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ABSTRACT

Symbiotics are a mixture of probiotics and prebiotics with a beneficial effect on host
health. Microencapsulation of these components emerges as the necessity to
preserve viability and functionality, besides improved their storage capacity and
resistant throughout gastrointestinal tract. This study was divided in two stages.

The first one was the formulation of a symbiotic encapsulated, employing four
thermotolerant lactic acid bacteria strains and two co-products flours with prebiotic
capacity. Two encapsulation methods were evaluated: ionic gelification and spray
dry encapsulation with sodium alginate and Arabic gum. In the second stage the
obtained microcapsules was characterized according to their particle size, viability
and symbiotic functionality, related to the in vitro gastric acid conditions survival.

Results showed that both encapsulation techniques are good technological tools to
preserve lactic acid bacteria until 30 days. Flow cytometry is a good technique to
evaluate viability, founding high alive bacteria percents until the last day of study.
Encapsulated symbiotics by both techniques demonstrated to resist simulated
stomach gastric acid conditions.In conclusion, both encapsulation techniques are
excellent options to protect symbiotics, being superior the spray dry encapsulation
with Enterococcos faecium (UAM18) with higher survival rate. The flours obtained
from agroindustrial co-products demonstrated to be an excellent prebiotic for the
employed bacteria.
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RESUMEN

Los simbioticos son mezclas de probidticos y prebidticos que tienen efectos
benéficos para la salud del hospedero. La microencapsulacion de estos
componentes surge a partir de la necesidad de preservar su viabilidad y
funcionalidad, la cual le confiere la capacidad de almacenamiento y de resistir el
paso a través del tracto gastrointestinal. Este estudio consistié en dos etapas. La
primera fue la obtenciéon del simbidtico encapsulado, para tal efecto se utilizaron
cuatro cepas de bacterias acido lacticas termotolerantes probidticas y dos harinas
de co-productos evaluadas como prebidticas. Se utilizaron dos métodos de
encapsulacion: gelificacion iénica y secado por aspersion y se caracterizaron las
dispersiones de biopolimeros utilizados como material encapsulante: alginato de
sodio y goma arabiga. Posteriormente, una segunda etapa consistio en la
caracterizacion de las microcapsulas obtenidas: eficiencia de encapsulacion,
tamano de particula, viabilidad y funcionalidad del simbibtico y resistencia a
condiciones acidas gastricas in vitro. Los resultados obtenidos muestran que los
dos métodos de microencapsulacion son buenas herramientas tecnolégicas,
teniendo altos porcentajes de eficiencia y preservando a los simbioticos de forma
funcional durante 30 dias. La citometria de flujo es una buena técnica para evaluar
viabilidad, y permitid detectar altos porcentajes de bacterias vivas hasta el ultimo
dia del estudio. Los simbidticos encapsulados por cualquiera de las dos técnicas
demostraron resistir las condiciones gastricas simuladas del estomago. En
conclusién, los dos métodos de encapsulacion son excelentes opciones para la
proteccidon del simbidtico, siendo superior el secado por aspersion, asi mismo con
Enterococcos faecium (UAM18) se obtuvieron los datos mas altos de
sobrevivencia, las harinas obtenidas de co-productos agroindustriales demostraron
ser excelentes prebibticos paras la bacterias utilizadas.
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1. INTRODUCCION

La demanda de alimentos funcionales ha aumentado debido al nuevo enfoque de
alimentacion, que busca un beneficio mas alla de los nutrimentos que puede
ofrecer un producto. Se han investigado las ventajas y los efectos benéficos
producidos por las bacterias acido lacticas probidticas y sustratos prebidticos
emergentes a partir de co-productos agroindustriales, lo cual ha incrementado el
interés, tanto por la industria, como por los investigadores, en el desarrollo de
alimentos simbidticos, evaluando su efecto selectivo y sinérgico.

Las bacterias acido lacticas termotolerantes probidticas tiene multiples ventajas
tecnolégicas frente a otros probidticos, ya que se pueden utilizar en procesos y
productos que lleven un proceso térmico, sin afectar la viabilidad de la cepa. Se ha
demostrado que las bacterias acido lacticas termotolerantes: L. plantarum UAM17,
E. faecium UAM18, A. viridans UAM21b y P. pentosaceus UAM22a cumplen con
los criterios para considerarse como probiéticas. Asi mismo, se han evaluado
como ingredientes prebidticos las harinas de co-productos agroindustriales de
bagazo de manzana y cascara de tuna, las cuales se ha observado que estimulan
el crecimiento de estos microorganismos.

La tecnologia de la encapsulacion permite influir positivamente en la funcionalidad
de los probidticos. La gelificacion i6nica y secado por aspersion permite
proporcionar a los probidticos una barrera fisica para resistir las condiciones
ambientales adversas a través del tracto gastrointestinal, hasta su liberacion en el
intestino delgado. El alginato, que es de los materiales mas utilizados, indica una
sobrevivencia hasta del 80 al 95% de bacterias probioticas; asi mismo la goma
arabiga se ha utilizado en el proceso de secado por aspersion con buenos
resultados de sobrevivencia de los probidticos termotolerantes. Por lo anterior,
resulta de interés conocer el efecto de la encapsulaciéon sobre la viabilidad y

funcionalidad de un simbiético.

11
Efecto del tipo de Encapsulacion sobre la Viabilidad de un Simbidtico



2. ANTECEDENTES

2.1Bacterias Acido Lacticas

Existe una larga historia del uso de microorganismos con propiedades benéficas;
los humanos han venido consumiendo cultivos de bacterias vivas durante siglos
en forma de leche u otros alimentos y bebidas fermentadas. Particularmente, el
uso de bacterias acido lacticas es del que se tiene mas estudio en donde se han

analizado los ingredientes activos y su funcionalidad (Kolida y Gibson, 2011).

Las bacterias acido lacticas se clasifican segun su morfologia celular y la via de
fermentacidn utilizada para metabolizar la glucosa. No estdn muy extendidas, sus
habitats naturales son diversas plantas y son también una parte de la microbiota
gastrointestinal (Abadias y col., 2008). Estas bacterias se han encontrado en los
alimentos fermentados tradicionales y actualmente se usan en procesos
fermentativos controlados a nivel industrial. Son importantes para la industria
alimentaria debido a su capacidad para transformar los azucares fermentables en
acido lactico, etanol y otros metabolitos, los cuales cambian las caracteristicas del
producto al reducir el pH y la creacidbn de condiciones desfavorables para el
crecimiento de microorganismos potencialmente patégenos ya sea en productos
alimenticios, como en la microbiota intestinal humana. Se dividen en
homofermentativas, que producen acido lactico como metabolito principal y
heterofermentativas, que también producen etanol y diéxido de carbono.
(Axelsson, 2004). Algunas cepas de bacterias acido lacticas aisladas de alimentos
fermentados se han utilizado como probidticos debido a su resistencia al paso por
el tracto gastrointestinal, asi como la adhesién al epitelio y la prevencion del
crecimiento o la invasion de bacterias patégenas en el intestino. Entre los géneros
de bacterias acido lacticas mas importantes, se encuentran Leuconostoc,
Lactobacillus, Streptoccocus y Pediococcus (Rivera y Gallardo, 2010).
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2.2 Bacterias Acido Lacticas Termotolerantes

Existe un grupo dentro de las bacterias acido lacticas que tienen la capacidad de
resistir condiciones adversas. Esta adaptacién o resistencia al estrés es de las
mas estudiadas debido a que se han encontrado en ciertos alimentos fermentados
desde hace muchos afnos y en la actualidad, el interés esta enfocado a su uso en
procesos industriales que no afecten viabilidad, como lo son la liofilizacién, o
secado por aspersion (Van de Guchte y col., 2002).

La termotolerancia de estas bacterias proviene de su capacidad de sintetizar
proteinas del choque térmico (Heat shock proteins: Hsp); las cuales son
expresadas en respuesta a cambios en las condiciones ambientales donde las
células sufren estrés. Existen diversos factores por los cuales se inducen este tipo
de proteinas, entre los que destacan la hipoglucemia, anoxia, calor, etanol,
peroxido de hidrogeno, iones pesados e infecciones por ciertos virus.
Colectivamente las proteinas del estrés proveen proteccion a la célula durante y/o
después de recobrarse de la agresion del estrés del medio ambiente y pueden
normalizar su actividad metabdlica (Guerreiro y Raynes, 1990).

Niamsup y col. (2003) caracterizaron taxonémicamente cinco cepas de bacterias
acido lacticas aisladas de heces de pollo. Las cepas resultaron ser anaerobias
facultativas, Gram-positivas, catalasa negativas, no moviles y no formadoras de
esporas. Se identificaron como lactobacilos heterofermentativos con wuna
temperatura Optima de crecimiento de 42°C. Las temperaturas mas altas
permisivas de crecimiento fueron 50°C. Debido al andlisis filogenético de las
secuencias del gen 16S rRNA de las cinco cepas, estas fueron clasificadas en el
grupo del Lactobacillus casei/Pediococcus. Tomados en conjunto, los resultados
de este estudio muestran que las cinco cepas aisladas a partir de heces de pollo
representaron una nueva especie dentro del género Lactobacillus, para lo cual se

propuso la especie thermotolerans.

Bensalah y col. (2009) identificaron a nivel especie a cuarenta cepas relacionadas
con cocos Gram-positivos termotolerantes aislados de Leben, una bebida
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tradicional de leche fermentada en la zona arida del oeste de Argelia. Los cocos
de bacterias lacticas termotolerantes (bacterias acido lacticas-T) se identificaron
como pertenecientes a especies de Lactococcus lactis ssp. lactis, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, y otras especies de Enterococcus. Estas cepas
tuvieron la capacidad de resistir 30 min a 63°C, ademas dos especies de
Lactococcus crecieron a un pH de 9.6 y una concentracion de NaCl de 6.5%, un
patron inesperado en especies de este género. Este estudio demostrd que las
cepas de enterococos son predominantes en la poblacién de bacterias acido

|acticas termotolerantes.

Tashiro y col. (2011) aislaron y caracterizaron una bacteria productora de acido D-
lactico, identificada como Lactobacillus delbrueckii subsp. lactisQU 41.Cuando se
compara con otras cepas productoras de acido D-lactico, se encontré que la cepa
en estudio exhibié una alta termotolerancia y mayor produccién a temperaturas de
50°C. En comparacion con los microorganismos mesofilos, el uso de
microorganismos termotolerantes en biorreactores es ventajoso por tres razones:
se evita la contaminacion con mesofilos en el cultivo, se disminuye el costo de
agua de refrigeraciéon para el mantenimiento de la temperatura en el fermentador y
existe una mayor disponibilidad de sacarificacion y fermentaciéon a temperaturas
altas.

Ramirez-Chavarin y col. (2013) evaluaron la capacidad probidtica de bacterias
acido lacticas; cuatro cepas de Pediococcus pentosaceus, tres cepas de
Lactobacillus plantarum, dos cepas de Enterococcus faecium y una cepa de
Aerococcus viridans fueron aisladas e identificadas de productos céarnicos cocidos.
Realizaron pruebas de tolerancia a pH bajo, tolerancia al acido taurocdlico y a la
bilis, coagregacion, autoagregacion y la adherencia a células HEp - 2 de células
epiteliales. Se observd que las diez cepas tienen una buena capacidad de
adherencia a las células epiteliales, sin embargo un factor determinante fue la
intolerancia a pH bajo y sales biliares, sobre todo en las cepas de Lactobacillus

plantarum. Esto lleva a la propuesta de que sistemas como la microencapsulacién
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son una alternativa para mejorar la supervivencia de probioticos cuando se expone

a condiciones acidas, sales biliares y tratamientos térmicos (Ding y Shah, 2007).

2.3 Probioticos

Una de las primeras citas del término probiotico fue realizada por Vergin (1954),
quien sugeria que el equilibrio microbiano intestinal puede ser afectado tras el
uso de antibidticos y que podria ser restaurado por una dieta de probidticos
incluidos en los alimentos fermentados. El término fue reintroducido en 1965 por
Lilly y Stillwell quienes definieron a los probidticos como "sustancias producidas
por microorganismos que promueven el crecimiento de otros microorganismos ", el
anténimo de antibidticos. Actualmente la definicion mas aceptada es de la FAO
(Food and Agriculture Organization), la cual define a los probiéticos como
microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,

confieren un efecto benéfico sobre la salud del hospedero (FAO/WHO, 2001).

Para que un microorganismo sea definido como probidtico, este debe cumplir
ciertos criterios (Dunne y col., 2001; Tannock, 1998):

v' Ser microorganismos aislados del tracto gastrointestinal humano, al ser
mas seguros para el consumo y efectivos en el ecosistema intestinal.

v' Generalmente se busca que a los microorganismos utilizados se les
otorgue la clasificacion GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA.
Deben ser seguros en los alimentos y durante el uso clinico en individuos
inmunodeficientes.

v Tienen que ser resistentes a la acidez gastrica y a la toxicidad de &cidos
biliares. Un pH gastrico bajo es uno de los principales mecanismos de
defensa del hospedero frente a microorganismos ingeridos, incluyendo
probidticos.

v" Los probiéticos deben adherirse a las células intestinales humanas y a la
mucosa intestinal. Esto mejora la sobrevivencia y la multiplicacién en el
intestino y puede promover la exclusion competitiva de posibles patdégenos
potenciales de la mucosa gastrointestinal.
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v Deben producir sustancias antimicrobianas contra patégenos intestinales
para la restauracion de una composicion de la microbiota saludable.
v" Los probidticos deben ser preparados a gran escala y en una forma viable.

El objetivo del uso de probidticos es intentar restablecer las deficiencias en el
ecosistema gastrointestinal, sin afadir nada que no esté presente bajo
condiciones naturales. Los probiéticos suprimen la accion de los microorganismos
patogenos por diferentes mecanismos. Estos establecen una competencia tanto
por los nutrientes, como por los sitios de adherencia a las células del tracto
digestivo, producen metabolitos toxicos para otros microorganismos y crean en el
intestino condiciones adversas para el desarrollo de los patdégenos (OMGE,
2008).

Los probidticos inducen un conjunto de efectos metabdlicos benéficos en el
intestino. Ellos suprimen o disminuyen las reacciones que dan lugar a la
produccién de metabolitos téxicos y carcinogénicos, estimulan las reacciones
enzimaticas relacionadas con los procesos de detoxificacion de sustancias
producidas o ingeridas, son capaces de estimular sistemas enzimaticos o sustituir
a los no presentes por deficiencias genéticas, ademas, pueden sintetizar vitaminas
u otros nutrientes ausentes o no presentes en cantidades suficientes en la dieta
(Prats, 2007).

Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las mas usadas como
probiéticos, sin embargo, existen otros géneros que cumplen con las
caracteristicas para ser utilizados con este fin (tabla 1).
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Tabla 1. Algunos ejemplos de microorganismos que son considerados probioticos

(Senok y col., 2005).

Lactobacillus spp.

Bifidobacterium spp.

Otros

L. acidophilus
L. casei
L. crispatus
L. delbrueckii subsp. bulgaricus
L. fermentum
L. gasseri
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L.rhamnosus

2.4 Prebidticos

B. bifidum
B. breve
B. infantis
B. longum
B. lactis
B. adolescentis

Pediococcus pentosaceus
Enterococcus faecium
Escherichia coli Nissle

Saccharomyces boulardii

Streptococcus thermophilus

Un prebidtico se define como “un ingrediente fermentado selectivamente que

permite cambios especificos tanto en la composicién, como en la actividad de la

microbiota del tracto gastrointestinal, otorgando al hospedero bienestar y salud"

(Gibson y Roberfroid, 2004).

La definicién actualmente aceptada en 2008 por la ISAPP (International Scientific

Association of Probiotics and Prebiotics) define "Un prebidtico es un ingrediente

alimenticio fermentado selectivamente, que como resultado provoca cambios

especificos, en la composicién y/o actividad de la microbiota intestinal, lo que

confiere beneficio(s) a la salud del hospedero" (Rastall, 2010).

Los criterios para la clasificacion de un prebiético son:

e Compuestos con resistencia a la acidez gastrica, la hidrélisis por las

enzimas digestivas de mamiferos y la absorcidn gastrointestinal;

¢ Lafermentacion de estos componentes por la microbiota intestinal;
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e La estimulacion selectiva del crecimiento y / o actividad(es) de uno o un
numero limitado de bacterias intestinales benéficamente asociados con la

salud y el bienestar (Roberfroid, 2010).

Los dos principales sustratos fermentables de origen alimenticio son los
carbohidratos no digeribles y proteinas que escapan a la digestiéon en el intestino
delgado. De éstos, la fermentacién de hidratos de carbono es mas favorable
energéticamente, 1o que conduce a un gradiente de la utilizacion del sustrato

especialmente a través del colon.

Los principales sustratos para el crecimiento bacteriano son carbohidratos no
digeribles que resisten la hidrélisis superior intestinal y la absorcién. Los
carbohidratos no digeribles comprenden almiddn resistente y dextrinas resistentes,
fibra alimentaria (pectinas, arabinogalactanos, la goma arabiga, la goma guar y la
hemicelulosa), oligosacaridos no digeribles (por ejemplo: rafinosa, estaquiosa,
fructanos de inulina (FI), galactanos y mananos), asi como porciones de los
disacaridos no digeridos (por ejemplo: lactosa) y alcoholes de azlcar (por ejemplo:
lactitol). ElI almidon resistente, las fibras dietéticas y también algunos
oligosacaridos no digeribles se fermentan por una amplia gama de las bacterias
del colon, aunque el grado de su hidrélisis varia. Sin embargo, algunos
oligosacaridos no digeribles que entran en el colon son rapida y selectivamente
fermentados (por ejemplo: rafinosa, y galactanos) por un peguefio nimero de
bacterias (bifidobacterias y lactobacilos) (Gibson, 2004).

El efecto prebiodtico ha demostrado asociarse con modulacion de biomarcadores y
actividades del sistema inmune. Se ha demostrado que, en la nutricion infantil, el
efecto prebidtico incluye un cambio significativo de composicién de la microbiota
intestinal, especialmente un aumento de las concentraciones fecales de
bifidobacterias. Esto mejora la calidad de las heces de forma concomitante (pH,
frecuencia y consistencia), reduce el riesgo de gastroenteritis e infecciones,
mejora el bienestar general y reduce la incidencia de los sintomas alérgicos tales
como eczema atopico. Los datos recientes, tanto de los modelos experimentales
y de estudios en humanos, apoyan los efectos benéficos de los productos
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alimenticios particulares con propiedades prebidticas en la homeostasis
energética, la regulacion de la saciedad y la ganancia de peso corporal
(Roberfroid, 2010).

2.4.1 Clasificacion de Prebioticos

2.4.1.1 Los fructanos

La inulina es un polisacarido de la forma Glc a-(1-2)- [B Fru 1-2]n, en la que n> 10.
La estructura base de la inulina, los fructooligosacaridos (una versién de menor
peso molecular) han sido los oligosacaridos mas documentados por su efecto
sobre bifidobacterias intestinales y son considerados importantes sustratos
prebioticos. Se producen en grandes cantidades en varios paises y se agregan a
varios productos como galletas, bebidas, yogures, cereales para el desayuno, y
los edulcorantes. El término fructooligosacarido se puede utilizar para representar
dos diferentes tipos, ya sea de derivados de inulina por hidrélisis, o por sintesis a
partir de sacarosa. Los derivados de la inulina, FOS, son de la forma Glc a-(1-2)
[B Fru 1-2]n, en la que n = 2-9. Los FOS derivados de sacarosa estan en gran
parte compuestos por una mezcla de tres oligosacaridos, es decir: (Glc-Fruz),
(Glc-Frus), y (Glc-Frua) (Gibson, 2004).

Estudios realizados en cultivo por lote en donde muestras fecales fueron
incubadas con inulina, FOS, almidén, polidextrosa, fructosa, y pectina durante 12
horas, han demostrado que hay un mayor nimero de bifidobacterias cuando se
utiliza FOS e inulina, lo que indica la naturaleza prebidtica de estos sustratos y a
su vez la preferencia de estos con respecto a la glucosa (Rastall, 2010;
Roberfroid, 2010).

2.4.1.2 Galactooligosacaridos

Los Galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos que contienen galactosa que
de la forma Glc a-(1-4)-[Gal B 1-6] n, en la que n = 2-5 y se producen a partir de
medios de reacciobn con exceso de lactosa mediante la actividad

transgalactosidasa de la enzima B-galactosidasa (Ganzle, 2012).

19
Efecto del tipo de Encapsulacion sobre la Viabilidad de un Simbidtico



El término galactooligosacéaridos tiende a ser utilizado genéricamente para
cualquier mezcla de oligosacaridos derivados de la actividad por
transgalactosilacion de las p-galactosidasas. Los primeros informes de la
fabricacion y la evaluacion de GOS utilizando la sintesis de éstos por una reaccion
de transgalactosilacion se produjeron utilizando B-galactosidasa de Aspergillus
oryzae (Tzortzis, 2005).

2.4.2 Los co-productos agroindustriales como fuente de prebioéticos y fibra

El desperdicio de co-productos agroindustriales es una problematica a nivel
mundial; en particular durante el procesamiento de frutas para la produccion de
pulpa , alrededor de 65-70% en peso de la materia prima se pierde, lo que lleva a
problemas ambientales graves (Lousada y col., 2006). Sin embargo, se ha
demostrado que algunas fibras provenientes de co-productos de fruta muestran
propiedades funcionales tales como de retencién de agua, formacion de gel y

capacidades de intercambio catiénico (Lamsal y Faubion, 2009).

El termino fibra dietética se refiere a los compuestos organicos de las plantas que
no pueden ser degradados por las enzimas humanas y no son absorbidos en el
intestino delgado. Gran parte de la fibra dietética que consumimos proviene de las
paredes celulares de frutas, vegetales, granos, leguminosas y cereales (Fischer,
2009). Los sustratos que ofrecen las frutas y hortalizas como la fibra dietética,
minerales, vitaminas y antioxidantes son ideales para el cultivo de los probiéticos,

ya que contienen nutrientes benéficos (Rivera y col., 2010).

La fibra consiste en polisacaridos no amilaceos, que incluyen celulosa,
hemicelulosa, pectina, B -glucanos, gomas y lignina. Frutas, hortalizas, cereales y
legumbres son los alimentos mas ricos en estos componentes (Gibson, 2004). De
acuerdo con la Asociacion Dietética Americana (American Dietetic Association)
(2008), si se consume en las cantidades recomendadas, las fibras pueden ayudar
a controlar el peso, reducir la presién arterial y mejorar los niveles de colesterol en
suero y las funciones intestinales. Algunas fibras tienen efectos prebioticos, que

afectan positivamente al individuo por la estimulacion selectiva del crecimiento de
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una o mas bacterias en el colon, provocando la mejora de la salud del huésped
(Gibson, 2004).

La adicién de un ingrediente complejo tal como pulpa de fruta o de fibra dietética
total de fruta, en la formulacion de un producto probidtico es un reto, debido
principalmente a la presencia de compuestos antimicrobianos en la fruta y a su
acidez (Espirito y col., 2012). La tendencia a utilizar los co-productos de frutas
puede contribuir a obtener, productos de valor agregado, capaces de aumentar la

ingesta diaria de fibra dietética y mejorar la viabilidad de las bacterias.

Bigetti y col. (2010) estudiaron la supervivencia de Lactobacillus casei (LC-1)
cuando crece a partir de cuatro fibras prebidticas deshidratadas usadas como
sustrato: inulina, salvado de avena, harina de platano verde y fibra de manzana.
Los porcentajes de células viables fueron 76% para la harina de platano y 79% de
salvado de avena, que se tradujo en una mayor recuperacion de probiéticos
después de la fermentacién con los sustratos. La fibra de manzana mostr6é 64% de
viabilidad y la inulina de 55%. En diferentes temperaturas de almacenamiento, el
salvado de avena tuvo la mayor estabilidad, asi como en condiciones
gastrointestinales simuladas, donde LC- 1crecio junto al salvado de avena y tenia
mayor viabilidad que en la forma libre. El desarrollo de un simbidtico basado en el
salvado de avena con LC- 1 en una bebida lactea se presenté como una
innovacion ya que en la evaluacion sensorial fue bien aceptada por los

consumidores.

Espirito y col. (2012) evaluaron el efecto de la suplementacion de la fibra dietética
total de manzana, platano y fruta de la pasidén provenientes de co-productos del
procesamiento de frutas, en yogures de leche descremada y co-fermentada por
cuatro cepas probiodticas: Lactobacillus acidophilus L10 y Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BLO4, HNO19 y B94. Se determind el perfil de acidos grasos, acidez
total valorable y recuento bacteriano. Las fibras de manzana y platano aumentaron
la viabilidad de los probiéticos hasta la cuarta semana de almacenamiento en frio;
todas las fibras fueron capaces de aumentar el contenido de acidos grasos de
cadena corta y el contenido de &cidos grasos poliinsaturados de los yogures en
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comparacion con sus respectivos controles. Se observd un efecto sinérgico entre
el tipo de fibra y la cepa probidtica en el contenido de acido linoleico conjugado, y
la cantidad de acido a-linolénico, obteniendo mejores resultados con fibra de
platano.

Diaz-Vela y col. (2013) evaluaron la cascara de tuna y cascara de pina como
ingredientes funcionales provenientes de co-productos agroindustriales. Se
determinG su composicion, capacidad antioxidante, y su potencial prebiotico; este
altimo utilizando dos cepas de bacterias éacido lacticas termotolerantes:
Pediococcus pentosaceus UAM22 y Aerococcus viridans UAM21, utilizando a
Lactobacillus rhamnosus GG como probiodtico comercial y Escherichia coli K12
como referencia. Se observd que las harinas de cascara como ingredientes
prebidticos fueron metabolizadas por las cepas empleadas como fuente de
carbono presente en el medio de cultivo, teniendo un mayor consumo la cepa de
P. pentosaceus respecto a las otras empleadas.

Parra-Matadamas y col. (2015) evaluaron la capacidad prebiotica de la cascara y
el albedo de toronja, cascara de tuna y cascara de pifa cuando se utiliza como
sustrato de bacterias acido lacticas probidticas (P. pentosaceus UAMZ21 y A.
viridans UAMZ22). Se observd que existe una buena viabilidad de las cepas con
estas fuentes de carbono, siendo la cascara de toronja el sustrato con una mayor
tasa de crecimiento de las cepas en un menor tiempo de duplicacién; frente a las
otras fuentes de carbono. También se confirmd una produccion aceptable de
acidos grasos de cadena corta de las fuentes prebidticas utilizadas, por lo que se
encontraron como buenas fuentes de carbono para las bacterias probidticas
utilizadas.

Pérez-Chabela y col. (2015) incorporaron harina de cascara de tuna y bagazo de
manzana (residuo de sidreras) en la dieta de ratas cepa Wistar (Rattus
norvegicus), los resultados mostraron que los dos co-productos estimulan el
crecimiento de la microbiota en el ciego; aumentan la cantidad de acidos grasos
de cadena corta asi como el crecimiento de los animales, concluyendo que la
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cascara de tuna y el bagazo de manzana son buenos candidatos para ser usados

como prebidticos en animales vivos.

2.5 Simbioticos

El concepto simbiotico se introdujo por primera vez, junto con el de prebidticos y
se defini6 como "mezclas de probidticos y prebidticos que afectan benéficamente
al hospedero al aumentar la supervivencia microbiana mediante la implantacion de
suplementos dietéticos microbianos en el tracto gastrointestinal, estimulando
selectivamente el crecimiento y /o activando el metabolismo de una o un nimero
limitado de bacterias, lo que mejora el bienestar y promueve la salud del
hospedero" (Gibson y Roberfroid, 1995).

Los simbidticos deben tener un enfoque sinérgico, por lo que el probiodtico es
elegido especificamente de acuerdo a los efectos benéficos sobre el hospedero,
pero el prebidtico es elegido para estimular el crecimiento y la actividad especifica
del microorganismo seleccionado. Aqui, el probiético se selecciona para tener una
mayor afinidad por el prebiotico y se elige para mejorar su supervivencia y el
crecimiento en el hospedero. También puede aumentar los niveles de la
microbiota gastrointestinal benéfica, pero el objetivo principal es la ingestién de
probioticos (Kolida y Gibson, 2011).

El mecanismo de accion de los simbiodticos es la union tanto de los efectos
benéficos de los probibdticos y los efectos especificos de los prebidticos para la
cepa con la que esta en conjunto, ya que parte de la colonizacién exégena de los
probiodticos combinados con prebidticos aumenta la accion de los primeros en el
tracto intestinal. Posteriormente, se desencadena la accion de los probioticos en el
individuo a quien sea administrada la férmula simbidtica (Raizel y col., 2011). Los
componentes probidticos y prebioticos de la formulacion deben ser probados por
si solos, en primera instancia, seguidos de pruebas en conjunto. Este tipo de
experimentos proporcionan informacion sobre cada uno de los componentes y si
puede mediar un efecto sobre la microbiota fecal cuando se utilizan solos, asi
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como si la combinacién simbiodtica puede mediar un efecto superior (Kolida y
Gibson, 2011).

Grimoud y col. (2010) evaluaron la capacidad probidtica de cinco cepas de
bifidobacterias, y de seis cepas de lactobacilos, asi como la capacidad de crecer
con tres tipos de glucooligosacaridos comerciales: oligodextran, oligoalteran y
oligodextran resistente; para evaluar sus combinaciones como posibles
simbidticos. Se observd que el género Bifidobacterium fue mas eficaz para
metabolizar los glucooligosacaridos como fuente de carbono. Asi mismo, se
observé que el oligodextran fue el prebidtico mas facil de metabolizar por todas las
cepas. También se determiné la capacidad de resistencia a condiciones gastricas,
donde las cinco bifidobacterias que crecieron en oligodextran y oligoalteran fueron
resistentes a las condiciones gastricas e intestinales artificiales, pero sélo tres de
los lactobacilos usando oligodextran fueron resistentes. Los autores concluyeron
que estos ensayos mostraron el potencial de los prebidticos para estimular el
crecimiento de las cepas probiodticas y se espera ampliar la proyeccion de modelos
in vivo antes de su uso potencial en aplicaciones con humanos.

Obasola y col. (2014) evaluaron la capacidad de tres prebidticos: inulina, lactulosa
y acido lactobidnico para estimular el crecimiento de cinco cepas de probidticos:
Lactobacillus acidophilus NCTC 1723, Lactobacillus delbrueckii subespecie
bulgaricus NCTC 12712, Lactobacillus brevis NCIMB, Lactobacillus acidophilus
NCFM vy Lactobacillus reuteri NCIMB 11951 y su resistencia a condiciones
gastricas. Ellos observaron que tres lactobacilos probiodticos no podian utilizar
cualquiera de los prebidticos, ya que tenian un crecimiento inferior al 20% en
comparacion con el crecimiento en glucosa. Sélo Lactobacillus acidophilus NCFM
y Lactobacillus reuteri NCIMB 11951 fueron las cepas que pudieron crecer
utilizando lactulosa; siendo mejor sustrato que la inulina. Una variabilidad similar
se observé con la capacidad de los prebidticos para proteger los probioticos del
estrés de los acidos biliares. Tanto L. acidophilus NCFM y L. reuteri NCIMB 11951
fueron capaces de crecer en acido colico y taurocélico 2 mM cuando se incubaron

en combinaciones simbidtica con lactulosa (1%) o acido lactobidnico (1%). En
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conclusion, los autores afirmaron que en estos experimentos existe evidencia clara
de que no todas las combinaciones de simbioticos pueden resultar en un aumento
de la supervivencia de probioticos; asi mismo éstos pueden ofrecer proteccién a
los probidticos contra la toxicidad del acido biliar limitada, dependiendo de su

naturaleza.

Erdem y col. (2015) desarrollaron un chocolate negro simbiético enriquecido con
Bacillus indicus HU36 como probidtico y maltodextrina y fibra de limén como
prebidtico; el objetivo del estudio fue determinar los efectos de estos componentes
en la sobrevivencia de la cepa y calidad organoléptica del producto. Se encontro
que B. indicus tuvo una tasa de sobrevivencia entre el 88% y 91% en la muestras.
Ademas de que las bacterias y la fibra dietética no mostraron ningun efecto
negativo sobre el producto, respecto a las propiedades de color y sensoriales;
ademds de la mejora significativa en algunas caracteristicas sensoriales como
dulzura y firmeza. En conclusién, este estudio mostré que B. indicus HU36 puede
ser utilizado de manera eficiente para la produccion de chocolate amargo
probiético (mas de 5 log UFC/g de producto). La fibra dietética no mostro efectos

negativos, como mal sabor, aroma o sabor no deseado, ni sobre el color.

Uno de los retos tecnoldgicos de bacterias probidticas y simbidticos es el
aseguramiento de su viabilidad en el paso a través del tracto gastrointestinal; es
asi como ha surgido la aplicacién de la encapsulaciéon como una herramienta para

dar resistencia a estas condiciones adversas (Kent y Doherty, 2014).

2.6 Objetivos y definicion de la encapsulacion

La encapsulacion es un proceso fisicoquimico y mecanico para atrapar una
sustancia dentro de un material con el fin de producir particulas con diametros que
van desde milimetros hasta unos pocos nandmetros. La encapsulacion de
componentes bioactivos se puede utilizar en muchas aplicaciones en la industria
alimentaria: el control de la reaccién oxidativa, enmascarar sabores, colores y
olores, proporcionando una liberacion sostenida y controlada, que extienda la vida
util. La sustancia encapsulada, llamada material del nacleo, se dispersa en una
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matriz llamada recubrimiento o cascara. Este material de soporte debe ser de
calidad alimentaria y capaz de formar una barrera para proteger la sustancia
encapsulada (Chen y Chen, 2007).

El desarrollo de sistemas de administracion para los compuestos biologicamente
activos en los sistemas alimentarios es un tema importante en la tecnologia
moderna de los alimentos. En los dltimos afnos, se ha utilizado la
microencapsulacion como una herramienta Gtil para la estabilizacion de las células
probidticas en aplicaciones de alimentos funcionales. Se puede mejorar la
viabilidad de las células probioticas durante el procesamiento, el almacenamiento,
el consumo posterior y el transito gastrointestinal (Anal y Singh, 2007).

Varias tecnologias se pueden aplicar en la encapsulacion de probidticos y cada
uno de ellos proporciona microcapsulas con diferentes caracteristicas en términos
de tamafo y alcance. Por ejemplo, la emulsificacion permite la produccién de una
amplia gama de tamafio de particulas desde 0.2 hasta 5000 ym mientras que la
extrusion tiene un intervalo mas pequeno de tamano, pero no proporciona

particulas con diametros inferiores a 300 ym (Champagne y Fustier, 2007).

Las microparticulas obtenidas tienen que ser insolubles en agua para mantener su
integridad en la matriz del alimento y en la parte superior del tracto gastrointestinal
y, por ultimo, deben permitir la liberacién progresiva de las células durante la fase
intestinal (Burgain y col., 2011).

En la figura 1 se muestra la tecnologia de encapsulacion, que generalmente se
lleva a cabo en tres etapas. El primer paso consiste en la incorporacion del
componente bioactivo en una matriz que puede ser liquida o sdlida. En el caso de
que el nucleo sea liquido, la incorporacién sera una disolucion o una dispersién en
la matriz mientras que si el nacleo es sdlido, la incorporacion serd una
aglomeracion o adsorcion. Para el segundo paso, la matriz liquida se dispersa
mientras que una solucién se pulveriza sobre la matriz sdlida. El ultimo paso

consiste en la estabilizacion, ya sea por un proceso quimico (polimerizacién), por
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un proceso fisicoquimico (gelificacion) o un proceso fisico (evaporacion,

solidificacion, coalescencia) (Burgain y col., 2011).

Incorporacién del Ingrediente Bioactivo

En una matriz liquida En una matriz solida
(solucion, fusion, emulsion) (aglomeracion, adsorcion...)

NI

Preparacion de Microcapsulas

Dispersion
Liquido en aire Liquido en liquido Mezclado y Aspersion
Secado Extrusion Emulsificacion
LN B - r
Estabilizacion
Polimerizacion Coacervacion Gelificacion Solidificacion
Gelificacion Coalescencia Evaporacién Evaporacion

Figura 1. Plan general que describe los pasos para producir microcapsulas
(Burgain y col., 2011).

2.6.1 Métodos de dispersion para la microencapsulacion

2.6.1.1 Congelacion y secado por aspersion

Este método combina pasos de liofilizacién y secado por aspersion. Las células
se encuentran en una solucion que se atomiza en frio a través de un liquido
criogénico como nitrdgeno liquido. Este paso genera una dispersion de gotitas
congeladas, las cuales pasan a un secador de congelacion. Tiene la ventaja de
proporcionar un tamano controlado, las desventajas incluyen un gran uso de
energia, tiempo de procesamiento largo y un costo que es 30-50 veces mas caro

que el secado por atomizacion (De Vos y col., 2010).
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2.6.1.2 Gelificaciéon enzimatica por emulsion

En algunos paises, el uso de las gomas en productos lacteos no esta permitido, la
solucion es el uso de proteinas de la leche, en las que los probidticos se
encapsulan por medio de una gelificacion enzimatica inducida, ya que tienen
excelentes propiedades de gelificacién y son vehiculos naturales para los
probioticos. Este método da particulas esféricas insolubles en agua (Chen y Chen,
2007; Kailasapathy, 2009).

2.6.1.3 Gelificacion por polimerizacion interfacial

La técnica requiere la formacion de una emulsiéon: en donde la fase discontinua
contiene una suspension acuosa con las células probidticas y la fase continua es
un disolvente organico. Para iniciar la reaccion de polimerizacion, se afade un
agente biocompatible que es soluble en la fase continua. Las gotas obtenidas son
cubiertas por una membrana delgada y fuerte (Chen y Chen, 2007; Kailasapathy,
2009).

2.6.1.4 Extrusion

La extrusion es una técnica fisica para encapsular células utilizando hidrocoloides
(alginato y carragenano) como materiales de encapsulacion. La
microencapsulacién de células probioticas por extrusidn consiste en proyectar la
solucion que contiene las células a través de una boquilla a alta presion. Si la
formacion de gotitas se produce de una manera controlada (en oposicién a secado
por aspersion), la técnica se conoce como granulacion. La extrusién es un método
simple y barato que utiliza una operacion suave que no causa dafio a las células
probiéticas y mantiene una alta viabilidad. La tecnologia no implica disolventes
nocivos y puede realizarse bajo condiciones aerébicas y anaerébicas. La
desventaja mas importante de este método es que es dificil de utilizar en las
producciones de gran escala debido a la lenta formacion de las microesferas (De
Vos y col., 2010).

28
Efecto del tipo de Encapsulacion sobre la Viabilidad de un Simbidtico



2.6.1.5 Gelificacion iénica por emulsién

La emulsificacion es una técnica quimica para encapsular células probidticas vivas
usando alginato, carragenina y pectina como materiales de encapsulacion. El
principio de esta técnica se basa en la relacion entre la fase continua vy
discontinua; asi como el uso de un emulsificante, un agente tensoactivo y un
agente solidificante. Las capsulas obtenidas tienen un diametro pequeno, sin
embargo esto dependera de la variacion de la velocidad de agitacién y la relacién
agua/aceite (Kailasapathy, 2009).

En el método de emulsion de Sheu y Marshall (1993) las microcapsulas se forman
por la formaciéon de una emulsién de agua en aceite, por lo general estabilizada
con agentes tensoactivos, tales como Tween 80, donde el alginato esta disuelto en
la fase acuosa. A continuacion, el alginato lleva a cabo una gelificaciéon externa por
medio de la adicién de una solucién de cloruro de calcio a la emulsiéon. Sin
embargo, no tan comunmente, las microcapsulas pueden estar formadas por
gelificacion interna (Poncelet y col., 1992), en donde junto con el alginato en
solucion, se contiene carbonato de calcio. Un acido organico se anade a esta
emulsién y a medida que penetra en la fase acuosa, reacciona con el carbonato
de calcio para formar iones calcio y acido carbénico, dando como resultado la
gelificacion del alginato.

2.6.1.5 Secado por aspersion

El secado por aspersion es probablemente el método mas econdmico y eficaz
usado en la industria para la deshidratacion de materiales liquidos o estabilizacién
de microorganismos para su encapsulacion. El proceso implica la inyeccion del
medio a alta velocidad a temperaturas de hasta 200°C, que luego a través de una
boquilla conduce a la formacién de granulos. En consecuencia, este proceso da
como resultado la exposicion del medio de secado a altas temperaturas durante
un corto periodo de tiempo, que puede ser perjudicial para la integridad de células
bacterianas vivas. Durante el secado por aspersion, las células bacterianas
encuentran el estrés por calor, ademas de los otros factores como la exposiciéon al
oxigeno y el estrés osmotico. El efecto de secado por aspersion en la membrana
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celular también puede conducir a un aumento de la permeabilidad de la célula, lo
cual puede resultar en la pérdida de componentes intracelulares en el medio
(Zamora y col., 2006; Meng y col., 2008).

2.6.2 Materiales utilizados para microencapsulacion

2.6.2.1 Goma de gelana y goma de xantana

La goma de gelana es un polisacarido microbiano derivado de Pseudomonas
elodea que esta constituido por una unidad repetitiva de cuatro monémeros que
son glucosa, acido glucuroénico, glucosa y ramnosa. Se ha utilizado una mezcla de
goma xantana-gelana para encapsular células probidticas ya que presenta una
alta resistencia a condiciones acidas (Chen y Chen, 2007).

2.6.2.2 k-carragenina

La k-carragenina es un polimero natural que se utiliza comunmente en la industria
alimentaria. La tecnologia que emplea el compuesto requiere una temperatura
comprendida entre 40°C y 50°C en el que las células se afiaden a la solucion de
polimero. Al enfriar la mezcla a temperatura ambiente, se produce la gelificacion y,
a continuacién, las microparticulas se estabilizan mediante la adicién de iones de
potasio. La encapsulacion de células probidticas en la k-carragenina mantiene las
bacterias en un estado viable, pero los geles producidos son fragiles y no son
capaces de resistir las tensiones (Chen y Chen, 2007).

2.6.2.3 Ftalato acetato de celulosa

Debido a que tiene una naturaleza segura, el ftalato acetato de celulosa se utiliza
para controlar la liberacién de farmacos en el intestino. La ventaja de este
componente es gque no es soluble a pH acido (menos de cinco) pero es soluble a
un pH superior a seis. La encapsulacion de bacterias probiéticas utilizando ftalato
acetato de celulosa proporciona una buena proteccion para los microorganismos

en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (Burgain y col., 2011).
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2.6.2.4 Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto de unidades de [B-(1-4) D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina que se puede polimerizar en presencia de
aniones y polianiones. Este componente no ha mostrado un buen rendimiento
para aumentar la viabilidad celular por encapsulacion y preferiblemente se utiliza
como cubierta. De hecho, la encapsulacion de bacterias probioticas con alginato y
un recubrimiento de quitosano proporcionan una proteccion en condiciones
simuladas de tracto gastrointestinal y por lo tanto, es una buena forma de entrega
de células bacterianas viables para el colon (Chavarri y col., 2010).

2.6.2.5 Almidon

El almidén es un polisacarido que consiste en un gran numero de unidades de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos. El almidén se compone principalmente
de amilosa, un polimero lineal de unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces
glucosidicos a-(1-4) y de amilopectina, un polimero ramificado de unidades de
glucosa con enlaces glucosidicos a-(1-4) y ramificaciones a-(1-6). El almidén
resistente es el almidén que no es digerido por las enzimas pancreaticas
(amilasas) en el intestino delgado. El almidén resistente puede llegar al colon
donde se fermenta y esta especificidad proporciona una buena caracteristica de
entrega para una mejor liberacion de las células bacterianas en el intestino grueso.
Ademas, por su funcionalidad prebidtica, el almidén resistente puede ser utilizado
por las bacterias probidticas en el intestino grueso. Finalmente, el almidén
resistente es una superficie ideal para la adhesion de las células probiéticas a los
granulos de almidon lo cual puede mejorar la entrega de los probiodticos en un
estado metabolicamente activo en el intestino (Anal y Singh, 2007; Burgain y col.,
2011).

2.6.2.6 Proteinas de la leche

Las proteinas lacteas son vehiculos naturales para las células probiéticas y debido
a sus propiedades estructurales y fisicoquimicas pueden ser utilizadas como un
sistema de entrega. Por ejemplo, las proteinas tienen excelentes propiedades de
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gelificacidon y esta especificidad ha sido explotada recientemente para encapsular
las células probiéticas debido a su biocompatibilidad. Una aplicaciéon de este
material es para encapsular probiéticos que son anadidos en formulas infantiles
(Kent y Doherty, 2014).

2.6.2.7 Alginatos

Hasta la fecha, en la literatura se encuentra que el agente de encapsulacién mas
comun es el alginato, un polisacarido lineal que consiste en ramificaciones 1 — 4
de B -(D) acido glucurénico (G) y a-(L) acido manuronico (M), derivados de algas
pardas o fuentes bacterianas (Figura 2). Esta disponible comercialmente en una
amplia gama de pesos moleculares, de decenas a cientos de kiloDaltons y es
especialmente adecuado para la encapsulacion bacteriana debido a sus
condiciones de gelificacion. Se considera como GRAS (generalmente reconocido
como seguro). Cabe destacar que, debido a la presencia de grupos carboxilo en
ambos monomeros, el alginato lleva una carga negativa por encima de su pKa (3.3
a 3.5) (Cook y col., 2012).
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Figura 2. Estructura del alginato de sodio.

Al entrar en contacto con metales divalentes (por ejemplo calcio, cadmio o zinc),
forman lo que se ha descrito como una "estructura de caja de huevos" entre cuatro
residuos de (G) (Stokke y col., 2000). Esta capacidad ha sido aprovechada para
formar microcapsulas utilizando un proceso de extrusion. Esto implica la caida de
una solucién de alginato concentrado, mas comunmente a través de una aguja, en
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una solucion de cloruro de calcio, por lo que gelifica externamente el polimero en
una microcdpsula. El tamano de las microcépsulas formadas mediante la
gelificacion externa se rige por el tamano de las gotas formadas durante el
proceso de extrusién, que van desde particulas de tan solo unas decenas de

micras, hasta milimetros (Chandramouli y col., 2004).

2.6.2.8 Goma arabiga

La goma arabiga es un exudado natural proveniente principalmente de arboles de
Acacia senegal, y en menor medida de los arboles Acacia seyal (Yadav y col.,
2007). Tiene un color ambar y estd compuesta generalmente por residuos
galactosilo (42% w/w), arabinosil (27% w/w), ramnosil (15% w/w), glucuronosil
(14.5% w/w) y 4-O-metil glucuronosil (1.5 w/w) (Islam y col.,, 1997). Esta
combinacion le permite tener excelentes propiedades emulsionantes, las cuales
son explotadas por la industria alimentaria como encapsulador de sabores,

estabilizador de emulsiones y espesante.

El Comité Mixto de Expertos FAO / OMS para los Aditivos Alimentarios (Join
Expert Committee for Food Additives; JECFA), define a la goma arabiga como “un
exudado desecado de tallos y ramas de Acacia senegal (L.) Willdenow o Acacia
seyal (Fam. Leguminosae)” (FAO, 1999a).

La goma arabiga se disuelve facilmente en agua fria y caliente en concentraciones
de hasta 50%. Debido a su estructura ramificada compacta y por lo tanto al
pequefio volumen hidrodindmico, las soluciones de goma arabiga se caracterizan
por una baja viscosidad, lo que permite el uso de altas concentraciones de goma
en diversas aplicaciones (Dziezak, 1991). El pH de las soluciones es normalmente
de alrededor de 4.5 hasta 5.5, pero la viscosidad méaxima se encuentra a pH 6.0
(Verbeken y col., 2003).
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2.6.3 Encapsulacion de bacterias lacticas probiéticas y simbiéticos

Chavarri y col. (2010) utilizaron una mezcla de alginato y quitosano para
encapsular Lactobacillus gasseri y Bifidobacterium bifidum como probibticos y la
quercetina como prebiodtico por el método de extrusidon; con el objetivo de mejorar
la supervivencia de las bacterias probidticas y manteniendo intacto el prebidtico
durante la exposicion a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal. El
rendimiento de encapsulacion de células viables fue muy bajo. Debido a esto, la
quercetina y L. gasseri o B. bifidum fueron microencapsulados por separado;
donde se observo que fueron resistentes a las condiciones gastricas simuladas
(pH 2.0, 2 horas) y la solucién bilis (3%, 2 horas), dando como resultado la mejora
de la supervivencia en comparacién con las bacterias libres.

Totosaus y col. (2013) encapsularon cuatro cepas de bacterias acido lacticas
(Aerococcus viridans, Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum vy
Pediococcus pentosaceus) en mezclas de hidrocoloides de alginato, alginato-
gelana y alginato-k-carragenina-algarrobo por la técnica de emulsién, estudiando
las propiedades texturales de los geles formados por los materiales encapsulantes
y la viabilidad de las cepas utilizadas. La microscopia electrénica de barrido
mostrd que el alginato formé un nucleo sélido, pero poroso; y que la adicion de
gelana resultd en una superficie lisa con nucleo poroso. La viabilidad de las
bacterias fue mayor cuando se utilizaron mezclas de alginato con otros
hidrocoloides aun después de 30 dias de almacenamiento a 4°C; por lo que la
encapsulacion de bacterias acido lacticas tuvo un efecto positivo en su viabilidad.

Sathyabama y col. (2014) estudiaron el efecto de la encapsulacion de dos cepas
probioticas aisladas de heces humanas: Staphylococcus succinus (MAbB4) y
Enterococcus faecium (FIdM3) y dos prebidticos: la remolacha azucarera y la
achicoria, los cuales fueron encapsulados por separado con ambas cepas usando
como matriz alginato de sodio por medio de gelificacion iénica. Se evalud la
supervivencia de células en condiciones in vitro y los resultados indicaron una
mejora significativa en la supervivencia de las células co-encapsuladas cuando se
expusieron a condiciones acidas (pH 2.0-3.0) y bilis (0.3, 0.6 y 0.8 g/100 ml). Las
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células encapsuladas mostraron del 98.75% a 88.75% de supervivencia en el
entorno gastrico simulado. La viabilidad se mantuvo durante todo el periodo de
almacenamiento durante treinta dias a 4°C.

Pérez-Chabela y col. (2013) determinaron la viabilidad de cuatro cepas de
bacterias acido lacticas termotolerantes: Aerococcus viridans UAM21,
Enterococcus faecium UAM10a, Lactobacillus plantarum UAM17, y Pediococcus
pentosaceus UAM11; después de su microencapsulacion por secado por
aspersion utilizando goma arabiga y su adicion a un batido carnico. Se observé
que las cepas sobrevivieron bien al proceso de secado utilizando una temperatura
de entrada de 100°C y una temperatura de salida de 60°C. Previamente se habian
identificado estas cepas como termotolerantes, con valores D arriba de los 70°C.
El valor D es el tiempo de reduccion decimal a cierta temperatura para destruir el
90% de la cuenta total de microorganismos por efecto de la misma.

Arslan y col. (2015) encapsularon a Saccharomyces boulardii; una cepa que se ha
usado en algunas formulaciones de alimentos en los ultimos afnos debido a sus
propiedades probitticas. Sin embargo, no es suficientemente estable para el
procesamiento de alimentos y los sistemas gastrointestinales. En este estudio, S.
boulardii fue microencapsulado con seis materiales de pared diferentes (gelatina,
proteina de suero concentrado, almidon modificado, maltodextrina, proteina de
chicharo y goma arabiga) y se utilizd el secado por aspersion con dos
temperaturas de entrada diferentes: 80°C y 125°C. Los resultados mostraron que
los materiales con mejor rendimiento de encapsulacion fueron la proteina de suero
y la goma ardbiga. La supervivencia del S. boulardii a condiciones gastricas fue
mayor en la temperatura de secado mas alta. La supervivencia en condiciones
gastricas mostrdé que la goma arabiga es el mejor material de la pared seguido de
gelatina y proteina de chicharos. En conclusion, el secado por aspersion es un
método efectivo que puede reemplazar células libres en la formulacion de

alimentos y asegurar su viabilidad frente a las condiciones gastricas.

Rajam y Anandharamakrishnan (2015) encapsularon una cepa de Lactobacillus
plantarum MTCC 5422 con fructooligosacaridos (FOS) como material de la pared,
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para producir un simbidtico mediante secado por aspersion. Los FOS se utilizaron
en combinacién con proteina de suero encapsular la bacteria probittica. Se
encontré una buena viabilidad de las bacterias después del secado, durante el
almacenamiento y en condiciones gastricas e intestinales simulados. Por lo tanto,
el secado por aspersion usando FOS como material encapsulante tiene

aplicaciones potenciales en la industria alimentaria funcional.

Khem y col. (2016) evaluaron la influencia del pH y el calor cuando se encapsulé
por secado por aspersion a una cepa de Lactobacillus plantarum A17 en una serie
de matrices de proteina de suero con diversos grados de desnaturalizacion. Ellos
observaron que las microcapsulas de proteina de suero obtenidas a pH 7 (nativo)
y pH 4, tuvieron una tasas de supervivencia de 69.0% y 39.3% respectivamente;
asi como aquellas que fueron obtenidas a pH 7 con tratamiento térmico de 75°C
durante 1 min y 78°C durante 10 min mostraron tasas de supervivencia durante el
secado por pulverizacion de, 40.3% y 25.0%, respectivamente. Se observd una
mayor supervivencia significativa del probidtico en la matriz de suero de proteina
nativa, donde la estructura de la proteina era mas compacta y globular. Después
de la exposicion al acido a pH 4, la supervivencia de L. plantarum A17 se redujo a
39%. Por lo tanto, se concluyd que un menor grado de desnaturalizacion de la
proteina antes del secado por aspersion beneficia la supervivencia de L. plantarum
A17 durante su encapsulacion. Por ultimo, se determiné que las condiciones del
secado (temperatura de salida de 70°C) no contribuyeron significativamente a una

mayor desnaturalizacién de la matriz de la proteina de suero.

2.7 Viabilidad de bacterias probioéticas

La definicion actual de la OMS de los probidticos les caracteriza como
complementos alimenticios viables, por lo que la determinacion fiable de la
viabilidad en los productos es esencial, tanto en estudios en seres humanos, como
en el control de la calidad del producto. En la mayoria de los andlisis de
regulacion, el método de recuento en placa se ha utilizado tradicionalmente para

controlar la viabilidad de las bacterias, pero hay varios inconvenientes. El método
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de recuento en placa requiere medios de cultivo especificos y tiempos de
incubacion relativamente largos, y se ve obstaculizada por dificultades técnicas en
condiciones de incubacion para las diferentes especies. Para muchas especies de
probiéticos que residen en el tracto intestinal humano, ni siquiera hay un medio de
crecimiento adecuado y conocido; estas dificultades pueden llevar a una
subestimacion de las cuentas de probidticos reales; pero no obstante se pueden
medir como viables usando ensayos citolégicos (Van Loveren y col., 2012).

2.7.1 Citometria de flujo

La citometria de flujo es un meétodo analitico que permite la medicion rapida de
ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de las células o particulas suspendidas
en un liquido que producen una senal de forma individual al interferir con una
fuente de luz (Nunez, 2001).

Una suspensiodn celular se inyecta al fluido laminar donde las células pasan por un
capilar hasta llegar a un rayo laser. Cuando este rayo incide en la célula, la luz
sale dispersada hacia adelante y hacia los lados, lo cual genera informacién sobre
tamano, granularidad y morfologia celular. Si la célula va marcada por un
fluorocromo o es autofluorescente, la luz fluorescente se procesa a través de
distintos fotomultiplicadores, en el sistema procesador de datos y son analizadas
por un software (Bogh y Duling, 1993).

La citometria de flujo se ha empleado junto con marcadores o flourocromos

especificos para evaluar la viabilidad de bacterias en productos alimenticios

2.7.1.1 Estudios de viabilidad utilizando citometria de flujo

Yanez (2007) evalu6 la sobrevivencia por citometria de flujo de Lactobacillus
delbrueckii spp. cuando fue encapsulado por polimerizacion interfacial con goma
arabiga, goma de semillas de mezquite, goma gelana y sus mezclas; utilizando el
kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight y el citémetro de flujo FaCs Sort (Beckton
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Dickinson). Los porcentajes de viabilidad obtenidos demostraron que existié una
reduccion de la viabilidad entre el 47% y 80% debido al proceso de encapsulacion,
y que la mejor biocompatibilidad con gelana al 0.5% y la combinacion goma
arabiga- gelana 0.5% en una relacion 1:1.

Geng y col. (2014) utilizaron un método analitico para determinar la viabilidad de
bifidobacterias en productos lacteos a partir del desarrollo de un anticuerpo
monoclonal de alta eficiencia (95.5%) contra Bifidobacterium animalis ssp. lactis
para su deteccion por citometria de flujo. Los resultados de viabilidad en cuatro
productos lacteos comerciales que contienen B. lactis mostraron una buena
correlacion con el método de cuenta en placa estandar, ademas de disminuir el
tiempo de andlisis a 2 horas, respecto a las 72 horas normales de un cultivo de
esta cepa. Este estudio demostré que el uso de la tecnologia de citometria de flujo
podria ser una solucién rapida para el andlisis especifica de probibticos en
productos lacteos.

Guzzon y Larcher (2015) aplicaron la citometria de flujo en el monitoreo
microbiolégico durante el proceso de elaboracidon del vino para diferenciar
levaduras del género Saccharomyces cerevisiae vivas y muertas. Esta
discriminacién de las poblaciones se consiguié utilizando dos colorantes
fluorescentes (flouresceina y yoduro de propidio) que miden la actividad
metabdlica y la integridad de la membrana de la levadura. Este enfoque analitico
se aplicé por primera vez para el control de calidad de la levadura seca activa y al
comparar los resultados del estudio con las técnicas de cuenta en placa del Codex
Enologico Internacional de la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino, se
demostré que el analisis por citometria de flujo es una valiosa alternativa, dada la
facilidad de ejecucidn y la alta calidad de los resultados obtenidos en términos de

reproducibilidad, repetibilidad, e intervalo de confianza.

Raymond y Champagne (2015) evaluaron la precision y exactitud de la citometria
de flujo en la cuantificacion de poblaciones de bacterias probioticas (Lactobacillus
rhamnosus R0011) en dos formas secas comerciales, y su enumeracién en una
matriz de chocolate. Se observo que con la citometria de flujo eran dos veces
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mas precisas (reproducibles) las cuentas totales, que en los recuentos
tradicionales por microscopia. Con la citometria fue posible determinar los niveles
de las células muertas en cultivos frescos, que no es posible con las metodologias
tradicionales de UFC. No hubo interferencia de los sélidos de chocolate en el
analisis de citometria por lo que esta tecnologia puede servir para identificar el
nivel de inoculacion correcta de una muestra, y el recuento de bacterias viables

posterior a la fabricacién de los productos.
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3. JUSTIFICACION

El interés por parte del consumidor en incluir en su alimentacion algunas
alternativas que contribuyan a mejorar su estado de salud y bienestar ha llevado a
que la industria alimentaria presente oportunidades para el mercado de los
alimentos funcionales, ya que éstos contribuyen a prevenir y contrarrestar el riesgo

de algunas enfermedades, al ser incluidos como parte de una dieta saludable.

La ventaja de las bacterias acido lacticas termotolerantes probidticas es la
capacidad de sobrevivir a temperaturas altas, o que les permite ser utilizadas en
técnicas de microencapsulacion como lo es el secado por aspersioén sin afectar su
funcionalidad; asi mismo tienen potencial para ser utilizadas en productos en
donde se lleve a cabo un proceso térmico en su elaboracion. Por otra parte los co-
productos agroindustriales son desechos que si no son bien tratados, pueden
llegar a ser contaminantes, por lo que utilizarlos como prebioticos les da un valor
agregado.

Con la encapsulacién del probidtico y del prebidtico con potencial simbibtico,
aseguramos su viabilidad hasta la llegada al intestino, donde inducen un conjunto
de efectos metabdlicos benéficos para el hospedero.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Conocer el efecto de dos tipos de encapsulacion sobre la viabilidad y

funcionalidad de un simbiético.

4.2 Objetivos particulares

Evaluar la viabilidad de cuatro bacterias acido lacticas termotolerantes
probioticas (Lactobacillus plantarum UAM17, Enterococcus faecium
UAM18, Aerococcus viridans UAM21b y Pediococcus pentosaceus
UAM22a) y de harinas de dos diferentes co-productos agroindustriales
(cascara de tuna y bagazo de manzana) usando microencapsulacién por

gelificacion idonica y secado por aspersion.

Evaluar la funcionalidad de cuatro bacterias acido lacticas termotolerantes
probidticas (Lactobacillus plantarum UAM17, Enterococcus faecium
UAM18, Aerococcus viridans UAM21b y Pediococcus pentosaceus
UAM22a) y de harinas de dos diferentes co-productos agroindustriales
(céscara de tuna y bagazo de manzana) por gelificacién idnica y secado de

aspersion.
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5. METODOLOGIA

La estrategia experimental se describe de manera general en la figura 3 y se
dividio en dos etapas. La primera consistié en la formacion y caracterizacion de las
dispersiones de biopolimeros para llevar a cabo la microencapsulacién por
gelificacion idnica y secado por aspersion. La segunda etapa consistio en la
caracterizacion de las microcapsulas, evaluando el tamano de particula, viabilidad
y funcionalidad durante la vida de anaquel y resistencia a condiciones gastricas.

Lactobacillus Inulina de agave
plantarum UAM17 (control)
Enterococcus
faecium UAM18 Caracterizacion de las
dispersiones Harina de bagazo
(Totosaus y col., 2013) de manzana
Aerococcus
viridans UAM21B
Pediococcus Harina de cascara
pentosaceus de tuna
UAM22A
PRIMER ETAPA
SEGUNDA ETAPA
Microencapsulacién
Gelificacién ionica Secado por aspersion
(Totosaus y col., 2013) (Shima y col., 2007)
Caracterizacion de
microcapsulas
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Figura 3. Estrategia Experimental.
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PRIMER ETAPA. Formacién y caracterizacion de las dispersiones de

biopolimeros para llevar a cabo la microencapsulacion.

5.1 Bacterias acido lacticas

Se utilizaron cuatro cepas de bacterias, Lactobacillus plantarum UAMA17,
Enterococcus faecium UAM18, Aerococcus viridans UAMZ21b y Pediococcus
pentosaceus UAM22a, las cuales fueron reportadas como probidticas por
Ramirez-Chavarin y col. (2013).

Las cepas fueron descongeladas y transferidas a caldo MRS (De Man y col., 1960)
estéril para posteriormente ser incubadas a 35 * 2°C por 20 + 2 horas.
Posteriormente se midié la absorbancia de la suspension celular en un
espectrofotdmetro a 600 nm, en un intervalo de absorbancias que correspondieran
a concentraciones alrededor de 108 UFC/mL. Se procedié a centrifugar la
suspension celular en una centrifuga SOLBAT modelo J40 a 4000 rpm durante 15
minutos; obteniendo un botdn celular.

5.2 Obtencion de harinas de co-productos agroindustriales

El bagazo de manzana (Malus domestica var. rayada), se recolecté de las
Bodegas Delicias, en Zacatlan, Puebla; la cascara de tuna (Opuntia ficus-indica
L.), se recolectd en los establecimientos de fruta fresca en Iztapalapa, Ciudad de
México. Los dos co-productos agroindustriales llevaron un proceso de secado a
65°C durante el tiempo que fue necesario para eliminar la humedad (ocho horas
aproximadamente) o hasta que se presentd un peso constante. Posteriormente, se
molid en un procesador de alimentos convencional y por ultimo, el producto
obtenido se tamizé con malla No. 100, 80 y 50 para homogenizar el tamafio de
particula, estos fueron empacados al vacio y almacenados en un lugar seco y

fresco a temperatura ambiente hasta su uso (Chavez-Zepeda y col., 2009).

43
Efecto del tipo de Encapsulacion sobre la Viabilidad de un Simbidtico



La inulina de agave (inulinas comerciales: Nano Nutrition, S. de R. L. de C. V.;
Naucalpan, Edo. de México), se utilizé como control; y estd compuesta por 98% de

fibra soluble y 2% de monosacaridos.

5.3 Caracterizacion de las dispersiones

Para las dispersiones de los biopolimeros utilizados y las mezclas con las harinas
prebiéticas, fueron determinadas sus viscosidades por triplicado a 19+1°C en un
viscosimetro (Brookfield DV-Il1+Pro, USA), usando un spin de 0.5 a 20 rpm
(Totosaus y col., 2013).

5.4 Microencapsulacion

5.4.1 Microencapsulacion por emulsion

Se realizo |a técnica reportada por Totosaus y col. (2013) la cual esta basada en la
formacion de una emulsién agua en aceite (W/O). Consistié en preparar 100 mL
de dispersion (fase acuosa) de alginato de sodio (2% w/v), adicionando el botén
celular obtenido por centrifugacion, resultado del crecimiento de las cepas puras
en caldo MRS 20 horas a 37°C, equivalente a 1x108 UFC/mL y 1% de la harina de
bagazo de manzana, o harina de cascara de tuna. Posteriormente a la mezcla se
agregd CaCOs (0.04M). De manera separada, se prepararon 200 mL de aceite de
maiz (Golden Hills, México) con 2.5 mL de tween 80 (fase oleosa). En agitacion
constante, la fase acuosa fue adicionada a la fase oleosa permitiendo la formacion
de la emulsién W/O, en seguida se agregaron 40 mL del mismo aceite mezclado
con acido acetico glacial (0.35 M) para iniciar el proceso de gelificacion. Este
sistema se mantuvo en agitacion durante 20 min para la completa formacion de las
capsulas. Finalmente, se decanto la fase oleosa, las capsulas fueron lavadas con
agua destilada y dos veces con una solucion buffer de fosfatos (pH 7.2) para
eliminar los residuos de aceite. Las capsulas fueron almacenadas a 4°C para su

posterior analisis.
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5.4.2 Microencapsulacién por secado por aspersion

Cada suspension bacteriana se centrifugd a 2000 g durante 15 min y el sedimento
celular se resuspendié en 100 mL de solucion estéril de goma arabiga (20%, w / v)
para la encapsulacion. El secado por aspersion se llevé a cabo en el secador
Spray-Lab-GCDL-1 con una temperatura de entrada de 120 °C y una temperatura
de salida de 80°C a un flujo de entrada al aspersor de 5.1 mL/min y una presion de
aire de 2 bares. Las muestras de polvo obtenidas se colocaron en frascos
previamente esterilizados y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su
analisis de viabilidad y funcionalidad (Shima y col., 2006).

SEGUNDA ETAPA. Caracterizacion de las microcapsulas, tamano de
particula, viabilidad y funcionalidad en la vida de anaquel y resistencia a

condiciones gastricas.

5.5 Determinacion del tamafio de particula de microcapsulas

5.5.1 Microcapsulas obtenidas por secado por aspersion

El andlisis de tamafo de particula de las microcapsulas obtenidas por secado por
aspersion se realizé en un analizador de particulas Scirocco MS200 utilizando la
unidad para polvos. La celda se cargd con 1 g de la muestra a analizar y se utilizo
un flujo de aire de 1.5 y una alimentacién de la muestra de 75%. La determinacién
se realizé por triplicado y se utilizé el software Mastersize 2000 para su analisis.

5.5.2 Microcapsulas obtenidas por gelificacion idnica

Se determiné el tamano de particula a través de microscopia Optica (Nova-
9515196), utilizando un portaobjetos y un ocular con reglilla micrométrica; se
calibr6 la reglilla para el objetivo 10X y se hicieron mediciones del diametro de las
microcapsulas por triplicado (Keller y Goldman, 2006)

45
Efecto del tipo de Encapsulacion sobre la Viabilidad de un Simbidtico



5.6 Viabilidad de bacterias encapsuladas

Se determind la viabilidad de las cepas encapsuladas por citometria de flujo a
través del kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, Oregon), el
cual cuenta con los tintes SYTO 9 y yoduro de propidio. De acuerdo con la
metodologia reportada por Pimentel-Gonzéalez y col. (2009) cuando se usa SYTO
9 las células viables se tinen de color verde, esto debido a que penetra la
membrana, tinendo las cadenas de RNA. El yoduro de propidio atraviesa la
membrana de células muertas o danadas (en células viables y sanas es
impermeable) y oxida al SYTO 9, dando una coloracién roja. Para observar esta
coloracién se utiliza luz ultravioleta polarizada con una longitud de onda de 600
nm. Se prepararon soluciones de los tintes SYTO 9 (acido nucleico verde
fluorescente) y yoduro de propidio (acido nucleico rojo fluorescente), disolviendo
cada uno de los colorantes en 2.5 mL de agua destilada. En seguida, se prepar6
una mezcla 1:1 de ambos colorantes, y 225 pL de esta mezcla fueron adicionados
a 225 L de microcapsulas disueltas en una solucién PBS. Después de adicionada
la mezcla de colorantes a la muestra, ésta se dej6 incubar durante quince minutos.
La concentracién final de los fluorocromos fue de 6uM para el SYTO9 y 30uM para

el yoduro de propidio.

5.6.1 Citometria de flujo

Se utilizé un citémetro de flujo FACSCalibur Beckton-Dickinson. La suspension de
microcapsulas tefidas se colocé en la camara de flujo del citbmetro y al pasar por
el haz de laser, se emite una luz fluorescente y dispersa, que es separada de
acuerdo a su longitud de onda. Estas senales luminosas son integradas vy
analizadas por el software Cell Quest v.3.1 emitiendo porcentajes de células
dafladas y no dafadas de acuerdo a los dos fluorocromos empleados.
Posteriormente se procedi6 al analisis con ayuda del programa Flowing Software,
en los graficos dot plot se graficé el log de la fluorescencia verde vs log de la
fluorescencia roja y se procedié a dividir el area de emisién de fluorescencia
respuesta en tres zonas (Figura 4), como lo indica el kit de viabilidad c; R3 a

células danadas o muertas, R2 es la zona de emisién de células vivas y R1 es la
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zona ocupada por células que no fueron discriminadas por el laser, o restos de

material de encapsulacion (Yanez, 2007).

E 180714\/00?
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Figura 4 . Yoduro de propidio presente en bacterias muertas o danadas.

5.7 Funcionalidad de Bacterias

La funcionalidad de bacterias libres y microencapsuladas se evalu6é dando
seguimiento a su capacidad fermentativa a través de la modificaciéon del pH de
caldo MRS a 37°C (Yanez, 2007). Las microcapsulas fueron anadidas en una
dilucion de 10°3. Se determind la cuenta inicial por cuenta en placa en agar MRS y
la cinética de pH se siguid hasta un tiempo de ocho horas.

5.7.1 Resistencia a condiciones acidas

Se inocularon bacterias libres como control y las bacterias encapsuladas en tubos
de caldo MRS a una concentracion de 108 UFC/mL. Posteriormente se ajusté el
pH a 2.0 con &cido clorhidrico 5.0 M; se incubaron en un bafo a 37°C durante dos
horas y se monitorearon cada treinta minutos. Para la liberacién de la bacteria, se
agitoé vigorosamente utilizando un vortex; se realizé cuenta en placa en agar MRS,
incubando las cajas a 37°C por 48 horas en una jarra de anaerobiosis usando
sobres de GasPak (Ding y Shah, 2009).
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5.8Diseno experimental y analisis estadistico

5.8.1 Primera Etapa

Para la primera etapa del estudio, se realizaron analisis de varianza para la
caracterizacion de las dispersiones de los biopolimeros. EI modelo que fue

utilizado, de acuerdo a Montgomery (2006) es:
Yi=pu +ai & (Ecuacion 1).

Dénde:

yi= es la viscosidad al i-ésimo nivel del tipo de sustrato prebidtico.

M= es la media global del modelo.

ai = es el efecto del tipo de sustrato (j= inulina, bagazo de manzana, céscara de tuna)

&= es el error experimental.

5.8.2 Sequnda Etapa

En la segunda etapa de este estudio consistidé en la caracterizacion de las
microcapsulas obtenidas, el modelo que fue utilizado de acuerdo a Montgomery
(2006) se muestra en las ecuaciones utilizadas:

Para el rendimiento de encapsulacion:
Yijk= 4 + ai + Bj + yk + &ijk (Ecuacion 2)

Dénde:

yik= es el rendimiento de la encapsulacion al i-ésimo nivel del tipo de cepa
probidtica, para el j-ésimo nivel del tipo de sustrato prebidtico y el k-ésimo nivel de
tipo de encapsulacion.

M= es la media global del modelo

ai = es el efecto de la bacteria probidtica (i= UAM17, UAM18, UAM21b, UAM22a)

Bi = es el efecto del tipo de probidtico (j= inulina, bagazo de manzana, cascara de tuna)
vk= es el efecto del tipo de encapsulacién (k=secado por aspersién, gelificacion iénica)

tik = es el error experimental.
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Para el tamano de particula
Yij= M + ai + Bj+ &j (Ecuacion 3)

Dénde:

yi = es el tamano de particula al i-ésimo nivel del tipo de cepa y para el j-ésimo
nivel del tipo de encapsulacion.

M= es la media global del modelo

ai = es el efecto de la cepa (i= UAM17, UAM18. UAM21b, UAM22a)

Bi = es el efecto del tipo de sustrato prebidtico (j=inulina, cascara de tuna, bagazo de
manzana)

gij= es el error experimental.
Para determinar la viabilidad del simbidtico:
Yijk= 4 + ai + Bj + yk + &jk (Ecuacion 4)

Donde:

yik= es el porcentaje de sobrevivencia al i-ésimo nivel del tipo de cepa probidtica,
para el j-ésimo nivel del tipo de sustrato prebiotico y el k-ésimo nivel de tipo de
encapsulacion.

M= es la media global del modelo

ai = es el efecto de la bacteria probidtica (i= UAM17, UAM18, UAM21b, UAM22a)

Bi = es el efecto del tipo de probidtico (j= inulina, bagazo de manzana, céscara de tuna)
vk= es el efecto del tipo de encapsulacion (k=secado por aspersién, gelificacion iénica)

gik = es el error experimental.

Para cuantificar la tasa de sobrevivencia se realizé el calculo del porcentaje de

resistencia a condiciones acidas mediante la siguiente ecuacion:
N (Ecuacion 5)

R:No

x 100%
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En donde No es la cuenta total inicial y N la cuenta total al final de las dos horas en
medio acidificado a pH 2.0. Para determinar la resistencia a condiciones gastricas

del simbidtico:
Yik= 4 + ai + Bj + yk + &ijk (Ecuacion 6)

Dénde:

yik= es el porcentaje de resistencia a la acidez al i-ésimo nivel del tipo de sustrato
prebidtico, para el j-ésimo nivel del tipo de encapsulacién y el k-ésimo nivel de
tiempo de almacenamiento.

M= es la media global del modelo

ai = es el efecto del tipo de probidtico (i= inulina, bagazo de manzana, cascara de tuna)

Bi = es el efecto del tipo de encapsulacion (j=secado por aspersién, gelificacién iénica)
vk= es el efecto del tiempo de almacenamiento (k= dia 1, dia 15, dia 30)

gik = es el error experimental.

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 por analisis de varianza y
medias de Duncan. Todos los datos fueron analizados usando el software
estadistico SAS.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMER ETAPA. Formacion y caracterizacion de las dispersiones de

biopolimeros para llevar a cabo la microencapsulacion.

6.1 Caracterizacion de las dispersiones. Viscosidad

La viscosidad es un parametro importante a evaluar para las dispersiones
encapsulantes. En el caso de la gelificacion idnica por emulsion, la viscosidad y la
velocidad de agitacién influyen en el tamano de las microcapsulas, en las que se
permite obtener diametros menores a 1000 um, ademas de contar con los
beneficios de bajo costo y no toxicidad (Rosas- Flores, 2008).

En el secado por aspersion, es importante el control del parametro de viscosidad.
Se utilizan biopolimeros con bajas viscosidades, como la goma arabiga, que
facilitan el flujo de alimentacién, y aseguran que la dispersidon no obstruya el
aspersor en el momento de la encapsulacion de la bacteria y su sustrato (Burgain
y col., 2011).

En la tabla 2 se muestran los resultados de la viscosidad de las dispersiones
utilizando gelificacion idnica. Existe un aumento en la viscosidad de dispersiones
de alginato de sodio al 2% cuando son afnadidas las harinas prebidticas. La
mezcla con mayor viscosidad es cuando se anade la inulina con una viscosidad de
230 cP. Esto es debido a que la inulina tiene la capacidad de ser un espesante
alimenticio, usado incluso en la industria para tal efecto (Wang, 2009). Con las
harinas tanto de cascara de tuna (180.67 cP), como de bagazo de manzana
(179.43 cP), el aumento de viscosidad podria deberse a los carbohidratos solubles
e insolubles contenidos en las dispersiones, que se reportan como 11.01% vy
59.81% para el bagazo de manzana y 30.67% y 33.48% para la cascara de tuna
(Cerda-Tapia, 2014; Diaz-Vela y col., 2013).

Cai y col. (2014) reportaron viscosidades de 21 640 cP en dispersiones de alginato

de sodio con CaCOz como agente para la gelificacion interna; ya que se ha
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observado que esta fuente de Ca?* forma mejores microcapsulas respecto a
estabilidad y funcionalidad. Rosas-Flores y col. (2013) reportaron que a diferentes
velocidades de agitacion en la elaboracién de las capsulas por emulsién, la
viscosidad va disminuyendo, teniendo ellos mejores resultados a 800 rpm donde
encuentran una viscosidad de 21 122 cP. Comparando estos resultados con las
dispersiones usadas para este proyecto, se observa que el aumento de la
viscosidad al utilizar harinas prebioticas se debe al contenido de carbohidratos
solubles e insolubles presentes, los cuales pueden interactuar con el proceso de

encapsulacion.

Tabla 2. Viscosidad de las dispersiones de alginato de sodio para gelificacion
ionica.

Tratamiento Viscosidad n (cP)
Alginato 2% 135.43+19.41 ¢
Alginato 2% + Inulina 1% 230.00+38.41 @
Alginato 2% + Manzana 1%  176.43+24.55 ¢
Alginato 2% + Tuna 1% 180.67+25.63 P

a.b.e.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el material

En la Tabla 3 se muestran la viscosidad aparente de las dispersiones utilizando
secado por aspersion. En el caso de las dispersiones de goma arabiga usadas
para el secado por aspersion, se observd una mayor viscosidad aparente cuando
se utiliza bagazo de manzana (2.56 cP), que cuando se utiliza la harina de cascara
de tuna (1.23 cP). Esto podria deberse a los restos pectinicos contenidos en el
bagazo que aumentan el nivel de viscosidad en la dispersidén (Cerda-Tapia, 2014).

Comparando los dos tipos de biopolimeros utilizados para las encapsulaciones, se
observan viscosidades aparentes menores con la goma arabiga cuando se utilizan
las harinas prebibdticas, respecto a las dispersiones con alginato de sodio. Esto se
debe a la naturaleza quimica de las dispersiones, en donde las uniones en el
alginato de sodio son mas fuertes entre el acido galacturénico y manurénico (Cook
y col., 2012) respecto a los residuos galactosilo, arabinosil, ramnosil y glucuronosil
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que forman parte de la goma arabiga y le dan la propiedad de tener una baja
viscosidad, lo que permite el uso de altas concentraciones de ésta (Islam y col.,
2007).

Tabla 3. Viscosidad aparente de las dispersiones de goma arabiga para secado
por aspersion.

Tratamiento Viscosidad n (cP)
Goma arabiga 20% 1.2740.04 °
Goma arabiga 19%+ Inulina 1% 2.69+0.30¢
Goma arabiga 19% + Manzana 1% 2.56+0.51°¢
Goma arabiga 19% + Tuna 1% 1.23+0.15°2

a.b,c.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para la material.

Cabe mencionar que los dos tipos de encapsulacion utilizados requieren un
proceso térmico para la elaboracion de las dispersiones; se ha observado que
cuando contienen carbohidratos solubles se aumentan propiedades funcionales
como la viscosidad, lo cual es otra posible explicacién del aumento de ésta al ser
anadidas las harinas prebiotticas (FAO, 1999b).

SEGUNDA ETAPA. Caracterizacion de las microcapsulas, tamano de
particula, viabilidad y funcionalidad en la vida de anaquel y resistencia a
condiciones gastricas.

6.2 Rendimiento de Encapsulacion

El rendimiento de encapsulacion es un parametro que permite conocer la
eficiencia con la cual las bacterias probioticas fueron encapsuladas en el proceso
fisicoquimico, mediante una relacién de cuenta en placa antes y después de la

encapsulacion.

En la Tabla 4 se muestran los resultados del rendimiento de encapsulacion
utilizando secado por aspersion y gelificacion ionica. Se observa que existe una
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diferencia significativa en el rendimiento de encapsulacion dependiendo de la cepa
que se utilice, teniendo mejores rendimientos UAM18 (90.91% para manzana y
85.94% para tuna), seguida de UAM22a (90.50% para manzana y 86.14% para
tuna), UAM21b (90.0% para manzana y 85.24% para tuna) y por ultimo UAM17
con el menor rendimiento (88.94% para manzana y 83.78% para tuna). Respecto
al sustrato prebidtico, se encuentran diferencias significativas que muestran un

mayor rendimiento con el bagazo de manzana, respecto al de la cascara de tuna.

Tabla 4. Rendimientos de encapsulacién utilizando secado por aspersion y

gelificacion idnica

Rendimiento de Encapsulacion (%)

Cepa Sustrato _ SRR
Secado aspersion Gelificacion iénica
Inulina 90.30 ¢- A 87.36 ¢.%B
L. plantarum S

Uam17 Tuna 88.02 9:9.A 83.78 d.a.B

am
Manzana 89.48 -5 A 88.94 9B
Inulina 91.79afA 87.92a 1B

E. faecium

Uam18 Tuna 89.59 & 9.4 85.94 2.9.B

am
Manzana 91.122¢&A 90.91 &&B
Inulina 91.00 %A 87.82¢%8B

A. viridans

Uam21b Tuna 88.98 ¢ 9 A 85.24 ¢ 9. B

am
Manzana 90.75¢%&A 90.00 & B
Inulina 91.44 b.LA 88.13 .18

P. pentosaceus

Usiiiig2a Tuna 89.72 b.9.A 86.14 b.a.B
am ]
Manzana 91.190.8A 90.50 b-& B

a.b.c.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para la cepa
&9 Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el sustrato

A B Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tipo de
encapsulacion

Se ha reportado que el bagazo de manzana tiene un porcentaje de carbohidratos
totales de 77.46% de los cuales el 11.10% pertenece a fibra soluble, la cual esta
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compuesta por fructooligosacaridos (Cerda-Tapia, 2014); en el caso de la cascara
de tuna, los valores son de 22.16% de carbohidratos totales y de la cual 30.67%
es fibra soluble (Diaz-Vela y col.,, 2013). Los fructooligosacaridos han sido
utilizados como componentes del material de encapsulacion de algunas bacterias
probidticas. Rajam y Anandharamakrishnan (2015) evaluaron la eficiencia de
encapsulacion por secado por aspersion de una cepa de L. plantarum vy
fructooligosacéaridos. Los resultados mostraron que las microcapsulas con
fructooligosacaridos como componentes de pared, presentaron una eficiencia de
encapsulacion de 70-72%. Los fructooligosacaridos contenidos tanto en el bagazo
de manzana como en la cascara de tuna podrian tener un efecto positivo en la
encapsulacion ya que pueden formar parte del material de pared, y aumentar el
rendimiento del proceso.

Chavarri y col. (2010) reportaron una eficiencia de encapsulacién del 19.5% para
una cepa de Lactobacillus y un rendimiento de 22.2% para una cepa de
Bifidobacterium encapsuladas con quercetina en una mezcla de alginato-
quitosano; ellos observaron bajos rendimientos debido a las interacciones del
probiético con el prebibtico, asi como problemas de encapsulacién al ser la
quercetina, una molécula que necesita un mayor tamano de las microcapsulas.
Rosas-Flores y col. (2013) reportaron una eficiencia del 93.83% cuando es
encapsulada una cepa de Lactobacillus por gelificacion ionica por emulsion
usando alginato de sodio. Cai y col. (2014) reportaron rendimientos de
encapsulacion de 37.9% para una cepa de Lactobacillus, sin embargo mencionan
que su porcentaje es bajo debido a la vulnerabilidad de la cepa al acido aceético
glacial utilizado en la preparacion de las microcapsulas.

El material de encapsulacién utilizado y las harinas prebidticas usadas para los
dos métodos de encapsulacion influyen positivamente en el proceso, ya que se
obtuvieron rendimientos mayores al 80%; los cuales son mayores a los citados
anteriormente. Los dos métodos de encapsulacion presentan altos porcentajes de
rendimiento, el secado por aspersion fue ligeramente superior a la gelificacion

ionica. También se observd que la cepa UAM18 y el bagazo de manzana son
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buena combinacion simbiética al tener el rendimiento mas alto (90.91%). Esto
puede ser debido a una alta capacidad de la cepa de sobrevivencia al proceso
térmico del secado, asi como la interaccidén con el bagazo de manzana que influye
en el proceso de encapsulacion.

6.3 Tamano de Particula

El tamafno de las microcapsulas y su distribucion son propiedades fisicas
importantes que influyen directamente en aspectos sensoriales y de aceptacion

del consumidor cuando estas se usan en formulaciones para alimentos.

Respecto al sustrato prebiodtico, en el secado por aspersion se observaron
diferencias significativas en el tamano de las microcapsulas, con cascara de tuna,
que presentaron un mayor diametro (UAM17 con 25.25 um, UAM18 con 44.36 um,
UAM21b con 27.19 um y UAM22a con 29.00 um) respecto a las formadas con
bagazo de manzana con menor tamano (UAM17 con 12.81 um, UAM18 con 16.59
um, UAM21b con 21.98 um y UAM22a con 21.98 um). Esto podria deberse a la
interaccion con la goma arabiga y los carbohidratos insolubles que propician un
tamano mayor. El secado por aspersion, al tener menos fuentes de variacion,
permite obtener menores tamanos de particula que la gelificacion iénica. En el
caso de ésta ultima, el bagazo de manzana y la inulina no tienen diferencias
significativas en sus tamanos, mientras la cdscara de tuna es la que tiene un
menor tamano. Cabe mencionar que por la técnica utilizada, es probable que
ciertos carbohidratos como los fructooligosacéaridos contenidos en las harinas
prebidticas, pudieran formar parte del material de pared, por lo que los tamanos de

particula son mayores a los del secado por aspersion (tabla 5).

La encapsulacion de harinas prebidticas junto con las bacterias probidticas
aumenta el diametro de las capsulas, a diferencia de cuando solo se encapsula a
la cepa. Un factor importante es el porcentaje de fibra soluble, el cual influye en la
incorporacién de la harina prebidtica dentro de la microcapsula. Chavarri y col.
(2010) reportaron tamanos de particula de 542.71+4.33 um de diametro para una
cepa de Lactobacillus que fue encapsulada junto con quercetina como prebiotico y
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de 523.09+3.9 um de didametro para microcapsulas de  Bifidobacterium vy
quercetina; todas ellas utilizando una mezcla alginato-quitosano como material de
pared. Rosas-Flores y col. (2013) reportaron tamarnios de 100-120 um cuando
utilizan velocidades de agitacion durante la encapsulacion de 400 rpm vy
encontraron que a mayor agitacién, hay un menor tamano de la microcépsula,
pero lo que también implica una menor viabilidad de la bacteria. Cai y col. (2014)
reportaron tamanos de particula de microcapsulas de alginato de sodio y CaCO3
de 223+21 um cuando es encapsulada una cepa de Lactobacillus; también
observaron que el tamafo es menor que cuando se utiliza Ca-EDTA como fuente

de calcio.

Tabla 5. Tamanos de particula de la microcapsulas encapsuladas mediante
secado por aspersion y gelificacion ionica.

Cepa Material Aspersion (um) ‘Gelificacion (um) "
L plant Manzana 12.81+0.56%C  92.31+4.79 8 A
. plantarum . TA N 5.5
UAM17 Tuna 25.25+1.00 69.23+8.31
Inulina 19.70+£0.59 9B 92.31+4.79 @b A
E fei Manzana 16.59+0.312C 89.01+8.30 @A
. faecium
+ a, A + a, B
UAM18 Tuna 44.36+0.21 85.7149.59
Inulina 19.05+0.99 & B 85.71+4.78 @A
A. viridl Manzana 21.98+1.63°C  82.42+4.79 A
. viridans
+ b, A + c, B
UAM21b Tuna 27.19+0.98 82.42+4.79
Inulina 14.66+0.07 2B 75.82+9.54 ¢ A
B Manzana 21.98+1.63¢C  89.23+8.30 A
. pentosaceus N oA - be. B
UAM22a Tuna 29.00+0.65 82.4219.54
Inulina 19.78+0.23 =8B 95.60+4.81 b A

a.b.c.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para la cepa.

e..9 Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el sustrato.

En encapsulaciones por secado por aspersion; algunos autores como Fritzen-
Freire y col. (2012), encapsularon bacterias acido lacticas con inulina; encontrando
que el tamano de particula promedio fue de 17.79 + 6.5 um. En el caso de Rajam
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y Anandharamakrishnan (2015), encapsularon L. plantarum junto con
fructooligosacaridos; ellos reportaron tamanos de particula de 15.44 um cuando
utilizan sélo los fructooligosacaridos como material de pared, 7.34 um cuando lo
usan combinado con suero de proteina y 6.68 um cuando esta combinado con

suero de proteina desnaturalizado.

Comparando los resultados citados con los obtenidos en este proyecto, se
observan diametros muy similares con las distintas formulaciones de simbioticos;
esto debido a que el secado por aspersion al ser una técnica con pocas fuentes de
variacion, permite tener tamanos de particula de algunos pocos micrometros y con
una desviacion estandar menor, respecto a la gelificacion idnica. Es asi como las
microcapsulas exhiben una amplia gama de tamafnos que varian dependiendo del
método de encapsulacién. Esto fue una tendencia esperada, ya que la técnica del
secado permite una mejor homogenizacion del tamano de particula debida al
aspersor del equipo; en cambio el proceso de gelificacién tiene mas variables que
influyen en su tamafo, como la velocidad de agitacion, las velocidades de adicion
de las fases acuosa/oleosa, la regulaciéon de la temperatura del proceso y la
adicién del agente gelificante (Champagne y Fustier, 2007).

6.4. Viabilidad de los simbioticos

Los porcentajes de viabilidad por citometria se encuentran en la tabla 6. El analisis
de varianza muestra que la viabilidad de las bacterias se mantiene a través de los
30 dias de almacenamiento de las microcapsulas. La cepa con mayor porcentaje
es UAM22a, llegando a tener hasta un 89% cuando se combina con harina de
cascara de tuna y usando el secado por aspersion como encapsulacion. Las

cepas UAM17, UAM18 y UAM21b no tienen diferencias significativas entre ellas.
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Tabla 6. Viabilidad de bacterias analizada por Citometria de Flujo

Sobrevivencia (%)

Cepa Material Encapsulado Dia 1 Dia 30
Aspersion  89.39+0.43 b4A.C 87 97+1.04 b.d.D
Manzana = clificacion  82.170.05595.C 78.32+1.95 b.4.0
L. plantarum Inulin Aspersion  73.78+1.05 A C  64.38+0.125PD
UAM17 Gelificacion  84.20+2.08¢8.C 84 05+0.13b.eD
Tuna Aspersion 92.36+1.05b¢-AC 87.73+0.600 ¢ D
Gelificacion  79.58+5.15b.¢.B.C 7697+1.302¢D
Aspersion  87.04+0.52 & 4.A.C  86,09+0.52°b.d.D
Manzana .
Gelificacion  79.63+1.47 ©4.B.C 75 60+0.66 29 D
E. faecium Inulin Aspersion  75.65+1.58 b.&A.C 72 09+0.72 e D
UAM18 Gelificacion 83.83+2.96¢8.C 7791+1.21beD
Tuna Aspersion  93.18+3.16 > A C 90.26+0.24°¢D
Gelificacion  82.47+4.829¢B.C 79 66+0.47 b.¢.D
Aspersion 92.03+2.63 »4AC 90.81+0.980.9.D
Manzana o
Gelificacion  81.03+4.0598.C  78.38+2.040dD
A. viridans Inulina Aspersion  68.96+0.52 & A.C  §5.37+0.56 > & D
UAM21b Gelificacion  77.70+0.58 .&.B.C 75 41+0.80 b D
Tuna - Aspersion  94.10+0.09 > =AC 88.90+0.21 b.&D
Gelificacion  86.37+0.71 b.c.B.C 81.88+0.92b¢D 7
Aspersion 86.13+2.63 24 AC 77.29+0.31 2dD
Manzana .,
Gelificacion  85.95+3.66 248 C 78.34+0.63 24D
P. pentosaceus Inulina Aspersion  89.82+5.33 2&A.C 79 18+1.052¢eD
UAM22a Gelificacion 79.82+4.84 2eB.C 76 51+2.21 aeD
Tuna Aspersion  95.62+1.58 2¢AC 89 64+1.23 a¢.D
Gelificacion  90.53+2.35 2.¢.8.C 88 13+2.752a¢D

‘a.b Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (P>0.05) diferentes

para el tipo de cepa.

¢.d. e Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (P>0.05) diferentes
para material de encapsulado.

A. B Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (P>0.05) diferentes
para el tipo de encapsulado.

C.D Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (P>0.05) diferentes

para tiempo.
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En lo que respecta al sustrato prebiotico utilizado, la cascara de tuna refleja
porcentajes superiores a los obtenidos con bagazo de manzana e incluso con la
inulina que se utiliza como control. Como se ha discutido antes, la harina de
cascara de tuna tiene un mayor porcentaje de carbohidratos solubles respecto al
bagazo de manzana, lo cual se refleja en una cantidad alta de monémeros que

pueden ser mas facilmente metabolizados por las bacterias

En los dos tipos de encapsulacion se muestran valores superiores al 65% de
viabilidad, siendo el secado por aspersion el método con mejores resultados, pues
se alcanza hasta 90%. En el parametro del tiempo, se observa una diferencia
significativa entre los dias 1 y 30 de monitoreo, lo cual tiene sentido, ya que se
esperaba una baja disminucion del porcentaje de viabilidad por las condiciones del

almacenamiento.

Se han utilizado métodos de fluorescencia para determinar la viabilidad de forma
cualitativa. Pérez-Chabela y col. (2013) utilizaron microscopia de fluorescencia
para evaluar viabilidad de cepas probi6ticas adicionadas a un batido carnico
usando el kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight donde observaron un gran numero
de células no danadas (tefidas de verde) para L. plantarum y P. pentosaceus
después de su encapsulacién por aspersion y durante su almacenamiento.
Pimentel y col. (2009) utilizaron el kit de viabilidad L13152 LIVE/DEAD BacLight
para tefir una cepa de L. rhamnosus encapsulada en una doble emulsion con
suero dulce, observando bacterias vivas tefiidas de color verde a través de

microscopia de fluorescencia.

Existen pocos estudios que evallan la viabilidad de bacterias acido lacticas por
citometria de flujo. Generalmente se han planteado como una buena estrategia
para determinar viabilidad de forma rapida frente a las técnicas tradicionales de
microbiologia y suma una ventaja al momento de escalarlo a procesos
industriales. Geng y col. (2014) utilizaron citometria de flujo para evaluar la
viabilidad de bifidobacterias en cuatro productos lacteos; estos se marcaron con
una sonda fluorescente verde 5,6-CFDA (excitacion 518 nm), se cuantificd el
numero de células viables y se compar6 con la cuenta tradicional en placa. El
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método de citometria de flujo permitié una rapida cuantificacion de B. /actis en un
lapso de 2 h en lugar de 72 h en las placas de Petri. Se reportan viabilidades entre
7 y 8 log UFC/mL en los productos lacteos y una correlacion de 0.954 cuando se

comparo con las cuentas en placas.

Raymond y Champagne (2015) utilizaron el kit de viabilidad Live/Dead BacLight
(Molecular Probes Inc., Eugene, Oregén, EE.UU.), en el andlisis de citometria para
determinar la presencia de una cepa de Lactobacillus en una barra de chocolate y
lo compararon con la cuenta en placa tradicional. Ellos observaron que la
citometria de flujo fue mas precisa que las placas tradicionales; también evaluaron
la diferencia entre manejar cultivos frescos y liofilizados para el proceso de
encapsulacion por secado por aspersion. En los cultivos liofilizados, la citometria
de flujo estimé una supervivencia en 66%, mientras que los métodos tradicionales
evaluaron un 37%. En general se observé una pérdida de células viables de
aproximadamente 0.2 log por g, ademas que el chocolate no interfiere en su
recuento por citometria, ya que se determiné un contenido de 107’UFC/ g de
producto.

En este estudio, la cuenta en placa se determin6 en 48 horas, mientras la técnica
de citometria de flujo y preparacibn de la muestra tomdé un tiempo
aproximadamente de 2 horas; por lo que la técnica también parece ser mas eficaz.
Una opcién para verificar y comparar la efectividad de la técnica, seria compararla

con una cuenta en placa tradicional.

6.5 Funcionalidad de los simbioticos

En un primer analisis estadistico, se evalud la relacidon de la funcionalidad de las
cepas a través de la capacidad de acidificaciéon del medio MRS a 37°C, tomando
el pH final después de 8 horas. Se observo que existen diferencias significativas
entre UAM18 al presentar pHs mas bajos respecto a las demas cepas. UAM17 y
UAM22a no presentan diferencias entre si, mientras UAM21b es aquella que
presenta una menor disminucién de pH. La acidificacion del medio es un
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parametro intrinseco de cada cepa que la determina su capacidad de produccion

de acido lactico.

En un segundo analisis estadistico se evalud la cuenta total de la cepa en las
mismas condiciones de fermentacién durante 8 horas. Para esta parte, se
encontraron diferencias significativas entre UAM21b con un mayor crecimiento,
seguido de UAM18 y UAM22a sin diferencias significativas entre si y por ultimo

UAM17 con el menor de los crecimientos.

Posteriormente se analizd cada una de las cepas con sus parametros
correspondientes para ver el efecto del tipo de encapsulado, tipo de sustrato,
tiempo de monitoreo, acidificacion y cuenta final. En las tablas 7, 8, 9 y 10 se
muestran estos resultados para las cepas UAM17, UAM18, UAM21b y UAM22a

respectivamente.

Las cuatro cepas siguen una misma tendencia para el parametro de acidificacion.
No se presentan diferencias entre el tipo de encapsulado; esto quiere decir que las
bacterias acidifican el medio MRS (con pHs que van desde 4.3-4.5) de la misma
forma si provienen de una capsula de alginato de sodio o0 de goma arabiga. Esto
puede explicarse debido a que al romperse la microcapsula, la bacteria va a crecer
y acidificar el medio por igual. Yafez (2007) reporté que cuando las bacterias se
encuentran encapsuladas, el descenso de pH es menor que cuando las células
estan libres. Esto se debe principalmente al tipo de material de encapsulaciéon que
se ocupe; puesto que, dependiendo de su naturaleza, puede permitir o no la
difusion y liberacion de agentes especificos (Shulkin y Stéver, 2002).

Respecto al sustrato prebiético, se observan valores mas bajos de pH cuando se
utiliza el bagazo de manzana, respecto a la cascara de tuna. Y respecto al tiempo,
no se observan diferencias significativas entre el dia 1 y dia 30 de
almacenamiento, lo cual es positivo en este estudio debido a que se puede

determinar que el almacenamiento no afecta su capacidad fermentativa.

Al igual que en el parametro de acidificacién, las cuatro cepas siguen una misma

tendencia para el parametro de cuenta total. El tipo de encapsulacién no produce
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diferencias en el crecimiento de las cepas en el medio MRS, respecto al sustrato
probidtico se observa un crecimiento mayor con cascara de tuna, seguido del
bagazo de manzana. Se observan diferencias significativas en la poblacién
respecto al tiempo de almacenamiento, pues se encuentra una mayor cuenta total
en el dia 1 que en el dia 15. Sin embargo se puede observar que la capacidad de

crecimiento se mantiene durante el almacenamiento.

El crecimiento diauxico es un tipo de cinética descubierta por Monod, en donde un
microorganismo crece exponencialmente debido al consumo de una fuente de
carbono preferida y posteriormente al agotarse esta fuente, el microorganismo
deja de crecer y entra en una fase de retraso. Seguido a esto, el microorganismo
se adapta al medio y comienza un crecimiento mas lento donde empieza a
consumir una segunda fuente de carbono no tan preferida. Este tipo de
crecimiento se llega a dar cuando se tienen varias fuentes de carbono como
sustrato (Chu, 2015) como lo puede llegar a ser la harina de co-productos
agroindustriales. Ademas, se ha observado que en este tipo de sustratos, las
bacterias acido lacticas tienen un crecimiento mas lento en comparacién con
sustratos simples; sin embargo se obtiene una biomasa similar (Gullén y col.,
2008). Esta diferencia se atribuye a las preferencias de las cepas por los
monosacaridos, que por carbohidratos con un mayor grado de polimerizacién
(Gopal y col., 2001).

Otro parametro importante para evaluar el crecimiento de una bacteria en un
sustrato prebidtico es el porcentaje de fibra soluble, ya que nos indica la cantidad
de carbohidratos fermentables por éstas. En el caso de la inulina de Agave, el
98% pertenece a este tipo carbohidratos (fructoologosacaridos) (Rastall, 2010) por
lo que resulta un excelente sustrato prebidtico para las bacterias acido lacticas al
poseer la enzima B- fructofuranosidasa capaz de hidrolizar este tipo de enlaces y
metabolizarlos (Rossi y col., 2005). Es por esta razdn que en este estudio fue
utilizado como control ya que un comportamiento similar de las harinas prebiéticas
es una buena senal de su utilidad como sustrato prebidtico. Cerda-Tapia (2014)

evaluaron la capacidad prebiotica del bagazo de manzana y reportaron
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comportamientos similares a los obtenidos con inulina, por lo que se concluy6 que
el bagazo de manzana se presenta como un buen sustrato prebidtico para las
bacterias acido lacticas; éste presenta carbohidratos del tipo pectinico, los cuales
son solubles en agua, permitiendo la fermentacion de estos por los

microorganismos probioticos (Schneeman, 1987).

Ademas de la pectina, otros constituyentes principales de fibra dietética
encontrados en la manzana son la celulosa y hemicelulosa, de los que se ha
demostrado que son buenos sustratos de fermentacion de las bacterias (Van
Laere y col., 2000). Para el caso de la harina de cascara de tuna, Diaz-Vela y col.
(2013) reportaron un 30.79% de fibra soluble e indicaron que es un buen sustrato
para bacterias acido lacticas, asi mismo reportaron un mayor consumo de
carbohidratos cuando se comparo con glucosa.
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Tabla 7. Parametros de funcionalidad (pH y cuenta total) de L. plantarum UAM17.

pH pH Cuenta final Cuenta final
Encapsulacion Prebioético p ; (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
Din1 Dia 30 Dia 1 Dia 30
, 5.4240.15 5.45+0.03 6.353+0.035 6.464+0.028
|nu||na a,ce a,ce A EF AE G
Gelificacion T 5.46+0.15 5.5440.01 5.379+0.010 5.177+0.029
i6nica una ade ade A,C,F A,C,G
5.56+0.01 5.48+0.03 6.049+0.027 6.283+0.020
Manzana a,c e a,ce ADF A DG
, 5.47+0.05 5.52+0.03 6.414+0.030 6.328+0.021
anIma ace a,c,e A E F A E G
Secado por T 5.4840.06 5.49+0.09 5.419+0.027 5.198+0.011
Aspersién una a,de a, de A C,F A,C, G
5.4840.06 5.47+0.06 6.176+0.006 6.087+0.022
Manzana a,c e a,ce A D F A,D,G

a.b Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para tipo de encapsulado sobre pH.

A B Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el tipo de encapsulado sobre la cuenta final.

¢ d Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebidtico sobre el pH.

C.D.E Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebidtico.

e Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el pH final.

F.G Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes

para la cuenta final.
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Tabla 8. Parametros de funcionalidad (pH y cuenta total) de E. faecium UAM18.

H H Cuenta final Cuenta final
Encapsulacién  Prebidtico DF'.’a ; Di‘; 30  (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
Dia 1 Dia 30
. 5.47+0.06 5.47+0.06 6.266+0.023 6.054+0.049
Inulina ace ab, e AEF AE G
Gelificacion T 5.55+0.01 5.51+0.04 6.442+0.011 5.871+0.019
i6nica una ade ac e A C F A, C, G
5.48+0.06 5.44+0.01 6.109+0.011 5.598+0.001
Manzana ac.e ab,e A D,F A.D,G
Inuli 5.51+0.02 5.51+0.06 6.584+0.016 6.377+0.040
nullna a,c,e ace A EF A E G
Secado por Tuna 5.53+0.01 5.55+0.03 5.332+0.020 5.276+0.011
Aspersién a,.de ade A CF A C,G
5.52+0.05 5.51+0.11 6.407+0.025 6.283+0.020
Manzana a,ce ace A D F A D G

a. b Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para tipo de encapsulado sobre pH.

A B Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el tipo de encapsulado sobre la cuenta final.

¢ d Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebidtico sobre el pH

C.D. B Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebidtico.

e f Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el pH final.

F.G Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes
para la cuenta final.

66
Efecto del tipo de Encapsulacion sobre la Viabilidad de un Simbidtico



Tabla 9. Parametros de funcionalidad (pH y cuenta total) de A. viridans UAM21b.

Cuenta final Cuenta final
i Sustrato pH pH
Encapsulacion e : : (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
prebiotico Dia 1 Dia 30 Dia 1 Dia 30
. 5.48+0.06 5.52+0.01 6.327+0.094 5.841+0.031
Inullna ace a,ce A E F A E G
Gelificacion T 5.50+0.08 5.51+0.08 5.344+0.012 5.175+0.050
i6nica una ade ade AC F A D, G
5.49+0.04 5.53%0.02 6.718+0.022 6.517+0.045
Manzana ace ace A D F A DG
. 5.48+0.02 5.49+0.05 6.869+0.059 6.601+0.019
Inullna ace a,ce A EF A E G
Secado por T 5.50+0.04 5.47+0.06 5.386+0.010 5.072+0.023
Aspersion una a.de ade A G F A.C,G
5.44+0.01 5.48+0.07 6.317+0.037 6.061+0.035
Manzana ace a,ce A D F A DG

a.b Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para tipo de encapsulado sobre pH.

A B Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el tipo de encapsulado sobre la cuenta final.

¢ d Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebidtico sobre el pH.

C.D.E Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebiético.

e Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el pH final.

F.G Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes
para la cuenta final.
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Tabla 10. Parametros de funcionalidad (pH y cuenta total) de P. pentosaceus

UAM22a.
Cuenta final Cuenta final
. Sustrato pH pH
Encapsulacion e p ! (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
prebiodtico Dia 1 Dia 30 Dia 1 Dia 30
. 5.29+0.35 5.49+0.02 6.474+0.062 6.213+0.016
InUIma a,ce ace AEF AE G
Gelificacion T 5.49+0.05 5.48+0.06 5.588+0.034 5.377+0.013
idnica una a,de a,de A EF A E G
M 5.48+0.06 5.52+0.01 6.890+0.023 6.581+0.012
anzana a,ce a,c e A D F AD,G
. 5.50+£0.08 5.4510.06 6.507+0.009 6.142+0.011
Inulina a,ce a, c e AEF AE G
Secado por Tura 5.53+0.02 5.51+0.04 6.298+0.024  6.015+0.020
Aspersién a,de a,de ACF A C,G
5.52+0.04 5.42+0.03 6.562+0.020 6.226+0.028
Manzana ace ace A,D,F A.D,G

a.b Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes

para tipo de encapsulado sobre pH.

A B Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes

para el tipo de encapsulado sobre la cuenta final.

¢ d Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes
para el sustrato prebidtico sobre el pH.

C.D.E Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente (p>0.05) diferentes

para el sustrato prebidtico.

e.f Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes

para el pH final.

F.G Medias con la misma letra en el mismo renglén no son significativamente (p>0.05) diferentes

para la cuenta final.
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6.5.1 Resistencia de los simbidticos a condiciones gastricas

Se evaluo la sobrevivencia de las cepas dentro de las microcapsulas cuando son
sometidas a condiciones gastricas estomacales a un pH de 2.0 en caldo MRS.
Este parametro es importante ya que se evalia en condiciones simuladas la
resistencia de la capsula, ya que se espera llegue al duodeno, donde ejerce su
funcion benéfica. Los resultados de % de resistencia a la acidez obtenidos se
encuentran en las tablas 11, 12, 13y 14.

Cuando la bacteria no se encapsula solo sobrevive un 27.34 % de la cuenta inicial
a las condiciones acidas estomacales, mientras que con la encapsulacion por

secado por aspersion el porcentaje esta por arriba del 78% de la cuenta inicial.

El analisis de varianza nos muestra que existe diferencia significativa entre los
porcentajes de resistencia a la acidez de la cepa. UAM22a es la que tiene la
capacidad de mayor sobrevivencia (78-82%), respecto a UAM18 (76-81%),
UAM21b (69-80%) y UAM17 (56-81%) con la mas baja. A cada una de las cepas
se les realiz6 un analisis de varianza para determinar las diferencias significativas
cuando se usan los diferentes sustratos prebidticos, tipo de encapsulacion y
tiempo de exposicién a condiciones géastricas; dénde se observd que en todos los
casos se sigue la misma tendencia. Respecto al sustrato prebio6tico, cuando se
usa la cascara de tuna, esta presenta mejores porcentajes de sobrevivencia que la
inulina y esta a su vez que al bagazo de manzana. El tiempo de exposicion a las
condiciones acidas presenta una tendencia inversamente proporcional, lo cual se
esperaba ya que a mayor tiempo, el porcentaje de resistencia de las bacterias

encapsuladas es menor.

En cuanto al método de encapsulacién, el secado por aspersion presenta
diferencias significativas mayores de resistencia que cuando se usa la

encapsulacion con gelificacion idnica.
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Tabla 11. Resistencia a condiciones acidas de L. plantarum UAM17.

Tiempo (min)

Encapsulacion Sustrato 30 60 90 120

Sin encapsular - 59.344eA 4960%&B 3959deC 2535deD
Inulina  90.86>fA 89.31>%8 gp26bfC 7580bF0

Gelificacion idnica Tuna 95.80 %A 9225afB gg32afC g1p9afD

Manzana 81.53%%A 7843¢fB 7374c%fC 56610

Inulina  89.45>¢A 8499be8 7143beC g9 2000

Secado por aspersién  Tuna  92.25*%A 8632*%8 gpg87*%C 776420

Manzana 91.87%%% 91.17%®8 86.82%%C 79.65¢%®P

a.b.¢.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para sustrato.

e f. 9 Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tipo de

encapsulacion

A B C. D Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tiempo de

almacenamiento.

Tabla 12. Resistencia a condiciones acidas de E. faecium UAM18.

Tiempo (min)

E lacid Sustrat
ncapsulacion ustrato 30 60 90 120

Sin encapsular - 62.5948A 51784988 435448C 2756480
Inulina 97.08bfA 91840b%B ggg1bfic 8082070

Gelificacién ionica ~ Tuna  91.29>%A 88.802%® 84.522fC 7754270

Manzana 91.85%%A 8880<f® g8599chC 79ggcfD

Inulina 95.152%A 904958 gg38beC 797000l
Secado por aspersion  Tuna 92.16 >~ 89,1728 7g895&eC 78 13eD

Manzana 27.56%&P° 90.00~%8% 85.92%&C¢ 7801¢%%P

a.b.c.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para sustrato.

e. f. 9 Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tipo de

encapsulacion

A B, C, D Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tiempo de

almacenamiento.
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Tabla 13. Resistencia a condiciones acidas de A. viridans UAM21Db.

Tiempo (min)

Encapsulacion Sustrato 30 60 90 120
Sin encapsular - 61.6198A 50.70%&B 42.94%eC 2652480
Inulina  93.30%>%A~ 90.78>%8 g86.66>"C 78.64b 0D
Gelificacidn idnica Tuna 94.84>%A 92388 g8gg95afC 727030
Manzana 80.98¢f%# 7952¢f8 7537¢%fC ggggefD
Inulina 93.17beA 90.37b8 g8593beC 77099beD
Secado por aspersién  Tuna  93.01*%* 90.47*%8 85432&C 79(092¢ePD
Manzana 91.93“®* 90.73%®8 8596%%¢ 80.58¢%%P

a,b,c.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para sustrato.

e . 9 Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tipo de

encapsulacion

A B C. D Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tiempo de

almacenamiento.

Tabla 14. Resistencia a condiciones acidas de P. pentosaceus UAM22a.

Tiempo (min)

Encapsulacion Sustrato 30 60 90 120
Sin encapsular - 62.18%&A 5133488 43434eC 2734deD
Inulina  79.96>=P 8968°bf8 8583bFfC 7844Pb%0
Gelificacion iénica Tuna 92307~ 90.12*"8 g85292fC 782230
Manzana 91.89¢%A 88.45¢f8 g562¢C 78660
Inulina 94.08%%A gp.21beB gge8beC 79960 eD
Secado por aspersion  Tuna 92.462%A 89878 g85gqael 7g37aebD
Manzana 92.70“®%A 90.57%%% 86.81%%¢ 82.64%%PD

a.b.c.d Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para sustrato.

e f. 9 Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tipo de

encapsulacion

A B C.D Medias con la misma letra no son significativamente (p>0.05) diferentes para el tiempo de

almacenamiento.
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Empleando la encapsulacion por gelificacién i6nica, Ding & Shah (2009)
reportaron viabilidad de bacterias encapsuladas desde 7.37 hasta 6.16 Log
UFC/mL cuando estas son sometidas a condiciones acidas (pH=2.0) durante 2h.
En 2010, Chavarri y col. encontraron sobrevivencias de 6.95 y 6.78 log UFC/mL
para L. gasseri y B. bifidobacterium encapsuladas con una mezcla de alginato-
quitosano después de ser sometidas condiciones gastricas (9 g/L de NaCl, 3 g/L
de pepsina y pH de 2.0) durante dos horas. Por su parte, Cai y col. (2014)
reportaron una resistencia a condiciones acidas del 22.2% de la cuenta inicial de
bacterias encapsuladas cuando son sometidas durante 2 horas a condiciones
gastricas (0.2% de NaCl y 0.32% de pepsina a pH 2.0). En lo que a gelificacion
respecta, se observan valores menores si se compara con el secado por aspersion
como técnica de encapsulacion.

En 2015, Rajam y Anandharamakrishnan evaluaron la resistencia a condiciones
acidas (Medio MRS ajustado a pH 2.0) de una cepa de L. plantarum encapsulada
con FOS, suero de proteina y suero de proteina desnaturalizado como material de
pared usando la tecnologia del secado por aspersién; ellos observaron que el
grado de proteccion de las células encapsuladas depende del tipo de la matriz que
proporciona la pared. Cuando se usaron Unicamente FOS, hubo una alta pérdida
de viabilidad cuando las bacterias se expusieron al medio acido gastrico simulado;
cuando se combind con suero de proteina y suero de proteina desnaturalizado, se
observé una ligera reduccion de la viabilidad celular relativa después de 1 h de
incubacién en medio gastrico, después de lo cual hubo una viabilidad estable. Esto
puede ser debido a la formacién de una capa protectora en la superficie de las
particulas de proteinas de suero; por lo que se determiné que la combinacién de
estos componentes como material de encapsulaciéon proporcionan una mejor
proteccion a L. plantarum en las condiciones gastricas simuladas.

Un factor que influye positivamente a la resistencia a las condiciones gastricas,
ademas del material de encapsulacion, es la introduccion de la harina prebidtica,
ya que se observa que aumenta el porcentaje de resistencia, siendo mejor

sustrato la cascara de tuna, respecto al bagazo de manzana. La mejor
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combinacion de simbiodtico que tuvo un mayor porcentaje de sobrevivencia fue la
cepa UAM22a junto con harina de cascara de tuna y secado por aspersion como

método de encapsulacion.
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo de un producto con potencial simbidtico encapsulado a partir de
bacterias acido lacticas termotolerantes probioticas y harinas prebibticas de co-
productos agroindustriales resulta de gran interés en la industria alimentaria
debido a la amplia gama de opciones para su aplicacién en diversos productos.

En este estudio se desarrollaron formulaciones de simbidticos encapsulados por
dos vias: gelificacion iénica y secado por aspersion, los cuales fueron métodos
efectivos que permitieron mantener la viabilidad y funcionalidad del simbidtico a
través de la vida de anaquel de 30 dias, asi como de conferirle resistencia a

condiciones acidas gastricas.

El método de encapsulacion con mejores resultados dentro de los parametros
evaluados fue el secado por aspersion al ser una técnica mejor estandarizada; la
cepa UAM18 con mejores datos de sobrevivencia y la harina de cascara de tuna
en los parametros de prebiotico respecto a viabilidad, resistencia a condiciones

gastricas y un menor tamano de particula del simbiodtico encapsulado.

Por las razones anteriores, se concluye que la microencapsulacion es una
tecnologia eficaz que puede ser utilizada para asegurar el funcionamiento 6ptimo
de un simbidtico y que puede ser aplicada no s6lo en matrices lacteas como se ha
introducido inicialmente en el mercado, sino en productos que requieran llevar un
proceso térmico sin que el simbidtico se deteriore y conserve su funcion desde el

almacenamiento hasta llegar al consumidor.
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