto se encuadre en el marco de un Programa de Investigacion
1



1-Cuadro resumen de horas semanales dedicadas al proyecto por parte de director e
integrantes del equipo de investigacion:?

Rol del integrante Nombre y Apellido Cantidad de horas semanales
dedicadas al proyecto
Director Dana Zoe Watson 12 horas
Co-director

Director de Programa

Docente-investigador UNLaM Maria Laura Sburlati 8 horas
Noelia Ivon Vilas 12 horas

Investigador externo3

Asesor-Especialista externo* Eugenio Luis Saura 12 horas

Graduado de la UNLaMm?

Estudiante de carreras de
posgrado (UNLaM)®

Alumno de carreras de grado
(UNLaM)”

Personal de apoyo técnico
administrativo

2-Plan de investigacion

2.1. Resumen del Proyecto:

En los dltimos afios se ha avanzado en el conocimiento de los microorganismos con efecto
probiético, mostrando que ciertas cepas pueden generar efectos benéficos sobre la salud humana

a través de su participacion con el microbioma del individuo

Los microorganismaos probidticos pueden ser vehiculizados a través de matrices alimentarias o de
suplementos dietarios. Los probiéticos son definidos por la OMS como microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped.
Estos microorganismos no colonizan permanentemente el intestino y deben permanecer vivos a lo

largo del intestino.

Dentro de los microorganismos con funcién probiética demostrada en el organismo humano, se

encuentra el Bacillus coagulans. Este probidtico es una bacteria gran positiva, acido lactica

2 Incluir todos los integrantes del equipo de investigacion, agregando tantas filas para cada rol de integrante del equipo de
investigaciobn como sea necesario.

3 Debera adjuntar FPI 28, 29 y 30 debidamente firmados.

41dem nota 2.

5 Idem nota 2

6 Adjuntar certificado de materias aprobadas de estudiantes de carrera de posgrado.

7 Adjuntar certificado de materias aprobadas de estudiantes de carrera de grado.
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formadora de esporas, que muestran una alta estabilidad durante el procesamiento y

almacenamiento del producto alimenticio.

Las matrices alimentarias de uso habitual para la vehiculizacion de probiéticos son los lacteos,
especialmente los yogures, ya que estos no requieren tratamiento térmico previo a su consumo y
aportan un medio adecuado para la sobrevivencia del microorganismo. Esto es una limitacién para
el desarrollo de productos alimentarios probidticos de distinta naturaleza, tales como los
panificados y los productos carnicos que requieren de coccién. El uso de Bacillus coagulans puede
ser una buena opcion para resolver esta limitacion y ofrecer alimentos probiéticos de base

farindcea que sean de consumo habitual de la poblacién destinataria.

Este proyecto tiene por objetivo el estudio de la sobrevivencia de Bacillus coagulans en tres

matrices de base farinacea.

2.2. Palabras clave: probiéticos — panificados — Bacillus coagulans — microbiota

2.3 Resumen del proyecto (inglés):

In recent years, progress has been made in the knowledge of microorganisms with a probiotic effect,
showing that certain strains can generate beneficial effects on human health through their participation

with the individual's microbiome.

Probiotic microorganisms can be carried through food matrices or dietary supplements. Probiotics are
defined by the WHO as living microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer a
benefit to the health of the host. These microorganisms do not permanently colonize the intestine and

must remain alive throughout the intestine.

Bacillus coagulans is one of the microorganisms with a proven probiotic function in the human
organism. This probiotic is a highly positive, spore-forming lactic acid bacterium, which shows high

stability during food processing and storage.

The food matrices commonly used for the transport of probiotics are dairy products, especially yogurts,
since these do not require heat treatment prior to consumption and provide a suitable medium for the
survival of the microorganism. This is a limitation for the development of probiotic food products of a
different nature, such as baked goods and meat products that require cooking. The use of Bacillus
coagulans may be a good option to solve this limitation and offer probiotic foods with a farinaceous

base that are commonly consumed by the target population.
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The aim of this project is to study the survival of Bacillus coagulans in three farinaceous-based

matrices.

2.4 Palabras clave (inglés): probiotics - baked goods - Bacillus coagulans - microbiota

2.5 Disciplina desagregada:
3105 MEDICINA-NUTRICION
2158 INGENIERIA-TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

2.6 Campo de aplicacion:
530 Higiene, alimentacién y nutricién
810 Alimentos

2.7 Especialidad: Biologia del Bacillus coagulans

2.8 Estado actual del conocimiento:

La salud es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un estado de completo
bienestar fisico, mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades (OMS,
2014). En funcién de ello, es de importancia trabajar en acciones que permitan tener una
perspectiva de prevencion en salud para la poblaciéon general, entendiéndose por prevencion a las
medidas destinadas no solamente a prevenir la aparicion de la enfermedad, tales como la
reduccion de factores de riesgo, sino también a detener su avance y atenuar sus consecuencias
una vez establecida (OMS, 1998).

En los ultimos afios se ha avanzado en el conocimiento de los microorganismos con efecto
probidético, mostrando que ciertas cepas pueden generar efectos benéficos sobre la salud humana
a través de su participacion con el microbioma del individuo (Fontanéa et al, 2018). El microbioma
es el conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos en un nicho
ecolégico dado. A diferencia de éste, la microbiota hace referencia a la comunidad de
microorganismos Vvivos residentes en un nicho ecoldgico determinado, como el intestino humano.
La microbiota intestinal de cada individuo se caracteriza por una combinacion especifica de
especies bacterianas con variaciones interindividuales e intraindividuales a lo largo de la vida
humana (Marchesi et al, 2015). Algunas funciones de la microbiota son el mantenimiento de la
integridad estructural de mucosa gastrointestinal, participar en la inmunomodulacion y proteccion
contra los patdgenos y poseer funciones especificas en el metabolismo de nutrientes (Valdes,
2018; Rinninella et al, 2019).
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Los microorganismos probioticos pueden ser vehiculizados a través de matrices alimentarias o de
suplementos dietarios. En relacion a esto, en Argentina, el Codigo Alimentario Argentino (CAA)
ofrece el marco legal para la comercializacion de alimentos y, los productos con probiéticos se
encuentran incluidos en el mismo. El Capitulo XVII, Articulo 1389 - (Resolucion Conjunta SPRel N°
261/2011 y SAGyP N° 22/2011), define que los probiéticos son aquellos microorganismos vivos
que, administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del consumidor.
Para que una cepa pueda ser utilizada como ingrediente probiético para alimentos debe cumplir
con ciertos requisitos que incluyen la identificaciébn de la cepa, la caracterizacion de la misma,
contar con en ensayos “in Vivo” e “in Vitro” que demuestren el efecto probidtico adjudicado
debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados por organismos nacionales y/o
internacionalmente reconocidos, ademas de asegurar que la cepa probidtica no es riesgosa para la
salud (CAA, 2021). El CAA también define a los Alimentos con Probidticos como aquellos alimentos
con una carga de células viables que esté comprendida entre 106 y 10° UFC/g durante su periodo
de duracion minima. Estos productos podran ser rotulados: “... con probidticos” llenando el espacio

en blanco con la denominacion de venta del alimento correspondiente (CAA, 2021).

Los probitticos también fueron definidos por la Organizacion por la Food and Agriculture
Organization (FAO) y por la OMS como: “microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped. Estos microorganismos
no colonizan permanentemente el intestino y deben permanecer vivos a lo largo del intestino. Por lo
tanto, para ser consideradas buenas candidatas, las cepas bacterianas deben tener ciertas
caracteristicas que contribuyan a la colonizacion del huésped: tolerancia al pH bajo en el estomago,

resistencia a las sales biliares y adherencia al epitelio del huésped (FAO, 2001).

Dentro de los microorganismos con funcién probiética demostrada en el organismo humano, se
encuentra el Bacillus coagulans. Este probibtico es una bacteria gran positiva, acido lactica
formadora de esporas; crece en un rango de temperatura entre 35 a 50°C y su rango de pH éptimo
estd entre 5.5 y 6.5. La formacion de esporas de este probidtico permite que sea resistente a los
acidos géstricos y a la bilis para llegar intacto al intestino grueso, gracias a la capsula que lo
protege (Cardona-Arengas et al, 2019). También pueden sobrevivir sin nutrientes y son
extremadamente resistentes a factores adversos, como la radiacion ultravioleta, la deshidratacion,
las temperaturas elevadas, la congelacion y los productos quimicos (Libreros Lopez et al, 2011).
Son una forma de duracion muy estable y muestran una alta estabilidad durante el procesamiento y

almacenamiento del producto alimenticio (Bader et al, 2012).
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En 2008, Bacillus coagulans se reconocié por la Food and Drug Administration (FDA) como
“producto reconocido generalmente como seguro” por sus siglas en inglés (GRAS) después de la
evaluacion de estudios toxicolégicos. Ademas, la especie Bacillus coagulans se incluyo en la lista
de agentes biolégicos de presuncion de seguridad (QPS) que pueden afadirse a los alimentos
(Panel EFSA, 2013; Lépez Cabanillas Lomeli, 2017).

Los beneficios en salud del Bacillus coagulans reportados van desde mejoras en el tratamiento de
la hiperlipidemia, la adenovirus, la influenza, la estomatitis aftosa y la caries dental, hasta
tratamientos para la artritis. Estudios clinicos reportan efectos benéficos en el dolor de estbmago de
nifios, con una mezcla de Bacillus coagulans y prebiéticos tales como los fructooligosacéridos;
ademas, también se ha visto su efecto favorable en el tratamiento de la diarrea infantil y de la
hipercolesterolemia. El Bacillus coagulans es un probiético potencial en alimentos funcionales
debido a su capacidad para soportar altas temperaturas, y su formacion de esporas lo hace mas
apto para trabajar en matrices alimentarias basadas en frutas, vegetales, cereales o granos. Por
consiguiente, este probidtico se hace atractivo en el amplio espectro del dmbito de la industria

alimentaria, en su linea funcional (Cardona-Arengas et al, 2019).

Las matrices alimentarias de uso habitual para la vehiculizacion de probiéticos son los lacteos,
especialmente los yogures, ya que estos no requieren tratamiento térmico previo a su consumo y
aportan un medio adecuado para la sobrevivencia del microorganismo. Esto es una limitacion para
el desarrollo de productos alimentarios probidticos de distinta naturaleza, tales como los
panificados y los productos carnicos que requieren de coccion. Frente a esta dificultad se han
encontrado diferentes soluciones, tales como la microencapsulacion de probiético para su
proteccion durante el tratamiento térmico o el uso de films enriquecidos con los microorganismos,
gue son aplicados luego de la coccion, al producto ya terminado (Seyedain-Ardabili et al, 2016;
Soukoulis et al, 2014; Chavez et al, 2021; Penhasi et al, 2021).

Con el reciente estudio de microorganismos con funcionalidad probidtica con capacidad para
formar esporas, se abre la posibilidad de poder ofrecer productos alimentarios probiéticos mas
variados que hasta el momento no se podian desarrollar. Tal es el caso de los productos
panificados. Antecedentes del estudio de Bacillus coagulans que reciben tratamiento térmico y
muestran sobrevivencia, es el trabajo realizado por Mojtaba y colaboradores (2017) que trabajaron
con la elaboracion de salchichas inoculadas con Bacillus coagulans y Bacillus subtilis que luego
fueron tratadas térmicamente a través de hervido, coccidon en microondas y por fritura, obteniendo
buenos resultados, especialmente para la coccion por hervido (Mojtaba et al, 2017). Otro estudio

realizado es el de Lopez (2017), que estudio la sobrevivencia de Bacillus coagulans en una barra
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de cereal rellena de fruta y en galletitas de avena, en los que encontré una sobrevivencia adecuada

(Lépez Cabanillas Lomeli, 2017).

Como se menciond anteriormente, la matriz mas utilizada para vehiculizar probiéticos es de base
lactea. En Argentina, los datos reportados por la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud (ENNYS)
muestran que el consumo de lacteos en el pais es bajo (Ministerio de Salud de la Nacion, 2006).
Matrices alimentarias, tales como el pan, resultan de interés para vehiculizar nutrientes y
compuestos que favorezcan un mejor estado de salud debido a que forman parte de la mesa diaria
de la poblacién argentina, llegando a un consumo diario de 190 g de pan/per capita/afio (Ministerio
de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021). Los productos de base farinAcea mas consumidos en el
pais son el pan de panaderia, en primer lugar, seguido de galletitas y amasados de pasteleria
(Zapata y col, 2016). Hasta el momento no se cuenta en el mercado con productos panificados con
aporte de probiéticos, debido a que su elaboracién atraviesa un tratamiento térmico que impide la

supervivencia de los microorganismos luego de la coccién.

2.9. Problemética a investigar:

No se han encontrado trabajos en los que se estudie la supervivencia de Bacillus coagulans en
productos de base farinAcea que sean de panaderias artesanales y representativos de la

alimentacion argentina.

Hasta el momento no se encuentran disponibles en el pais productos de base farinacea con
agregado de microorganismos probidticos. Los Unicos productos alimentarios probiéticos son de
base lactea y su consumo en Argentina es bajo. Desarrollar productos panificados que son de
consumo habitual en la mesa argentina, permitiria ampliar su consumo con el beneficio que estos
microorganismos proveen a la salud. Promover el enfoque de la prevencién en la salud, incluye
propiciar ambientes y entornos mas saludables para las personas. Para ello es necesario ampliar
las disponibilidad de productos saludables y que las personas puedan acceder con mayor facilidad

a productos saludables para su consumo.

Se busca estudiar la factibilidad de vehiculizar Bacillus coagulans en 3 matrices farinaceas de
consumo habitual en la alimentacion de la poblacién argentina: pan francés, galletitas de agua y
budin, ya que cada matriz tiene distintos ambientes para el microorganismo que podrian favorecer
o perjudicar la sobreviviencia del mismo en el producto. Se va a evaluar su sobrevivencia durante el

procesamiento y durante la vida Gtil de cada producto.
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2.10. Objetivos:®

Objetivo general:

-Estudiar la sobrevivencia de Bacillus coagulans en tres matrices alimentarias de base farinacea.

Objetivos especificos:
-Desatrrollar los prototipos de las matrices con agregado de Bacillus coagulans.
-Evaluar la sobrevivencia de Bacillus coagulans luego de la coccidn en las tres matrices.

-Evaluar la sobrevivencia de Bacillus coagulans durante el periodo de vida util de las tres matrices.

2.11. Marco tedrico:

En funcion de lo expuesto en el apartado Estado actual del conocimiento, Bacillus coagulans es un
microorganismo con funcionalidad probiética segura y comprobada. Al ser una bacteria que forma
esporas, ofrece la posibilidad de ser vehiculizada en matrices alimentarias que requieren
tratamiento térmico durante su elaboracién, asegurando su sobrevivencia para poder generar un
efecto beneficioso en el organismo humano. Los productos de base farinacea como los panificados,
consumidos ampliamente dentro de la alimentacién argentina, resulta un buen vehiculo para

ofrecer microorganismos probioticos a la poblacion.

Este trabajo permitiria comenzar a tener evidencia disponible acerca del comportamientos del
Bacillus coagulans en tres matrices de consumo habitual en Argentina: pan de panaderia, galletitas
de agua y budin, con el objetivo de avanzar en el conocimiento para llegar a poder desarrollar estos
productos y ponerlos al alcance de la poblacion general. Los pasos iniciales buscar conocer la
supervivencia de este microorganismo luego del tratamiento térmico y durante la vida util de

productos alimentarios antes mencionados.

2.12. Hipoétesis de trabajo o los supuestos implicitos (segun corresponda al disefio
metodoldgico):®

-Bacillus coagulans sobrevive a la coccién y durante la vida util en las tres matrices de base

farinacea.

2.13. Metodologia:

Las matrices seleccionadas para realizar este estudio seran: pan tipo francés, budin de vainilla y

galletitas de agua. En el primer caso la seleccién obedece a ser uno de los panificados de mayor

8 Detallar objetivo general y objetivos especificos.
9 En proyectos de desarrollo tecnolégico puede ser reemplazada una hipdtesis de trabajo por la propuesta de solucién al
problema de investigacion mediante el disefio de un prototipo o elemento equivalente.
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consumo, en tanto que en los dos casos restantes se pretende sumar barreras al desarrollo del
microorganismo como es el caso de un elevado contenido de sacarosa (budin) o un menor

contenido de agua (galletita) en comparacion con el pan francés.

Se trabajara con la cepa de Bacillus coagulans (BC4) (SACCO System, Via Manzoni 29/A - 22071
Cadorago, Como — ltalia). Esta especie es de comprobada actividad como probiético y presenta,
ademas, la caracteristica de poder formar esporas ante condiciones adversas para su crecimiento
lo que la vuelve de interés para ser utilizada en matrices alimentarias que pasen por una etapa de
horneado a posteriori de la incorporacion del probidtico, como es el caso de las matrices

planteadas en este trabajo.

Las elaboraciones se realizaran en las instalaciones del Laboratorio de Nutricion de la Universidad
Nacional de La Matanza. Previo a los ensayos de viabilidad se efectuaran pruebas para determinar
el tiempo de horneado en cada caso. Se respetaran las normas de bioseguridad establecidas por la

institucion, a fin de garantizar la seguridad de los investigadores durante el trabajo en el laboratorio.

Para cada matriz se prevé la realizacion de una elaboracién control, sin el agregado de probidtico
(blanco), a la vez que las pruebas de sobrevivencia se realizarén por triplicado para cada una de

las matrices.

A los fines del recuento se tendran como puntos de muestreo:
Empaste
Post-fermentacion (para el caso del pan Gnicamente)
Post-horneado
Vida util del producto (diferente segun la matriz)

La evaluacién de la viabilidad de los microorganismos se realizara mediante la técnica de recuento
en placa con siembra en profundidad de acuerdo a la Norma ISO 7218:2007 (Microbiology of food
and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological examinations).
Para ello la muestra inicial se preparara a partir de 5 gramos de producto que se homogeneizaran
en 45 ml de agua peptonada al 0,1% m/m. De esta muestra se prepararan diluciones seriadas,
también en agua peptonada, a partir de las cuales se realizara la siembra en placas de Petri por
duplicado para cada dilucion, utilizando como medio de cultivo Agar TSA (Tripteina Soya Agar),
incubandose las placas a 37°C durante 48 hs. Luego de la incubacion se realizard el recuento

correspondiente.
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Los resultados se expresardn como porcentaje de la poblacién inicial, de acuerdo con la siguiente
formula:
log UFC final

100
log UFC inicial

Sobrevivencia (%) =

Andlisis estadistico: Los resultados obtenidos se expresardn como medias + desviaciones
estandar. Todos los datos seran tratados mediante andlisis de varianza unidireccional (ANOVA). La
comparacion entre los promedios de tratamiento se realizard mediante test de Tukey (post hoc) al
nivel de significancia de p <0.05 (nivel de confianza del 95%). El analisis estadistico se realizara
con el software SPSS, version 20 (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.).
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panificados. Disponible en:

http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Publicaciones/revistas/nota.php?id=522

Fecha de acceso: 2 de octubre de 2021.

[FPI-002-Protocolo de presentacion de Proyecto de Investigacion SIGEVA UNLaM- SECyT- UNLaM. Version 4 12/11/2021]
10


http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Publicaciones/revistas/nota.php?id=522

-Ministerio de Salud de la Nacion. 2da Encuesta Nacional de Nutricion y Salud, 2019. Disponible
en: https://fagran.org.ar/wp-content/uploads/2020/01/Encuesta-nacional-de-nutricion-y-salud.pdf
Fecha de acceso: 01/10/21.

-Mojtaba J, Mortazavian AM, Hosseini H. Effect of household cooking methods on Bacillus
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-Organizacién Mundial de la Salud. Promocion de la Salud — Glosario. OMS, Ginebra, 1998.
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films as a new strategy for developing functional bakery products: The case of pan bread. Food
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2.15. Programacion de actividades (Gantt):°

PERIODOS

ACTIVIDAD INICIO DURACIONDELPLAN 4™ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

PRELIMINARES

Compra e instalacién de
equipos

Consolidacion del equipo de
trabajo

Busqueda Bibliografica de
inicio y actualizacién

Reuniones de Equipo

PRIMERA FASE

Formulacién de matrices

Determinacion de tiempos de

horneado
Puesta a punto de las

técnicas microbioldgicas
SEGUNDA FASE: PAN

.

-

Prueba de probiéticos en pan

u
N\

Revision y ajustes

~ o o o e} IS IS ~ = = = =

Realizacién de repeticiones

Recoleccién y andlisis

preliminar de los datos
Elaboracion del Informe de

Avance del primer afio
TERCERA FASE: Budin y

Galletitas
Prueba de probiéticos en

Masas dulces y secas

=
S}

-
s

=
IS

=
o}

Revision y ajustes

=
o

Realizacién de repeticiones

Recoleccién y andlisis

preliminar de los datos
FASE DE TERMINACION

Andlisis estadistico de datos

.
)

nN
o

1S}
o

Consolidacién, redaccion y

correccion del informe final
Comunicacion de los

N
=

N
i

resultados
Presentacion de resultados

en el dmbito de la UNLaM

i
kN
N NWw R e N T e N e =

N
N

2.16. Resultados en cuanto a la produccién de conocimiento:

Se espera comenzar a tener evidencia disponible en relacion con el uso de microorganismos
esporulados (especificamente Bacillus coagulans) con funcionalidad probiética en el uso directo en
matrices que requieran coccién, para conocer su comportamiento para posterior aplicacion en

desarrollo de alimentos de facil acceso y para la poblacion general.

2.17. Resultados en cuanto a la formacion de recursos humanos:

En esta primera instancia se busca la consolidacion de este equipo de trabajo y dar inicio a
esta linea de investigacion en la UNLAM para, luego, incorporar estudiantes becarios a los

proyectos subsiguientes que se desprendan del presente.

10 Definir la programacion de actividades para cada objetivo especifico, y las personas responsables de su
ejecucion.
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2.18. Resultados en cuanto a la difusion de resultados:

Se prevé realizar la comunicacion de los resultados encontrados en, al menos, un congreso

nacional y la publicacion de un articulo cientifico.

2.19. Resultados en cuanto a transferencia hacia las actividades de docencia y extensién:

Los resultados seran transmitidos hacia los estudiantes dentro del programa de la
asignatura Técnicas y Manejo de Alimentos, correspondiente a 2do afio de la carrera de

Licenciatura en Nutricién.

2.20. Resultados en cuanto a la transferencia de resultados a organismos externos a la
UNLaM:

Los resultados que surjan de esta primera instancia de trabajo permitiran continuar
trabajando sobre esta linea de investigacién, permitiendo un siguiente paso de simulacién
digestiva. Se busca la produccion de matrices alimentarias especificas, desarrollando
formulaciones que podran ser patentadas por la UNLAM, para luego realizar transferencia
tecnolégica, tanto a empresas pertenecientes a la industria alimentaria, como ajustando los
requisitos para poder ser desarrollados a menor escala en pequefas plantas elaboradoras. De esta
manera, podrian ofrecerse a la poblacién general, productos panificados de consumo habitual con
probiéticos que favorezcan un adecuado estado de salud en el marco de una alimentacion
saludable. Organismos tales como el Ministerio de Salud, también podria beneficiarse de este
desarrollo, pudiendo ofrecer este tipo de formulaciones como parte de sus politicas de salud, tal
como se trabajé en el Programa “Menos sal, mas vida” con la adhesién voluntaria de panaderias e

industria alimentaria.

2.21. Vinculacién del proyecto con otros grupos de investigaciéon del pais y del exterior:

Este primer proyecto se realizarAd con la participacion de un investigador perteneciente a la

Universidad Nacional de Lujan.
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2.22. Destinatarios:

Tipo de destinatario

Subtipo de destinatario®!

éCual?
Especificar

Demandante®?

Adoptante®3

Gobiernos

Del Poder Ejecutivo nacional

Del Poder Ejecutivo provincial

Del Poder Ejecutivo municipal

Sector

Gubernamental Otras

Instituciones

gubernamentales

Poder Legislativo en sus distintas
jurisdicciones

Poder Judicial en sus distintas
jurisdicciones

Sector Salud

Hospitales, centros comunitarios
de salud y otras entidades del
sistema de atencién

Sector Educativo

Sistema universitario

UNLAM

Sistema de educacion basicay
secundaria

Sistema de educacidn terciaria

Sector Productivo

Empresas

Ind. Alimentaria,
Panificadoras

Cooperativas de trabajo y
produccion

Asociaciones del Sector

Sociedad Civil

ONG'’s y otras organizaciones sin
fines de lucro

Comunidades locales y
particulares

11 Marcar con una X

12 Demandante: entidad administrativa de gobierno nacional, provincial o municipal constituida como demandante
externo de las tecnologias desarrolladas, que determina la necesidad del proyecto por su importancia social. Marcar con

una X

13 Adoptante: beneficiario o usuario en capacidad de aplicar los resultados desarrollados (organismos gubernamentales de
ciencia y tecnologia nacionales o provinciales; universidades e institutos universitarios de gestion pablica o privada;
empresas publicas o privadas; entidades administrativas de gobierno nacionales, provinciales 0 municipales; entidades sin
fines de lucro; hospitales publicos o privados; instituciones educativas no universitarias; y organismos multilaterales.

Marcar con una X

[FPI-002-Protocolo de presentacion de Proyecto de Investigacion SIGEVA UNLaM- SECyT- UNLaM. Version 4 12/11/2021]
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3-Recursos existentes#

Descripcién / concepto Cantidad Observaciones
Horno convector 1 (uno) Laboratorio de Nutricion - UNLAM
Utensilios de cocina varios Laboratorio de Nutricion - UNLAM
Balanza de precision 1 (uno) Laboratorio de Nutricion - UNLAM
Medidor de humedad 1 (uno) Laboratorio de Nutricion - UNLAM
Esporas de Bacillus coagulans Donacion
Contador de colonias 1 (uno)
Autoclave eléctrico 1 (uno)
Estufa de cultivo 1 (uno)
Estufa de esterilizacion 1 (uno)
Homogeneizador 1 (uno)
4-Recursos financierosts
Rubro Afio 1 Afio 2 Total
a) Equipamiento (1)
Gastos de capital b) Licencias (2)
(equipamiento) c) Bibliografia (3)
Total Gastos de Capital $ 0,00 $ 0,00 $0,00
d) Bienes de consumo
d.1) Materias primas para elaborar matrices $ 500 $3.000 $3.500
d.2) Capsulas de Petri esterilizables x 50 un $22.000 $22.000
d.3) Pipetas 1 ml esterilizables x 500 un $10.000 $10.000
d.4) Tubos plasticos autoclavables x 100 un $3.000 $3.000
d.5) Medio de cultivo Agar TSA x 500 g $18.000 $18.000
Gastos corrientes d.6) Agua peptonada x 500 g $12.000 $12.000
(funcionamiento) d.7) Bolsas estériles x 100 un $3.500 $3.500
e) Viajes y viaticos (4) $2.000 $2.000 $4.000
f) Difusién y/o proteccién de resultados (5)
f.1) 1 inscripcidn a congreso nacional $8.000 $8.000
g) Servicios de terceros (6)
h) Otros gastos: materiales de vidrio varios (7) $4.000 $2.000 $6.000
Total Gastos Corrientes $45.000 $45.000 $90.000
Total Gastos (Capital + Corrientes) $45.000 $45.000 $90.000

14 Antes de confeccionar el presupuesto del proyecto, sera necesario que el Director incluya en esta tabla si dispone de
recursos adquiridos con fondos de proyectos anteriores (equipamiento, bibliografia, bienes de consumo, etc.) a ser
utilizados en el proyecto a presentar, y ademas se recomienda consultar en la Unidad académica la disponibilidad de

recursos existentes factibles de ser utilizados en el presente proyecto.

15 Justificar presupuesto detallado. Para compras de un importe superior a $15000.- se requieren tres presupuestos.

(Resolucién Rectoral N°177/2021.)
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Aclaraciones sobre rubros del presupuesto

1 Equipamiento: Equipamiento, repuestos 0 accesorios de equipos, etc.

2 Licencias: Adquisicion de licencias de tecnologia (software, o cualquier otro insumo que implique
un contrato de licencia con el proveedor).

3 Bibliografia: En el caso de compra de bibliografia, ésta no debe estar accesible como suscripcion
en la Biblioteca Electronica.

4 Viajes y viaticos: Viajes y viaticos en el pais: Gastos de viajes, viaticos de campafia y pasantias
en otros centros de investigacion estrictamente listados en el proyecto. Gastos de viaje en el
exterior: (no deberdn superar el 20% del monto del proyecto).

5 Difusién y/o proteccién de resultados: Ej.: (Gastos para publicacion de articulos, edicién de libros
inscripcién a congresos y/o reuniones cientificas).

6 Servicios de terceros: Servicios de terceros no personales (reparaciones, analisis, fotografia,
etc.).

7 Otros gastos: Incluir, si es necesario, gastos a realizar que no fueron incluidos en los otros rubros.

4.1 Origen de los fondos solicitados

Institucion % Financiamiento

UNLaM 100 %

Otros (indicar cual)
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Departamento:
Ciencias de la Salud

Programa de acreditacion:
CyTMA2

Programa de Investigacion®:

Cadigo del Proyecto:
C2SAL-058

Titulo del proyecto
Estudio de la sobrevivencia de Bacillus coagulans en tres matrices
alimentarias de base farinacea

PIDC: X
Secretaria De Ciencia Y Tecnologia

PI: [
Elija un elemento.
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Directora:
Prof. Dra. Dana Zoe Watson

! Los Programas de Investigacion de la UNLaM estan acreditados con resolucién rectoral, segtn lo indica la Resolucién
HCS N° 014/15 sobre Lineamientos generales para el establecimiento, desarrollo y gestion de Programas de Inves-
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A. Desarrollo del proyecto

A.1. Grado de ejecucion de los objetivos inicialmente planteados, modificaciones o ampliaciones
u obstaculos encontrados para su realizacion (desarrolle en no mads de dos (2) pdginas)

Los objetivos planteados en este proyecto de investigacion fueron los siguientes:

Objetivo general: Estudiar la supervivencia de Bacillus coagulans BC4 en tres matrices alimentarias
de base farinacea.

Objetivos especificos:

Objetivo 1- Desarrollar los prototipos de las matrices con agregado de Bacillus coagulans BCA.
El objetivo fue realizado completamente, sin encontrar obstaculos para su realizacién.

-Cepa: en el presente estudio se trabajo con esporas de Bacillus coagulans BC4 (SACCO System, Via
Manzoni 29/A - 22071 Cadorago, Como — Italia). La dosis utilizada en las tres matrices fue calculada
de tal manera que la carga final fuese de 102 esporas por gramo de producto horneado, para lo cual
se realizaron los calculos correspondientes considerando que el liofilizado del cual se partié pre-
senta una carga de 5x10%° esporas/gramo.

-Matrices: Se desarrollaron los prototipos de pan francés, galletita de agua y budin de vainilla para

ser inoculados con esporas de Bacillus coagulans BC4.

e Para la matriz pan francés se utilizé receta estandarizada: harina de trigo 000 (marca Dia), agua
potable, levadura fresca (marca Calsa), sal fina de mesa (marca Dia), sacarosa (marca Dia). Coc-
cion: 200 °C durante 20 minutos. Se realizaron muestras de 30 g peso cocido.

e Se estandarizoé la receta para la matriz galletita de agua: harina 000 (marca Dia), agua potable,
aceite de girasol (marca Dia), sal fina de mesa (marca Dia). Coccidn: 200 °C durante 8 minutos.
Se realizaron muestras de 5 g peso cocido.

e lareceta estandarizada para la matriz budin de vainilla: harina de trigo 0000 (marca Dia), huevos
(marca OPI), manteca (marca La Serenisima), aztcar (marca Dia), esencia de vainilla (marca Ali-
cante). Coccion: 180 °C durante 20 minutos. Se realizaron muestras de 30 g peso cocido.

Los ingredientes de todas las matrices fueron pesados en balanza digital calibrada (marca Systel,

precision 0,1 g) y cocinados en horno convector con control de temperatura.

Los ingredientes fueron elegidos controlando que fueran del mismo lote de fabricacidn y se utiliza-

ron previos a su fecha de vencimiento.

En todos los casos se realizaron prototipos control o blanco (sin inocular) y prototipos inoculados

con esporas de Bacillus coagulans BC4. El presente trabajo se llevé a cabo sin plantear ninguna es-

trategia que facilitara la supervivencia de la cepa en las matrices estudiadas, sino que estas fueron
elegidas por presentarle al microorganismo tres escenarios diferentes en cuanto a condiciones fisi-
coquimicas que podrian favorecer o perjudicar su supervivencia en el producto.

Todo el trabajo se realizé en los laboratorios de la Universidad Nacional de La Matanza.
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Objetivo 2-Evaluar la supervivencia de Bacillus coagulans BC4 luego de la coccion en las tres ma-
trices.

El objetivo fue realizado completamente, sin encontrar obstaculos.

La viabilidad del microorganismo se estudié mediante la técnica de recuento en placa con siembra
en profundidad (Norma ISO 7218:2007). La muestra inicial se prepard con 5 g de producto en 45 ml
de agua peptonada al 0,1% m/m (marca Britania), homogeneizado durante 3 minutos con blender
tipo Stomacher (marca Numak, modelo HPS). Se prepararon diluciones seriadas (hasta un orden
logaritmico inferior a la dosis inoculada) en agua peptonada y se sembré en placas de Petri por
triplicado, en medio de cultivo Agar TSA (Tripteina Soya Agar, marca Britania) con incubacién en
estufa de cultivo (marca Hessico) a 37 °C de 48 h. Previo a la siembra parte del homogenato fue
sometido a tratamiento térmico (75 °C/30 minutos), luego se enfrié a temperatura ambiente (20
°C). Estas muestras se identificaron como “CTT”. La otra parte se realizd sin tratamiento térmico
(“STT”). Se utilizé la metodologia analitica: ICMSF-Microorganismos de los Alimentos | (2000). En
todos los casos las colonias obtenidas se analizaron mediante microscopio dptico (marca Arcano,
modelo XZS 100 BN) realizando observacion directa y con coloracion de Gram. Los resultados en-
contrados se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de los cultivos realizados en las tres matrices

ETAPA PAN FRAMNCES BUDIM DE WAIMILLA GALLETITA DE AGLA
BCO* STT** CTT*** BCO STT CTT BCO STT CTT
Empaste 2,0.10° 8,6.10° 4,0.107 1,0.10° 6,6.10° 3,5.10° 5,4.10° 2,3.10° 1,6.10°
Post _
. 3,2.10° | 3,010° | 1,1.10°

Fermentacion
Post . . .

2,8.10° 1,0.10¢ 3,5.10° 2,6.10° 1,0.10° 6,2.10° 7,0.10° 2,2.10° 2,7.10°
Horneado

*Blanco / **sin tratamiento térmico / ***con tratamiento térmico

De los resultados encontrados se desprende que:

-Cuando se aplico tratamiento térmico la carga de Bacillus coagulans BC4 fue mayor que cuando no
se aplicé tratamiento térmico en las tres matrices, en los diferentes puntos de muestreo.

-En el punto de muestreo Empaste ya se observa un descenso de la carga calculada en las tres ma-
trices, pero siendo de diferente magnitud para cada una de ellas. La matriz pan francés es la que
presenta el menor descenso en Empaste.

-En el punto de muestreo post-horneado no se observé una influencia del tratamiento térmico so-
bre la carga residual de espora en la matriz Galletita de agua; disminuyd a la mitad en Budin de
vainilla y descendié a 2/3 en Pan francés.

En futuros proyectos se buscara estudiar estrategias para mejorar los resultados de tal manera de
poder obtener productos finales con cargas mas altas de Bacillus coagulans BC4.

Objetivo 3-Evaluar la supervivencia de Bacillus coagulans BC4 durante el periodo de vida ttil de
las tres matrices.

El Cédigo Alimentario Argentino (ANMAT) ofrece el marco legal para la comercializacién de alimen-
tos y en el Capitulo XVII define a los Alimentos con Probidticos como aquellos alimentos con una
carga de células viables que esté comprendida entre 10°y 10° UFC/g durante su periodo de duracidn

3
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minima. Debido a que los resultados observados no cumplieron con la carga minima luego del hor-
neado en ninguna de las tres matrices estudiadas, se decidié no llevar adelante el objetivo 3. En
futuros trabajos se buscaran estrategias que favorezcan la supervivencia a la aplicacién del trata-
miento térmico de Bacillus coagulans BC4 en las matrices estudiadas.

A.2. Actualizar Publicaciones, Desarrollos, Formacion de RRHH, y demas actividades en el Banco de
datos de actividades de CyT dentro de SIGEVA UNLAM, para que se vea reflejado en el informe
dentro de la plataforma.

B. Vinculacién?: Indicar conformacion de redes, intercambio cientifico, etc. con otros grupos de in-
vestigacion; con el dmbito productivo o con entidades publicas. Desarrolle en no mas de dos (2)
paginas.

Durante el transcurso del presente proyecto se realizaron intercambios con docentes investigado-
res de la Universidad Nacional de Lujan y de la Universidad Nacional del Litoral.

C. Otra informacion. Incluir toda otra informacion que se considere pertinente.

En relacién con la produccion cientifica, se presentd un resumen en formato pdster en el Congreso
CYTAL 2023, durante el mes de octubre. Se proyecta presentar un segundo resumen en un congreso
nacional del drea de los alimentos durante el afo 2024 con los resultados obtenidos durante el ul-
timo afo de trabajo.

Fueron enviados dos articulos para su evaluacién, un articulo original y una revision narrativa:

-Trabajo Original enviado para su evaluacidon. Autores: Saura EL, Vilas NI, Veneziani FT,
Sburlati ML, Watson DZ. Assessment of the viability of Bacillus coagulans BC4 following bak-
ing processes for bread, crackers, and muffins. Journal of Negative and No Positive Results.
ISSN: 2529-850X. Con revision de pares.

-Revisidn narrativa enviada a evaluacion. Autores: Veneziani FT, Saura EL, Vilas NI, Sburlati
ML, Watson DZ. Uso de cepas de Bacillus coagulans como microorganismo probidtico en
productos de panaderia y pasteleria: una revisidén narrativa. Revista de la Facultad de Cien-
cias Médicas de Cérdoba (Universidad Nacional de Cérdoba). ISSN: 0014-6722. Con revisiéon
de pares.

Durante el afio 2022, el grupo de trabajo dio una charla a la comunidad durante la Semana Nacio-
nal de la Ciencia y la Tecnologia, organizado por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
sobre microbiota, pre y probidticos.

2 Entendemos por acciones de “vinculacion” aquellas que tienen por objetivo dar respuesta a problemas, generando la
creacion de productos o servicios innovadores y confeccionados “a medida” de sus contrapartes.
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Siendo este el primer proyecto acreditado del grupo de trabajo, sus integrantes realizaron capaci-
taciones en el drea de microscopia y microbiologia, favoreciendo la formaciéon y consolidacién de
este equipo para futuros proyectos de investigacion en la tematica. Asi mismo, como parte del pro-
yecto, se hizo la compra de equipamiento que permitié la apertura de un Laboratorio de Microbio-
logia en la Universidad Nacional de La Matanza, posibilitando futuras investigaciones en el area den-
tro de la institucion. Este Grupo de investigacion se encuentra enmarcado dentro de la Resolucién
HCS N° 586/2023 y de la Linea de Investigacién UNLaM titulada “Formulacién y caracterizacion de
alimentos y productos alimentarios saludables y para fines especiales” (Resolucion HCS N°
128/2023).

D. Cuerpo de anexos:
e Anexo I
o FPI-013: Evaluacién de alumnos integrantes. (si corresponde)
o FPI-014: Comprobante de liquidacién y rendicion de viaticos. (si corresponde)
o FPI-015: Rendicién de gastos del proyecto de investigacion acompafnado de las hojas foliadas
con los comprobantes de gastos.
o FPI-035: Formulario de reasignacidn de fondos en Presupuesto.
e Anexo Il: FP1 0173 Alta patrimonial de los bienes adquiridos con presupuesto del proyecto

FON

Prof. Dra. Dana Zoe Watson

e Nota justificando baja de integrantes del equipo de investigacién.

Firma y aclaracién
del director del proyecto.

Lugar y fecha: San Justo, 28/02/2024

3 Solo ante la presentacion del Informe Final



