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.  INTRODUCCION:

Los recientes estilos de vida son los principales responsables de las enfermedades del
ser humano, pues estos han llevado a los individuos a adoptar costumbres sedentarias,
a aumentar el consumo de carbohidratos, grasas y alimentos escasos en fibra (Sanz,
2006).

El desarrollo de productos con varias ventajas nutricionales constituye una
oportunidad real de contribuir al mejoramiento de la dieta, afectando positivamente la
salud y el bienestar del individuo; de los nuevos productos se destacan aquellos que
han sido modificados o les han sido incorporados nuevos elementos para ofrecer
beneficios superiores a los ofrecidos por los alimentos tradicionales (Lee et al., 1995),
tales como los alimentos probidticos, los cuales han sido formulados implementado la
adicién de microorganismos especificos capaces de generar un efecto benéfico.

En este respecto, algunos microorganismos no soélo contribuyen al desarrollo de las
caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y reolégicas de los alimentos, sino que
generan beneficios a la salud del consumidor, es por ello que la industria de los
alimentos ha enfocado algunas investigaciones a la incorporacién de estos
microorganismos en los alimentos. Estos microorganismos son los denominados
Probidticos, los cuales son “microorganismos vivos que, al ser ingeridos en cantidades
adecuadas, confieren beneficios a la salud del anfitrion” (FAO, 2002). Dentro de los
beneficios atribuidos a los probidticos se incluyen funciones protectoras del sistema
digestivo, modulacién del sistema inmunolégico, reduccion de los niveles de colesterol
y presion sanguinea, mejora a la intolerancia a la lactosa, actividad anticarcinogénica
(Penna, 1998).

Para que un microorganismos sea considerado probidtico tienen que cumplir
determinados requisitos, por ejemplo, no ser patdgenos ni generar metabolitos
toxigénicos, tener propiedades tecnoldgicas, ser estables frente a las secreciones
tracto gastrointestinales, ser capaces de adherirse a la células epiteliales del tracto
digestivo y colonizar, y tener capacidad de influenciar positivamente la actividad
metabodlica local (FAOQ, 2001).

Diferentes alimentos han sido evaluados como vehiculos para la incorporacién de los
probidticos, tales como productos lacteos, carnicos y vegetales, entre otros; siendo las
leches fermentadas las mas estudiadas hasta el momento. Sin embargo, el problema
qgue se presenta a la hora de incorporar probidticos a cualquier formulacidn, es la
susceptibilidad de los microorganismos a los procesos tecnoldgicos y a diferentes
condiciones ambientales como el pH, el oxigeno o la temperatura. Por todo esto, es
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importante establecer alternativas que permitan a los microorganismos ser
introducidos protegidos con una barrera fisica que evite su exposicién a las
condiciones adversas del entorno antes mencionadas (Gallardo et al., 2009).

Para ello, se han explorado las técnicas de microencapsulacidn, que consisten en el
recubrimiento de pequefias cantidades de un determinado compuesto mediante un
material protector que es generalmente de naturaleza polimérica. Debido a su gran
versatilidad, la familia de los polimeros es la mas utilizada en la microencapsulacién de
sustancias. Dentro de ella estan los polimeros naturales, los semi sintéticos y los
sintéticos. Los polimeros naturales principalmente son de naturaleza polisacaridica, de
origen animal y vegetal; se destacan el alginato, la dextrana, la goma ardbiga y el
Quitosano (Villena et al., 2009).

El alginato ha sido uno de los polimeros mas empleado en la microencapsulacion, este
forma una matriz altamente versatil, biocompatible y no téxica. Estas ventajas del
alginato y las recientes tendencias tecnolégicas se han fusionado en la técnica de
microencapsulacion, resultando en un producto final que permite proteger a los
compuestos encapsulados de factores adversos como el calor y la humedad mejorando
asi su estabilidad y biodisponibilidad (Parra Huertas, 2010).

Investigaciones han evidenciado que microcdpsulas de alginato con quitosano mejora
la estabilidad de las perlas de alginato, y por lo tanto mejora la viabilidad de los
microorganismos probidticos encapsulados (Krasekoopt et al., 2004).

La tecnologia de encapsulacidn de probidticos presenta dos problemas, uno es el
tamafio de las microcdpsulas, y el segundo es que las bacterias tienen que permanecer
viables. Estos dos aspectos son cruciales en la seleccidon del material de encapsulaciodn,
ademadas de que hace necesario la caracterizaciéon de las microcdpsulas obtenidas en
términos de tamarfio de particula, tipo de capsula formada, eficiencia de encapsulacién
y la liberacién bacteriana (Burgain et al., 2011).

Por lo anterior, el objetivo principal de este estudio fue determinar la eficiencia de
microencapsulacion de probidticos mediante la evaluacién de algunos parametros de
calidad de microcapsulas elaboradas con alginato de sodio y como revestimiento
guitosano. Este procedimiento, deberd producirse bajo condiciones que aseguren un
alto nivel de supervivencia de las bacterias después del tratamiento. Y que a su vez,
permita alcanzar tamafios de particulas convenientes; atreves del método de emulsién
con ultrahomogenizacion.



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1750-3841.2008.01030.x/full#b20
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Il.  JUSTIFICACION

La incorporacion de microorganismos probiéticos en la elaboraciéon de alimentos
funcionales, presenta el reto de superar la susceptibilidad de los microorganismos a los
diferentes condiciones ambientales presentes durante los procesos tecnolégicos. Por
esta razén, constantemente se buscan alternativas para proteger a los
microorganismos probidticos y aumentar su viabilidad y estabilidad sin restar las
propiedades sensoriales del producto final. Siendo las técnicas de microencapsulacién
una alternativa interesante y de constante exploracién. Sin embargo las técnicas y
materiales empleados deben seleccionarse de forma apropiada dependiendo del
microorganismo probidtico, las caracteristicas del producto y el punto final de
liberacion de la bacteria. Por lo tanto, el objetivo del presente proyecto fue
determinar la eficiencia de microencapsulacion de probidticos mediante la apropiada
seleccion de materiales y métodos de microencapsulaciéon, mismo que se lleva a cabo
de forma paralela y complementaria a un estudio alterno como parte de un macro
proyecto.
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.  OBIJETIVOS

I11.1 GENERALES

Determinar la eficiencia de microencapsulacidon de probidticos mediante la evaluacion
de algunos parametros de calidad.

111.2 ESPECIFICOS

- Evaluar in vitro la supervivencia y capacidad de crecimiento de las bacterias
probidticas.

- Elaborar microcapsulas con el método de emulsién con ultrahomogenizacion como
revestimiento para microencapsular las bacterias probidticas.

-Caracterizar las propiedades micro-geométricas de las capsulas obtenidas vy
determinar la eficiencia de microencapsulacidon de probiéticos mediante la evaluacién
de algunos pardametros de calidad (forma, tamafio, integridad, uniformidad,
autoagregacion, hidrofobicidad y dispersabilidad).
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IV. CARACTERIZACION DEL AREA
“CENTRO DE INVESTIGACION EN ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.”

CIAD se cred por decreto presidencial publicado en el Diario Oficial de la Federacion el
martes 22 de septiembre de 1981 y se constituyd como una empresa de participacion
estatal mayoritaria mediante acta constitutiva de fecha 16 de marzo de 1982. El 31 de
marzo del afio 2000 la Asamblea de Asociados autorizd la constitucion del CIAD como
Centro Publico de Investigacidon con nuevos estatutos, al amparo de la Ley, para la
Promocién de la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica. La vitalidad del CIAD se
fundamenta en el reconocimiento de su razén de ser y se establece en el sentido de
una organizacién que busca ampliar la frontera del conocimiento, asi como contribuir a
elevar el bienestar social a través de propuestas para abatir los problemas de
marginacion, desnutricién y deformacién en la estructura competitiva en el sistema
alimentario mexicano, a proporcionar los conocimientos y la tecnologia adecuada para
a) mejorar las condiciones de los alimentos y la alimentacién en todas sus etapas, b)
seleccionar aquellos proyectos que tengan una mayor relacién beneficio: costo,
particularmente para los grupos marginados y c) contribuir al aseguramiento de la
calidad y la seguridad alimentaria.

MISION

Ser un centro de reflexién critica que genera conocimiento, innova, transfiere
tecnologia y forma recursos humanos especializados en alimentos, nutricion, salud
publica, desarrollo regional y recursos naturales, vinculado con la sociedad.

VISION

Ser una institucion de liderazgo internacional con equilibrio entre sus actividades de
investigacion, vinculacién y docencia, que desarrolle lineas emergentes afines vy
proyectos transdisciplinarios que impacten el bienestar social; que promueva en sus
empleados la superacién, sentido de permanencia, apertura y compromiso.

OBIJETIVOS

e Contribuir a la generacién y difusidon del conocimiento cientifico y tecnoldgico,
a través de proyectos de investigacion en alimentos, nutricién y desarrollo.

e Formar recurso humano especializado en las competencias regionales a través
de Programas académicos de Iniciacion Cientifica y Posgrado con registro en el
PNPC del Conacyt.

e Apoyar a los sectores publico, social y privado mediante la gestién y desarrollo
de proyectos, procesos, productos, servicios y asesorias orientadas a la
produccién, manejo y comercializacion de alimentos.
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e Impulsa la innovacién y competitividad a través de alianzas Cientifico-
Empresariales estratégicas.

COORDINACION DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Desde su inicio, el desarrollo de las areas y lineas de investigacién de la DTAOA ha
estado en funcion del interés institucional de constituirse en un centro de excelencia
en investigacion y docencia, del interés cientifico de los investigadores que la
conforman y del afdn de constituir al CIAD en una institucion con capacidad de
respuesta a los requerimientos del sector productivo regional, para desarrollar y
consolidar sus procesos productivos y elevar su nivel de competitividad.

e Bioquimica posmortem y calidad

e Recuperacién de compuestos bioactivos y utilizacién de subproductos
e Procesos Tecnoldgicos e Ingenieriles

e Composicidn y autenticidad

e Quimica del sabor.

e Fisiologia de invertebrados marinos

e Genes e inmunidad de camardn

e Biologia molecular de organismos acuaticos

Objetivos

Desarrollar investigacién basica, aplicada o dirigida y desarrollo tecnoldgico de alta
calidad en sus areas y lineas de competencia. Formacion de recursos humanos de alto
nivel a través de la participacion en el programa de posgrado institucional. Brindar
apoyo al sector productivo y de servicios en el desarrollo, consolidacién y aumento del
nivel de competitividad de sus procesos productivos, a través de proyectos conjuntos,
asistencia técnica y prestacion de servicios.

Nombre de la Institucion:

Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.), Director
General: Pablo Wong Gonzalez. Direccidn: Carretera a la Victoria Km. 0.6, Hermosillo,
Sonora. C.P. 83304 Apdo. Postal: 1735 Teléfono y Fax: (52) - 6622- 800146; (52) -
6622- 80 00 10 (52) - 6622- 89 24 0 Fax: (52) - 6622- 80 01 46.

~ 10 ~
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V. PROBLEMATICA A RESOLVER

En la industria de los alimentos, las bacterias acido lacticas empleadas como cultivos
probidticos para la elaboracién de productos lacteos se encuentran expuestos a la
presencia de antibidticos en la leche debido a su uso en el tratamiento de las
enfermedades del ganado lechero, a factores quimicos y/o fisicos debidos a la
composicion del alimento en si y a las condiciones de manipulacién y almacenamiento
en las que se encuentran. Todos estos elementos afectan la viabilidad de los
microorganismos, y por lo tanto comprometen la funcionalidad que se espera de ellos.
Por lo tanto, es importante establecer estrategias que permitan sobre pasar esta
problematica y permita garantizar viabilidad, estabilidad y liberacién de estas bacterias
en el punto adecuado donde llevaran a cabo su efecto benéfico.

VI.  ALCANCES Y LIMITACIONES
ALCANSES

Se reactivaron 11 bacterias probiéticas del Laboratorio de Quimica y biotecnologia de
Productos Lacteos del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD),
Unidad Hermosillo, Sonora.

Para conservar las 11 bacterias probidticas se colocaron en glicerol al 80%, en
congelacion a (-20°C) para tenerlas en reserva para investigaciones posteriores.

Se evaluo el crecimiento y la resistencia a diferentes pH de las bacterias probidticas.

Se realizaron pruebas preliminares de la microencapsulacién con alginato de sodio y
como revestimiento Quitosano por el método de emulsién con ultra homogenizacion.

Se observaron las estructuras y tamafios de las microcdpsulas en el microscopio.

LIMITACIONES

Debido a los tiempos extensos requeridos para la estandarizacién de los inéculos y la
obtencién de los cultivos apropiados de trabajo, asi como de la caracterizacién de los
mismo bajo diferentes condiciones solo se logré realizar pruebas preliminares de las
microcapsulas por lo que quedd pendiente la caracterizacidon de las microcapsulas y
evaluacion de los parametros de calidad de las microcapsulas con las bacterias
incorporadas.

~11 ~
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VIl. FUNDAMENTO TEORICO
VIl.1 PROBIOTICOS

El termino probidticos, es de origen griego y significa “en pro de la vida”. Este concepto
nacié a partir de las observaciones del ruso Elie Metchnikoff, (ganador del premio
Nobel en 1907 por sus trabajos en el Instituto Pasteur), quien sugirié que es posible
modificar la flora de nuestro organismo con el fin de remplazar microorganismos
patégenos con microorganismos benéficos. En 1965 Lilly y Stillwell, dieron el nombre
de probidticos a los factores promotores del crecimiento producidos por
microorganismos. Parker en 1974 utilizo este término para organismos y substancias
con efectos benéficos en animales a través de la microflora intestinal. Sin embargo, no
fue hasta 1989, cuando la palabra probidticos fue popularizada por Fuller quien
describié a los probidticos como: “aquellos microorganismos vivos, principalmente
bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la dieta y que
benéfician al huésped mejorando el balance microbiano de su flora intestinal”
2005).

(Leahy,

Los probidticos son microbios vivos que pueden agregarse a la férmula de muchos
diferentes tipos de productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos
dietéticos. Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterias son las usadas mas
frecuentemente como probidticos, pero la levadura Saccharomyces cerevisiae vy
algunas especies de E. coli y Bacillus también son utilizadas como probidticos.

Las bacterias acido lacticas, entre las que se incluye la especie Lactobacillus que ha
sido utilizada para la conservacion de alimentos por fermentacidon durante miles de
afos, pueden tener una doble funcién, actuando como agentes para la fermentacién
de alimentos y ademas potencialmente confiriendo beneficios a la salud.

La fermentacién de alimentos ofrece perfiles de sabor caracteristicos y reduce el pH, lo
gue impide la contaminaciéon con posibles patégenos. La fermentacién se aplica en
todo el mundo para la preservacion de una serie de productos agricolas sin procesar
(cereales, raices, tubérculos, frutas y hortalizas, leche, carne, pescado, etc.).

Un probidtico se define como "un suplemento alimenticio microbiano vivo que
beneficia al animal huésped mediante el mejoramiento de su equilibrio microbiano
intestinal". Los probidticos se pueden usar para modular las bacterias del intestino. Las
preparaciones comerciales de probidticos pueden ser de cepa Unica o multiple y
también como una mezcla de varias especies (multiespecies) de bacterias. (Yegani,
2010).

~12 ~
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VII.1.2 IMPORTANCIA DE LOS PROBIOTICOS

El papel mas importante de las bacterias probidticas es actuar en resistencia en contra
de la colonizacién de agentes exdgenos, patdgenos potenciales. Bifidobacterium y
Lactobacillus son bacterias Gram positivas productoras de acido lactico, constituyentes
de una gran parte de la micro flora intestinal en animales. Por un microorganismos
patégeno en accién actla un probidtico, si este no es téxico o causa enfermedad el
probidtico debe ser capaz de resistir los acidos y la bilis, asi como el proceso de
digestion del estomago del animal, el individuo que es capaz de establecerse y
colonizar los intestinos; es cuando el probidtico establece la habilidad de inhibir el
crecimiento de los patdgenos. (Milian, 2005)

Los probidticos son capaces de prevenir la proliferacion de enfermedades causadas
por patégenos como lo son la Escherichia coli y Salmonella. Esto puede ocurrir de dos
formas: Primero incrementando la resistencia a infecciones y enfermedades
infecciosas por un antagonismo directo o por estimulaciéon de la inmunidad
(incremento de la actividad fagocitica y elevada secrecién de Inmunoglobulina A (IgA).
(Milian,2005)

Los probidticos estdn propuestos para el uso en animales y establecer la salud de la
microflora de los intestinos y prevenir el establecimiento de bacterias patdgenas, para
restablecer la microflora benéfica agotada por antibidticos y prevenir la reinfecciéon
por patégenos y reducir los efectos del estrés (Salvador y Cruz, 2009).

Milian (2005), plantea que son muchas las bacterias y levaduras que se pueden usar
de forma beneficiosa para mantener una flora digestiva sana y en equilibrio. Los
microorganismos mas usados son Lactobacillus sp., Sreptococcus faeccium, Bacillus
subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B. stearothermophyllus y Saccharomyces cerevisiae.
Los Lactobacillus crecen rdpidamente en el intestino son quizas los mas conocidos, se
trata de bacterias que pueden transformar la lactosa en acido lactico. Este aumento de
acido lactico disminuye el pH intestinal a unos niveles tan bajos asi como disminuye la
supervivencia de microorganismos como E. coli, Salmonellas entre otros. El acido
lactico que producen las bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacterium ayudan a
controlar las bacterias patdgenas como Salmonellas, E. coli, enteritis, al establecer un
pH bajo (Botero, 2008).

Los probidticos producen acido lactico y acido acético los cuales crean una alteracién
del pH que funcionan como un antiséptico del sistema digestivo y al mismo tiempo
minimiza la proliferacidon de microorganismos patdgenos, al competir por nutrientes y
alojamiento en las paredes intestinales (Lastras, 2009).
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VI1.1.3 CRITERIOS DE SELECCION PARA UN PROBIOTICO
Segln Nava (2008) un probidtico debe reunir las siguientes caracteristicas:

e Laseguridad biolégica, no deben causar infecciones de drganos o de sistemas.

e La capacidad de ser toleradas por el sistema inmunitario del organismo
huésped, por lo tanto, deben ser preferiblemente de proveniencia intestinal.

e La capacidad de resistir la accién de los dcidos gastricos y de las sales biliares
para llegar vivas en grandes cantidades al intestino.

e La capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal y de colonizar
el segmento gastrointestinal.

e Lasinergia con la microflora endégena normal del intestino.

e El efecto barrera, este término define la capacidad de producir sustancias que
tengan una accidn troéfica sobre el epitelio de la mucosa intestinal.

e La capacidad de potenciar las defensas inmunitarias del huésped.

VII.1.4 PROBLEMATICA DE LA VIABILIDAD DE LOS PROBIOTICOS

El problema que se presenta a la hora de incorporar probidticos a cualquier
formulacidn, es la susceptibilidad de los microorganismos a los procesos tecnoldgicos y
a diferentes condiciones ambientales como el pH, el oxigeno o la temperatura.

Por todo esto, es necesario que los microorganismos se introduzcan protegidos por
una barrera fisica que evite su exposicién a las condiciones adversas del entorno. Para
ello, recurrimos a las técnicas de microencapsulacién. (Villena, 2009)

VII.2 MICROENCAPSULACION

Una alternativa para mantener la viabilidad de los probidticos durante el
almacenamiento o procesos tecnoldgicos, es la inmovilizacidén de las bacterias en una
matriz protectora o también llamada microencapsulacion. La microencapsulacién es un
proceso en que las células se retienen dentro de una matriz o membrana, donde una
microcapsula consiste en una membrana semipermeable, esférica, ligera, y fuerte que
rodea un centro sélido/liquido, con un didmetro que varia entre micras a milimetros.
Para su elaboracion con estas tecnologias se emplean algunos biopolimeros de calidad
alimenticia como el alginato, el quitosano, la carboximetilcelulosa, carragenina,
grenetina y pectina principalmente (Krasaekoopt y col, 2003).

La microencapsulacion es el proceso en el que los microorganismos son introducidos
en una matriz o sistema de pared, con el objetivo de impedir su pérdida y protegerlos
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de la reaccién con otros compuestos presentes en el alimento. Las técnicas de
encapsulacion aplicadas a probidticos para uso en productos lacteos o en la
produccién de biomasa, se pueden clasificar en dos grupos dependiendo del método
utilizado para formar las perlas. La microencapsulaciéon protege a los materiales
encapsulados de factores como el calor y la humedad, permitiendo mantener su
estabilidad y viabilidad, también se ha utilizado para mejorar el sabor y la estabilidad
de medicamentos y como barrera contra malos olores y sabores. Ayuda, ademas, a
que los materiales fragiles resistan las condiciones de procesamiento y empacado
mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y apariencia. En el caso de
farmacos cuya liberacion se lleve a cabo en el estomago o en el intestino, permite
una maxima absorcién de los compuestos con un minimo de reacciones adversas.
Ademas la microencapsulacion protege a los probiéticos de los bacteridfagos y de los
ambientes adversos, como la congelacidon y las soluciones gastricas, y facilita la
manufacturacién de productos fermentados, ya que, proporciona unas condiciones
mas constantes. La seleccion del método de encapsulacién estara en funcién del
tamafio medio de la particula requerida, de las propiedades fisicas del agente
encapsulante, de la sustancia a encapsular, de las aplicaciones del material
encapsulado propuesto, del mecanismo de liberacién deseado y del coste. (Villeja, et al
:2009)

VII.2.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS MICROCAPSULAS

El tamafio medio de las microcapsulas es un factor importante para su estabilidad y su
capacidad para proteger al probidtico. Las microcapsulas mds pequeinas, con
diametros entre 40 y 80 um, se han demostrado ineficaces a la hora de proteger a las
bacterias probidticas en medio acido; mientras que las de mayor tamafio (1-3 mm) le
confieren una mejor proteccién. Por otra parte, las microcdpsulas de mayor tamafio
son demasiado grandes para afadirlas al alimento sin que se vea afectada la textura de
éste, y presentan una peor capacidad para dispersar el contenido, mientras que las
mas pequefias contienen menor cantidad de probidtico (Annan, et al; 2011).
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VII.2.2 TECNICAS DE MICROENCAPSULACION
VII.2.3 TECNICA DE EXTRUSION O GOTEO DE SOLUCION DE MICROORGANISMOS

Es la técnica mas antigua y comun para elaborar cdpsulas a base de hidrocoloides. Esta
consiste en preparar una solucién hidrocoloidal, adicionar los microorganismos a esta 'y
hacerla pasar por una aguja de jeringa (a nivel laboratorio) o tubos de extrusion (para
planta piloto), para formar gotas, estas se dejaran caer en caida libre a una solucién
endurecedora (como el cloruro de calcio).cominmente se utilizan mezclas de alginato
de sodio con un exceso de iones Ca++, lo que conlleva a la gelificacién total del
alginato, produciéndose capsulas completamente geladas con didmetros entre 1-4 mm
y de textura rigida, lo que genera cierto grado de rechazo por parte de los
consumidores .El tamafio y la forma de la perla dependen del didmetro de la boquilla'y
la distancia de adiciéon. Este método es el mas popular debido a su facilidad,
simplicidad, bajo costo y condiciones discretas de formulacién. EI material de soporte
usado para la extrusiéon es el alginato de sodio que es un heteropolisacdrido de acido
D-mannurdnico y L-gulurdnico extraido de varias especies de algas (Draget, 2000). Las
propiedades funcionales del alginato de sodio estan fuertemente relacionadas con la
composicion y secuencia de acido L-gulurdnico y D-mannurdnico. Cationes divalentes
como el Ca™ se unen preferencialmente por el polimero de acido L-gulurdnico. La
longitud del polimero de dacido D-mannurénico es su mayor rasgo estructural y
contribuye a la formacidn de un gel (Krasaekoopt et al., 2004).

Para formar las cdpsulas, las células se mezclan en una dispersion con alginato de
sodio, y la mezcla se gotea en una disolucién endurecedora de cationes divalentes
(normalmente en forma de cloruro de calcio (CaCly). Las gotas forman las esferas de
gel instantaneamente, entrampando las células en una red tridimensional de alginato
de calcio unido iénicamente. Las concentraciones de alginato de sodio para formar el
gel varian; Jankowski et al., (1997) usaron una concentracion de 0.6% p/v para formar
un gel con 0.3 M CaCl2. Otros autores usan concentraciones de alginato de 1-2% y
0.05-1.5 M CaCl2. El tamafo de las cdpsulas es aproximadamente 2-5 mm de
diametro. El tamafio y esfericidad de la cdpsula dependen principalmente de la
viscosidad de la dispersion del alginato de sodio y la distancia entre la jeringa y la
disolucién colectora de CaCl,. Conforme aumenta la concentracion y la viscosidad del
Alginato de sodio, el tamafio de las capsulas disminuye. El didmetro de orificio de la
jeringa es otro factor importante que regula el tamafo de la gota (Smidsrod y Skjak-
Braek, 1990). La composicion del alginato también influye en el tamafio de la cuenta;
capsulas pequefias son el resultado de alginatos con baja proporcién de acido
gulurdnico (Martinsen et al., 1989).
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VII.2.4 TECNICA DE EMULSION

En esta técnica, un pequeifio volumen de suspension hidrocoloidal con
microorganismos (fase discontinua) se adiciona a un gran volumen de aceite vegetal
(fase continua). La mezcla se homogeniza para formar una emulsion de agua en aceite
utilizando un emulsificante. Una vez la emulsién se forma, esta se puede insolubilizar
para formar cdpsulas de gel en la fase aceitosa. El tamafo de la perla es controlado por
la velocidad de agitacién. El aceite vegetal, es usado en esta técnica como fase
continua. En algunos casos se adicionan emulsificantes para mejorar la emulsion,
porque el emulsificante disminuye la tension superficial y se refleja en el tamafo de las
esferas. (Krasaekoopt et al., 2003)

La técnica de encapsulacion en emulsidn se ha definido como el proceso de dispersion
de un liquido en otro liquido inmiscible donde la fase dispersa consta de la matriz que
incluye el componente a encapsular. La adicién de un tensioactivo mejora la formacidn
y estabilidad de la emulsién, asi como la distribucion de tamafio de las gotas (Poncelet,
2010).

En este sentido, la preparacién de microcapsulas por emulsificacion puede llevarse a
cabo empleando el mecanismo de gelificacién externa o interna. Para el primer caso, la
gelificacion externa en emulsidon consta en la dispersion de una mezcla solucién de
alginato-componente en una fase continua no acuosa, seguido de la adicién de una
fuente de calcio que al difundirse a la fase dispersa inicie la gelificacién permitiendo la
encapsulacion, y a su vez, la desestabilizacion de la emulsidn para la separacion de las
capsulas formadas. Mientras que, la técnica en emulsion por gelificacidon interna se
fundamenta en la liberacién del idn calcio desde un complejo insoluble o parcialmente
soluble en cuyo caso se adiciona un agente secuestrante, contenido en una solucién de
alginato-componente el cual es dispersado en una fase continua no acuosa generando
una emulsién agua en aceite (W/O) (Gouin et al., 2006). La liberacion del ion calcio
ocurre con la adicidon de un acido orgdanico soluble en la fase continua que al difundirse
disminuye el pH del medio solubilizando la sal y produciendo la gelificacién.
(Champagne y Fustier, 2007).
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VI1.2.5 MATERIALES DE ENCAPSULACION
Existe una amplia variedad de materiales para cobertura que pueden ser usados para
encapsular ingredientes alimentarios, donde se incluyen aceites hidrogenados, ceras,
maltodextrinas, almidones y gomas que proporcionan una encapsulacién uniforme. En
general existen tres categorias: grasas, proteinas y polimeros.
e Grasas

La cera de carnauba, el alcohol estearilico y el acido estearico son grasas que funden a
una determinada temperatura y son erosionables por la accidon de las lipasas que
existen en la cavidad gdstrica.

e Proteinas
La gelatina fue el primer material utilizado en la microencapsulacién, y es, en la
actualidad, un material con un importante potencial. La albumina y el colageno
también se han empleado en la obtencién de microparticulas.

e Polimeros
Debido a su gran versatilidad, la familia de los polimeros es la mas utilizada en la
microencapsulacion de sustancias. Dentro de ella estan los polimeros naturales, los
semisintéticos y los sintéticos. Los polimeros naturales principalmente son de
naturaleza polisacaridica, de origen animal y vegetal; se destacan el alginato, la
dextrana, la goma ardbiga y el quitosano (Vivian et al., 2007).

VII.2.6 ALGINATO
El alginato ha sido usado debido a sus mdltiples ventajas tanto para el consumo
humano como versatilidad en aplicaciones industriales. Tales aspectos han sido
compilados en la literatura por Imeson (2010) resaltando el efecto prebidtico de los
alginatos de bajo peso molecular, los beneficios de su ingesta como fibra diaria para la
reduccion de los niveles de azucar y colesterol en sangre, asi como, la capacidad para
prolongar la vida util en productos. Las nuevas tendencias tecnolédgicas se han
enfocado en la produccidon de alimentos restructurados y funcionales a partir de
compuestos activos como antioxidantes, vitaminas, aminoacidos, minerales e incluso
de pequenas moléculas como células, enzimas y microorganismos probidticos
beneficiosos para la salud, y por tanto, de su conservacién en los alimentos durante el
procesamiento y almacenaje (Huertas, 2010). Estas ventajas del alginato y las recientes
tendencias tecnolégicas se han fusionado en la técnica de microencapsulacién,
resultando en un producto final que permite proteger a los compuestos encapsulados
de factores adversos como el calor y la humedad, mejorando asi su estabilidad y
biodisponibilidad. En este sentido, la microencapsulacién puede ser usada como
medio para enmascarar o preservar saboresy aromas al hacer funciones de aislante.
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El concepto de encapsulacién se ha fundamentado en la incorporacién de una matriz
polimérica, la cual forma un ambiente capaz de controlar su interaccién con el
exterior. La técnica de microencapsulacion ha sido descrita como un proceso en
donde pequeiias particulas o gotas son rodeadas por un recubrimiento homogéneo o
heterogéneo integrado a las cdpsulas con variadas aplicaciones (Borgogna et al., 2010).
Una definicidon general de encapsulacion dada por Desai y Park (2005) se refirio al
empaquetado de materiales sélidos, liquidos o gaseosos mediante cdpsulas que
liberan su contenido de forma controlada bajo condiciones determinadas. Estas
especificaciones han llevado a describir la microencapsulacién como, la técnica de
obtencién de una barrera que retarda las reacciones quimicas con el medio que lo
rodea promoviendo un aumento en la vida util del producto, la liberacién gradual del
compuesto encapsulado e incluso facilitando su manipulacién al convertir un material
liguido o gaseoso a una forma sdlida llamada microcdpsula (Fang y Bhandari,
2010).Una microcapsula consiste en una membrana esférica, semipermeable, delgada
y fuerte que rodea un nucleo sélido o liquido, con un didmetro que varia de pocos
micrones a 1000 um. El nucleo que compone la microcapsula es también denominado
fase interna o principio activo, asi como a la membrana se puede nombrar capa
externa o matriz. En este sentido, las microparticulas, microcapsulas o microesferas
son definidas como el producto del proceso de microencapsulacién dependiendo de
cual sea su morfologia y estructura interna (Anal et al., 2007). Las microcapsulas se
han diferenciado de las microesferas principalmente por la distribucién del principio
activo. En el primer caso, el nucleo puede ser de naturaleza liquida o sdlida incluido en
una especie de reservorio recubierto por una pelicula del material. Mientras que, en
las microesferas, el principio activo se encuentra altamente disperso en forma de
particulas o moléculas en una matriz. La obtencién de un tipo de estructura u otra
depende de las propiedades fisico-quimicas del principio activo y de la matriz, asi como
de la técnica empleada para su preparacién (Lopretti et al., 2007). Las microcdpsulas
pueden tener forma esférica o irregular. Asimismo, pueden estar constituidas por una
membrana simple, multiples capas e incluso nucleos multiples cuya matriz puede ser
del mismo material o una combinacion de varios (Gibbs et al., 1999). (Figura 1)

o @ =

Simple Multicapa Matriz Multi-Nucleo Irregular

Figura 1. Tipos de microcapsulas
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Los hidrocoloides han sido empleados como matriz debido a su capacidad para
absorber agua, facil manipulacién e inocuidad. El alginato es un hidrocoloide que
posee tanto estas caracteristicas como propiedades gelificantes, estabilizantes y
espesantes, razones por las cuales ha sido de gran interés para la industria
alimentaria. El alginato es descrito como un polisacarido lineal polidnico e hidrofilico
proveniente de algas marinas conformado por dos mondmeros en su estructura, el
acido a-L-gulurénico (G) y el acido B-D-manurdnico (M) que se distribuyen en
secciones constituyendo homopolimeros tipo G-bloques (-GGG-), M-bloques (-MMM-)
o heteropolimeros donde los bloques M y G se alternan (-MGMG-). Tanto la
distribucién de sus mondmeros en la cadena polimérica como la carga y volumen de
los grupos carboxilicos confieren al gel formado caracteristicas de flexibilidad o rigidez
dependiendo del contenido en G. Si en su estructura polimérica se tiene mayor
cantidad de G-bloques, generalmente el gel es fuerte y fragil, mientras que con Ila
presencia de mayor proporcion de M-bloques el gel formado se presenta suave y
eldstico. El proceso de gelificacion ocurre en presencia de cationes multivalentes
(excepto el magnesio) donde el i6n calcio es el mas empleado por la industria
alimentaria. La gelificacion tiene lugar al producirse una zona de unién entre un G-
blogue de una molécula de alginato que se enlaza fisicamente a otro G-bloque
contenido en otra molécula de alginato a través del idn calcio. La visualizacion de la
estructura fisica es denominada modelo “caja de huevos” por Draget (2000),
mostrada en la (Figura 2) ( Reddy, 2010).

O Ca” e© Monbémeros: dcidos B-D-manurénico y a-L-guluronico

Figura 2. Modelo de “caja de huevos”

Entre las sales de alginato mds empleadas se han encontrado la sal de sodio debido a
su alta solubilidad en agua fria y caracteristica transicion sol-gel de forma instantanea
e irreversible ante el ién calcio (Funami ,et al; 2009). También, se han desarrollado
alginatos modificados quimicamente tales como el alginato de propilenglicol empleado
en la fabricacidn de cervezas y aderezos para ensaladas por su alta solubilidad a bajos
pH. Asi como otras dos nuevas familias, los derivados de la sal de amonio cuaternaria
del acido alginico y los obtenidos de injertos con acrilato caracterizados por la
obtencién de geles fuertes y altamente deformables (Draget, et al; 1997).

~ 20 ~




Z1AaD

RESIDENCIA PROFESIONAL

En contraste con la mayoria de los polisacaridos, el alginato forma geles
practicamente independientes de la temperatura, aspecto que lo ha hecho atractivo
en la elaboracion de cremas, quesos, salsas, y aderezos. Sin embargo, la exposicion
prolongada a tratamientos de calor y variaciones extremas de pH degrada al
polimero, presentado como consecuencia pérdidas en las propiedades del gel
(Mancini, et al;1999). Adicionalmente, la condicién de polielectrolito le ha conferido la
capacidad de interaccionar con otras moléculas permitiendo formar sistemas mixtos
gue muestran mejoras en las propiedades estructurales del gel de alginato. Por tanto,
al seleccionar una matriz polimérica para la microencapsulacién deben considerarse
sus propiedades fisico-quimicas, solubilidad, transicién sol-gel (cinética) y
permeabilidad (Champagne y Fustier, 2007). La microencapsulacién aplicada en
alimentos con el objetivo de preparar productos funcionales, debe tener en cuenta
qgue la incorporacion de microcapsulas, microparticulas o microesferas no puede
interferir con la textura ni sabor original del alimento .En este sentido, se han descrito
diferentes aplicaciones de microencapsulacion empleando como principio activo:
vitaminas, minerales, 4cidos grasos, microorganismos probidticos, proteinas,
aminodcidos, polifenoles, fibras y enzimas (Sanguansri y Augustin, 2010). Su
versatilidad incluso ha llegado a ser aplicada en la alta cocina con el térmico
“Sferificacion”, técnica culinaria con el propdsito de modificar las propiedades
texturales de los alimentos para asi desarrollar nuevas sensaciones en el comensal
(Corell ,et al; 2007).

VII.2.7 MECANISMOS DE GELIFICACION CON ALGINATO

El proceso de formacion del gel se inicia a partir de una solucién de sal de alginato y
una fuente de calcio externa o interna desde donde el ién calcio se difunde hasta
alcanzar la cadena polimérica, como consecuencia de esta unién se produce un
reordenamiento estructural en el espacio resultando en un material sélido con las
caracteristicas de un gel. El grado de gelificacion depende de la hidratacién del
alginato, la concentracién del ién calcio y el contenido de los G-bloques (Funami ,et al;
2009). La transicién sol-gel se ha visto esencialmente controlada por la habilidad de
introducir el idn vinculante al alginato. También se ha observado que la cinética de
gelificacion y las propiedades del gel pueden depender del tipo de contra-ion, es decir,
el ibn monovalente de la sal de alginato (K o Na). De hecho, se ha encontrado que los
alginatos de potasio presentan un proceso de transicion sol-gel mas rapido respecto a
los alginatos de sodio preparados a bajas concentraciones calcio. Y a pesar que los
geles de alginato de calcio obtenidos mostraron semejante estabilidad a simple vista,
al ser analizadas sus propiedades reoldgicas se evidenciaron marcadas diferencias en
los madulos elasticos; siendo menores los valores de mddulos elasticos para los geles
preparados a partir del alginato de sodio que en aquellos con alginato de potasio. En
este sentido, se ha sefialado que este aspecto de las propiedades viscoelasticas de los
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geles puede ser contrarrestado utilizando alginatos con mayor composicidon de acido
gulurdnico en su estructura (Draget, 2000). Los mecanismos de gelificacion idnica se
han llevado a cabo fundamentalmente por dos procesos: la gelificacion externa y la
gelificacion interna.

VII.2.8 GELIFICACION EXTERNA

El proceso de gelificacion externa ocurre con la difusién del i6n calcio desde una
fuente que rodea al hidrocoloide hacia la solucion de alginato de pH neutro. La
formacién del gel se inicia en la interface y avanza hacia el interior a medida que la
superficie se encuentra saturada de iones calcio, de manera que el ié6n sodio
proveniente de la sal de alginato es desplazado por el catién divalente solubilizado en
agua. Este interacciona con los G-bloques de diferentes moléculas poliméricas,
enlazandolas entre si. Aunque, la fuente de calcio mas usada ha sido el CaCl2 debido a
su mayor porcentaje de calcio disponible, existen otras sales empleadas con menor
frecuencia tales como el acetato monohidratado y el lactato de calcio (Helgerud ,et al;
2010).

VI1.2.8 GELIFICACION INTERNA

El proceso de gelificacion interna consiste en la liberaciéon controlada del i6n calcio
desde una fuente interna de sal de calcio insoluble o parcialmente soluble dispersa en
la solucién de alginato de sodio. Donde la liberacidon del ién calcio puede ocurrir de dos
formas, si se tiene una sal de calcio insoluble a pH neutro pero soluble a pH acido, por
lo que es necesario adicionar un acido organico que al difundirse hasta la sal permita la
acidificacion del medio consiguiendo solubilizar los iones calcio. En este caso, las sales
de calcio mas empleadas son el carbonato de calcio y el fosfato tricdlcico, y en casos
especificos el fosfato dicalcico y el citrato tricalcico. Para la acidificacién del medio se
cuenta con acidos organicos como el acético, adipico y el glucono delta-lactona. Si la
sal de calcio es parcialmente soluble, el proceso de gelificacion interna consiste en la
adicién a la mezcla alginato-sal de calcio, un agente secuestrante como el fosfato,
sulfato o citrato de sodio. Al adicionar un secuestrante este se enlaza con el calcio libre
retardando asi el proceso de gelificacién, el sulfato de sodio ha sido comunmente el
mas empleado debido a su bajo costo y conveniente solubilidad. Los mecanismos de
gelificacion idnica son descritos en la Fig. 3 (Helgerud et al., 2010).

La principal diferencia entre el mecanismo de gelificacién externa e interna es la
cinética del proceso. Si lo que se pretende es el control de la transicidn sol-gel, en el
proceso de gelificacion externa los factores a manipular son la concentracion de calcio
y composicidon del polimero. Mientras que, para el proceso de gelificacion interna se
deben considerar la solubilidad y concentracién de la sal de calcio, concentracién del
agente secuestrante y del acido orgdnico empleado (Draget, 2000).
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VII.3 QUITOSANO COMO REVESTIMIENTO

En cuanto al recubrimiento, el polimero utilizado, puede ser de origen natural como
sintético. Uno de los polimeros naturales utilizados es el Quitosano (B-1,4-
glucosamina). Este biopolimero policatidnico, es la forma soluble (desacetilada) de la
quitina, un polimero lineal constituido por residuos de N-acetilglucosamina, presente
en el exoesqueleto de los crustaceos, por ejemplo el camarén. Los principales
parametros que influyen en las caracteristicas del Quitosano son: su peso molecular y
el grado de desacetilacién, representando la porcidn de unidades desacetiladas. Estos
parametros, son determinados por las condiciones de reaccién durante el proceso de
Preparacion del quitosano (Varshosaz, 2005).

Por lo tanto es importante microencapsular a las bacterias probiéticas por que al
someterlos a procesos tecnoldgicos o a condiciones ambientales, hay pérdidas de estas
bacterias probidticas, es por eso que una alternativa para conservar a estas bacterias
viables es a través de la microencapsulacion con alginato de sodio y como
revestimiento Quitosano, utilizando el método de emulsion.

VIIl. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

VIIl.1 MATERIALES Y METODOS:

El trabajo experimental se desarrollo en 7 etapas:

Etapa I. Reactivacidn de las bacterias acido lacticas.

Etapa Il. Determinar la fase exponencial de las bacterias acido lacticas (curva de
crecimiento por densidad éptica).

Etapa Ill. Elaboracién de cultivo stock de las bacterias probidticas (protocolo de
congelacion).

Etapa IV. Pre-seleccidn de bacterias de trabajo.

Etapa V. Evaluacion del crecimiento de las bacterias seleccionadas a diferentes valores
de pH por cuenta viable.

ETAPA VI. Evaluacidén de la resistencia a diferentes valores de pH .

ETAPA VII. Elaboracion de las microcapsulas con alginato de sodio y quitosano por el
método de emulsion ultrahomogenizado.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

Preseleccidn de la bacterias

correspondiendo a los resultados obtenkdos

=

Diagrama 1. Trabajo general experimental de las bacterias probidticas

Microencapsulacion

Diagrama 2. Microencapsulacion por el método de emulsién
ultrahomogenizacidn.
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Materiales:

Para la reactivacidon, propagacion y cultivo de las bacterias acido lacticas se utilizé
medio de cultivo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, Difco™). Todos los reactivos
empleados para la elaboracion de las microcdpsulas fueron de la marca Sigma
(Chemical CO., St. Louis, MO, USA).

Equipos:

Los equipos utilizados en el experimento fueron: esterilizador Yamato Cientific, LTD
modelo SM510; placa de calentamiento y agitacién marca IKA, modelo C-MAG HS 4S1;
placa de calentamiento y agitacion marca Corning, modelo 6795-620 D; incubadora
marca VWR Sheldon Manufacturing Inc , modelo 1545; centrifuga del laboratorio
Thermo Fisher Scientific;microscopio marca Carl Zeiss AX10;estufa marca VWR,
Sheldon Manufacturing. Inc; balanza analitica ,marca Sartorius AG GOTTINGEN
,modelo BP2215,campana de laboratorio ,marca LANCOBO CORPORATON
;homogenizador marca PRO SCIENTIFIC ,modelo PRO 200 BIO-GEN series;balanza
granataria ,marca Oahus ,modelo Scout Pro SP602;lector de placas Elisa OPSYS MR
DINEX TECHNOLOGIES;mini vortex marca VWR 120V,modelo 945300.
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Las bacterias probidticas empleadas en este proyecto fueron aisladas de productos

lacteos comerciales o donadas por parte de colaboradores en otras Instituciones de

Investigacion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Bacterias probioticas del Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de

Productos Lacteos del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD),

Unidad Hermosillo, Sonora.

NOMBRE
L. casei 7R1
L. casei L9
L. casei L30
L. fermentum NRRL-B1932
L. rhamnosus ATCC 13075
L. acidophilus ATCC 4796
L. acidophilus NRRL B-4495
L. fermentum ATCC 11976
L. casei DCP 3968

L. reuteri NRRL 14171

L. casei shirota

COoDIGO
Lc-7R1
Lc-L9
L.30
L. ferm 2
L.rha
L.ac
L. acido 4495
L. ferm
DCP

L.r14171

L.c shi
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IX.1 Reactivacion de las bacterias

La reactivacion de las bacterias probiodticas se realizaron de Quimica y Biotecnologia
de Productos Lacteos del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo

(CIAD), Unidad Hermosillo, Sonora.

1. Reactivacion de las cepas probidticas

100 pL de los cultivos se inocularon en 10 mL de medio de cultivo MRS estéril con un
pH de 6.2 durante 24 h a 37° C. Una vez reactivas las bacterias fueron
consecutivamente subcutivadas durante 18,12 y 8 h, respectivamente a 37°C.

Diagrama 3. Reactivacion de las cepas probidticas (Man y Sharpe, 1960)

REACTIVACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

1% 1% 1% 1%
= = =\
—_ - —_— - —_ - — S
24 h 18 h 12 h 3 h
Bacteria.s’ o & -
de coleccion
MRS MRS MRS MRS
Esteril Estéril Estéril Estéril

Reactivadas

Incubadasa 37° C
Caldo MRS con un PH 6.2
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IX.2 ETAPAIII
CURVA DE CRECIMIENTO POR DENSIDAD OPTICA

IX.2.1 Determinacion de la fase exponencial de las bacterias probiodticas (curva de
crecimiento por densidad optica).

1.-PROPAGACION

Primeramente se realizé la propagacion de las 11 cepas, por cada cepa se tomaron 100
ply se inocularon en 10 ml de MRS estéril a pH de 6.2, se incubaron 12 horas a 37°cC,
pasadas las 12 horas, se tomaron 100 pul y se inocularon en 10 mL de MRS estéril a pH
6.2, se incubaron por 10 horas a 37°C.

2. PLACA ELISA

Una vez realizada la propagacion, con una micro pipeta se tomaron 200 uL por tubo de
cada una de las bacterias y se colocé en los pocillos de una placa Elisa estéril.

3. DENSIDAD OPTICA

Por densidad o6ptica se realizaron monitoreos cada hora durante 24 horas, por
absorbancia con una longitud de onda de 600 nm.

Diagrama 4. Curva de crecimiento por densidad optica
CUIKVA L CREGIMIUIEINIY)

WIENSULAL) O 1 ICA

Propagacion
2%

1 % 1 % 1%
/#\/ﬂ_\/ﬁ\/_\lzazlssifgelonlz

A

12 h 10 h C

D

E

Cultivode F
trabajo G
H

Placa Elisa

Monitoreoscadal h /24 h
Absorbancia 600 nm
MRS estéril pH 6.2
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IX.3 ETAPA III

1X.3.1 Congelacion de las bacterias probidticas (protocolo de congelacién).

Conservar las bacterias probidticas (-20 /-80°C)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Inocular 50 pl de la cepa en 5 mL de caldo MRS estéril

Incubar 8 h a 37°C

Después del periodo de incubacién , mezclar en vortex

Transferir a un tubo falcdn estéril y centrifugar

Centrifugar 5 minutos a 5000 rpm a 10°C

Descartar el sobrenadante y mantener el pellet

Resuspender el pellet con 1 ml de MRS caldo estéril

Anadir 800 pL de glicerol estéril en un vial estéril y 800 pL de la suspensién de
la cepa

Mezclar en vortex

10) Identificar

Diagrama 5. Protocolo de congelacion de bacterias probidticas

PIRQ JIOACOILL) 1D COINGIEILACIHON D2

BACTERIAS ACIDO LACTICAS

1

Propagacion
% 1% 1%

i dl Tk
_}Blz_:lq E Hhﬂ - - [J centrifuga I]
Y

5 min/5000 rpm

Bacteria 109%€
reactivada 1 mL MRS l
o
800 pL J’ sobrenadante
Almacenaren | «— -— -— rd
congelacidn (< V)) v
800 ul
glicerol

En condiciones estériles
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IX.4 ETAPA IV

IX.4 .1 Evaluacion del crecimiento a diferentes valores de pH en el medio de
cultivo por densidad optica.

1.- PROPAGACION (Etapa 2)
2.-CENTRIFUGACION

Se centrifugaron a las 11 cepas durante 5 minutos a 5000 rpm a 10°C, transcurrido este
tiempo, se elimino el sobrenadante y al pellet se le agregaron 1 ml de PBS y se
mezclaron.

3.-PLACA ELISA

A la placa Elisa se le colocaron 150 uL para cada pocillo de MRS caldo estéril a
diferentes valores de PH (2, 3, 4 y 6.2), una vez colocado el medio de cultivo, se
inocularon 20 ulL a cada pocillo con cada una de las 11 bacterias, se aplicé el mismo
procedimiento a cada cepa bacteriana por duplicado.Se realizaron monitoreos cada 2
horas durante 16 horas, por absorbancia con una longitud de onda de 600 nm.

Diagrama 6. Evaluacion del crecimiento a diferentes pH

:C:,_-:-.::,'.ll;-.:."-::.";f—.'-.:. LA \.':;,:'..J\-.';-.; '.i-.i-_:ljill'\-:',)'iilli',ll.'\“:.l 1] 'C'_-,:.{' ..,.-—\._. |' ;.,"1“f"'..;,,ill\u;;L;,'.i:\‘.: U |_| I_I I_

(DS IRY=UILEALILY) (EA U L))

Propagacian
1 % 1 o

P s

L I
12 h 10 h [ centrifuga ] |

sobrenadante

5 min;"ﬁﬂﬂ-ﬂ rEm
10%C

Cultive de
trabajo

1 mL PBS
2
'1—

pellet

Placa Eliza

Una vez realizada la evaluacién de crecimiento por densidad éptica, se hizo una
preseleccion de 5 bacterias probidticas; tomando en cuenta que crecieron en
diferentes pH.
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IX.5 ETAPAV
IX.5 .1 Evaluacion del crecimiento por cuenta viable.
1.- PROPAGACION (Etapa 2)
2.-CENTRIFUGACION (Etapa 4)
3.-INOCULACION A DIFERENTES PH

Para cada cepa se inocularon 20 pL en 10 ml de MRS estéril a diferentes valores de pH
(2,3,4y6.2)

4.-DILUCIONES

Se realizaron diluciones 10™ a 10 para valores de pH (2, 3 y 4) y diluciones de 10° a
10°® para valores de pH (6.2).Y se realizaron en tres tiempos diferentes (0 h, 4 hy 24 h).

5.-VACIADOS EN PLACA

Se realizaron vaciados en placa para los valores de pH (2, 3y 4) las diluciones 10, 10~
y 10°; agregando 1 ml en la placa estéril y posteriormente agregando el agar MRS
estéril. Para valores de pH (6.2) las diluciones 10, 107 y 10®; agregando 1 ml en la
placa estéril y posteriormente agregando el agar MRS estéril.

Después se homogenizaron mediante la norma NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-
110-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE
ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Todos los vaciados fueron realizados por duplicado.
6.-INCUBACION

Las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas.
7.-CONTEO

Después de 48 horas se realizaron los conteos de las placas.
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Diagrama 7. Medicion de crecimiento a diferentes pH, por vaciado en placa
(Blanquet, et al; 2004).
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IX.6 ETAPA VI

IX.6 .1 Evaluacion de la resistencia a diferentes PH
1.- PROPAGACION (Etapa 2)
2.-CENTRIFUGACION (Etapa 4)
3.-INOCULACION A DIFERENTES PH

Para cada cepa se inocularon 20 pl en 10 ml de PBS estéril a diferentes valores de pH
(2,3,4y7)

4.-DILUCIONES

Se realizaron diluciones 10™ a 10 para valores de pH (2, 3 y 4) y diluciones de 10° a
10°® para valores de pH (7).Y se realizaron en tres tiempos diferentes (0 h, 4 h y 24 h)

5.-VACIADOS EN PLACA

Se realizaron vaciados en placa de las diferentes diluciones 10*, 10° y 10° en
diferentes valores de pH (2, 3 y 4) ; agregando 1 ml en la placa estéril y posteriormente
agregando el agar MRS estéril.

Y para el pH (7) las diluciones 10°, 107 y 10®; agregando 1 ml en la placa estéril y
posteriormente agregando el agar MRS estéril.

Se homogenizaron mediante la norma NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-110-SSA1-
1994, BIENES Y SERVICIOS. PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS
PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Todos los vaciados se realizaron por duplicado.
6.-INCUBACION

Las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas.
7.-CONTEO

Después de 48 horas se realizaron los conteos de las placas.
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Diagrama 8.Medicion de resistencia a diferente pH (Blanquet, et al; 2004).
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IX.7 ETAPA VII

IX.7 Elaboracion de las microcapsulas por el método de emulsién con
HOMOGENIZADOR PRO 200

a) PREPARACION DEL MATERIAL

1.-ALGINATO DE SODIO AL 3%

Se pesaron 0.9 g de alginato de sodio y se aforaron a 30 mL de agua destilada
2.-ACEITE DE GIRASOL

50 mL de aceite de girasol
3.-ACIDO ACETICO GLACIAL

Se midieron 0.425 mL de Acido acético glacial
6.-CaCl,

Se preparon 25 mL de CaCl; 0.1 M

Peso molecular CaCl,110.99

0.277 g de CaCl, en 25 mL de agua destilada
7.-QUITOSANO AL 0.4%

Se pesaron 0.4 g de Quitosano en 100 ml de acido acético al 1%
8.-TWEEN 80 1%

Se preparon 600 mL de tween 80 al 1%, pesando 6 g de tween 80 en 600 mL de agua
destilada.

b) METODOLOGIA

Se realizo por triplicado (utilizando 3 velocidades diferentes en el homogenizador
pro 200) velocidades de (5000 RPM ,17500 RPM Y 35000 RPM)

1.-Se colocaron 30 mL de alginato de sodio al 3% en un matraz Erlenmeyer, se le
adicionaron 50 mL de aceite de girasol.
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2.-Se mezclaron con el homogenizador pro 200 a diferentes velocidades, manejando
velocidades de 5000 rpm durante 10 minutos, 17500 rpm y 35000 rpm durante 4
minutos.

3.-A la mezcla se le adicionaron una mezcla de soluciones (100 mL Quitosano,0.425 de
acido acético) y 25 mL de CaCl,,

4.-se mezclaron con agitador magnético a 200 rpm
5.-Se lavaron con 100 mL de tween 80 al 1% y filtraron con una bomba de vacio.

6.-Las perlas se colocaron un una estufa a peso constante a 37°C.

DIAGRAMA 9. MICROENCAPSULACION POR EMULSION CON HOMOGENIZADOR PRO
200 (McClements, 1999).

MICROENCAPSULACION HOMOGENIZADOR PRO 200

CaCo ; :
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S nylon
Quitosano -
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W Ty o
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Lavar y filtrar magnética
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X.  RESULTADOS Y DISCUSIONES:
- ETAPAI

REACTIVACION DE LAS CEPAS PROBIOTICAS

Se logro con éxito la reactivacion de las 11 Bacterias probidticas para continuar con los
experimentos posteriores del Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos
Lacteos del Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo (CIAD), Unidad
Hermosillo, Sonora.

- ETAPAII
CURVA DE CRECIMIENTO POR DENSIDAD OPTICA

La finalidad de realizar la curva de crecimiento para las 11 bacterias fue para conocer
su comportamiento de crecimiento y en que fases se encontraban en cada tiempo
transcurrido los resultados obtenidos se observan en las siguientes graficas: (FIGURA
3-4-5-6)

FIGURA 3. CURVA DE CRECIMIENTO DE (L. ferm, L. ferm 2, L. rha)

1.6 ~
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0.8 e | ferm

== |  ferm 2
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En la siguiente grafica se puede observar su fase exponencial de las bacterias
probidticas L.ferm ,L.ferm 2 y L.rha se encuentran entre un periodo de 7-9 horas en su
fase exponencial.
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FIGURA 4. CURVA DE CRECIMIENTO (L.30, Dcp, L.ac)
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En la siguiente grafica las bacterias probidticas L.30, DCP y L.ac se encuentran entre un

periodo de 5-8 horas en su fase exponencial.

FIGURA 5.CURVA DE CRECIMIENTO (L.r1471, L.c shi, L.dcido 4485)
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En la siguiente grafica se puede observar la fase exponencial de las bacterias L.r14171,

L.c shirota y L.acido 4485 su fase exponencial de estas bacterias se encuentra en un

periodo de 7-9 horas.
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FIGURA 6.CURVA DE CRECIMIENTO (L.c 7r1y L.c L9)
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En la siguiente grafica se puede observar a la bacteria L.c 7rl su fase exponencial se
encuentra entre 7-9 horas y L.c L9 su fase exponencial se encuentra entre 13 y 16
horas.

De acuerdo con las fases de crecimiento de las bacterias probidticas, estas se
encontraban entre un periodo de las 5 a las 9 horas en su fase exponencial y en un
tiempo después de las 20 horas en fase de muerte, mientras que L.c L9 el periodo de
su fase exponencial estaba entre 13 y 16 horas

« ETAPAII
Congelacion de las bacterias acido lacticas (protocolo de congelacién).

Esta prueba se realizé para conservar las bacterias probidticas a -20°C en glicerol al 80
% y asi conservarlas durante mas tiempo en el Laboratorio de Quimica y Biotecnologia
de Productos Lacteos del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD),
Unidad Hermosillo, Sonora.
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Evaluacién del crecimiento a diferentes valores pH por densidad optica.

Se evaluaron a las 11 bacterias probidticas en diferentes valores de pH .Esta técnica se
llevé acabo para realizar una preseleccion de las bacterias con mejor crecimiento y asi

continuar en la siguiente etapa (v) resultados son los siguientes:

FIGURA 7.CURVA DE CRECIMIENTO
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K)

L.c7ri

D.O 600 nm

T (h)

K) L.c 7r1 a diferentes valores de pH: 6.2 ("% ), 4.0 (%), 3.0( ™ )y2.0(—#*).

A través de los resultados obtenidos se demostré que las bacterias L.reuteri , L.casei
7R1, L.casei L9, L.casei DCP y L.rhamnosus , sobrevivieron a concentraciones de pH
bajos. Tomando en cuenta los resultados anteriores se realizd una preseleccién
considerando a las bacterias que crecieron en diferentes valores de Ph bajos.

Cuadro 3. Bacterias seleccionadas para la evaluacion del crecimiento a diferentes pH

NOMBRE COoDIGO PROVEDOR/FUENTE
L.reuteri NRRL 14171 L.r14171
L.casei 7R1 Lc-7R1 Universidad de Wisconsin,
L.casei L9 Lc-L9 Laboratorio Dr. Steele
L.casei DCP 3968 DCP Universidad de las
L.rhamnosus ATCC 13075 L.rha Americas ,Puebla,

Laboratorio

Dr. Lopez-Malo
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- ETAPAV

EVALUACION DEL CRECIMIENTO A DIFERENTES PH EN EL MEDIO DE CULTIVO

Se midieron el crecimiento de las bacterias seleccionadas (L.reuteri , L.casei 7R1,
L.casei L9, L.casei DCP y L.rhamnosus) a diferentes valores de pH de 2, 3, 4y 6. 2,
midiendo la concentracién celular de las bacterias utilizando caldo MRS con
diferentes pH a 2, 3,4 y 6.2. El vaciado en placa se realizo en tres tiempos (0, 4 y 24) a
37°C. Después de cada vaciado en placa, se incubaron las bacterias durante 48 h a 37°C
en condiciones de anaerobiosis. Los resultados obtenidos en el conteo de las colonias
formadas en las placas se represento en las siguientes CUADROS (3-4-5-6 y 7)

CUADRO 3.Crecimiento (Log10 UFC/g) de L. reuteri a diferentes valores de pH

Tiempo (h)
pH 0 4 24
2
3 6.83 7.93
7.37 8.34 9.09
6.2 9.71 9.45

A través de los resultados se observa a L.reuteri crecié en pH 3,4 y 6.2; pero no tiene
crecimiento a pH menores de 3, lo cual nos indica que a pH bajos no tiene
supervivencia.

CUADRO 4.Crecimiento a diferentes pH de L.casei 7r1

Tiempo (h)
pH 0 4 24
3 6,73 8,68
7,37 8,57 8,85
6.2 9,49 8,81 9,87

Se observé que L.casei 7rl crecié a pH 3,4 y 6.2, lo cual indica que no tiene
supervivencia a pH 2.
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CUADRO 5.Crecimiento a diferentes pH de L.casei 7r1

Tiempo (h)
pH 0 4 24
7,24 7,29 6,59
7,17 8,24 8,37
6.2 9,25

Se observé que L.casei L9 creci6 a pH 3,4 y 6.2, lo cual indica que no tiene
supervivencia a pH 2.

CUADRO 6.Crecimiento a diferentes pH de L.rhamnosus

Tiempo (h)
pH 0 4 24
6,70 7,52
6.2 10,83

Se observd que L.rhamnosus no crece a pH bajos por lo tanto esta bacteria probidtica
es de baja supervivencia a diferentes pH.

CUADRO 7.Crecimiento a diferentes pH de L.casei DCP

Tiempo (h)
pH 0 4 24
7,18
7,07 9,75
6.2 9,49 10,23

se observé que L.casei DCP depués de 4 horas (T1) tiene crecimiento en pH de 3y 4 sin
embargo la supervivencia es baja a pH bajos.
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- ETAPA VI

EVALUACION DE LA RESISTENCIA A DIFERENTES PH

Se midieron la resistencia inoculando las bacterias seleccionadas (L.reuteri , L.casei
7R1, L.casei L9, L.casei DCP y L.rhamnosus) en una solucion amortiguadora de PBS
ajustado a diferentes valores el pH (2,3,4 y 7). El vaciado en placa se realizo en tres
tiempos diferentes (0, 4 y 24 horas de incubacién a 37°C). Después de cada vaciado en
placas se incubaron las bacterias durante 48 h a 37°C en condiciones de anaerobiosis.
Los resultados obtenidos del conteo de colonias formadas se representan en el

siguientes CUADROS.8-9-10-11Y 12
CUADRO 8.Resistencia a diferentes pH de L.reuteri

Tiempo (h)
pH 0
2
3 7,84
4 8,20
7

L.reuteri no resiste a los diferentes pH como se puede observar, solo en el tiempo de 0
h, resistid, y posteriormente no hubo presencia bacteriana.

CUADRO 9.Resistencia a diferentes pH de L.casei L9

Tiempo (h)
pH 0 24
2
3
4 6,98
7 9,49

L.casei L9 no resiste en pH bajos como se puede observar en el (CUADRO 9) en ningun tiempo
hubo crecimiento solo presento crecimiento bacteriano en lospH 4y 7.

CUADRO 10.Resistencia a diferentes pH de L.casei 7r1

L. Tiempo (h)
pH 0 4 24
2
3
4
7 8,69 8,20 8,55
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L.casei 7r1 no resiste a pH bajos como se observa en el cuadro 10 solo presento
crecimiento bacteriano en pH 7.

CUADRO 11.Resistencia a diferentes pH de L. rhamnosus

Tiempo (h)
pH 0

2
3
4
7 9,01

L. rhamnosus no resiste a pH bajos, solo presento crecimiento bacteriano en pH 7.

CUADRO 12.Resistencia a diferentes pH de L. casei DCP

Tiempo (h)
pH 0 4 24
2
3
4
7 8,15 9,24 8,16

L. rhamnosus no resiste a pH bajos como se observa en el CUADRO 12 solo presento
crecimiento bacteriano en pH 7.

Los resultados obtenidos demuestran que las bacterias probidticas cuando se someten
a pH bajos presentan poca resistencia, debido que ellas presentan solo estabilidad en
condiciones de pH de 6.2 a 7. Estos resultados obtenidos demuestran el por que
incorporar a los microorganismos probidticos con una proteccién y asi superar la
susceptibilidad ya que se enfrentan a diferentes condiciones ambientales presentes
durante los procesos tecnoldgicos. Por esta razdén, constantemente se buscan
alternativas para proteger a los microorganismos probidticos y aumentar su viabilidad
y estabilidad sin restar las propiedades sensoriales del producto final. Siendo las
técnicas de microencapsulacion una alternativa.
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« ETAPAVII
a) MICROENCAPSULACION CON EL HOMOGENIZADOR PRO 200

Se realizo a 3 diferentes velocidades

FIGURA 8. MICROENCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR PRO FIGURA 9. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR
200 A 5000 RPM PRO 200 A 5000 RPM A PESO CONSTANTE

FIGURA 10. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR FIGURA 11. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR
PRO 200 A 17500 RPM PRO 200 A 17500 RPM A PESO CONSTANTE
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FIGURA 12. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR FIGURA 13. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR
PRO 200 A 35000 RPM PRO 200 A 35000 RPM A PESO CONSTANTE

Las microcapsulas que se obtuvieron por el método de emulsion con el ultra
homogenizador pro 200 a velocidades de 5000 , 17500 y 35000 rpm, resultando las
particulas aparentemente de tamafios milimétricos sin embargo una de las
problematicas al realizarle los lavados es que quedaban compactadas unas con otras
ya que estas se encontraban aun con residuos de aceite , es por ello que la técnica de
emulsidén aun se seguira perfeccionando , debido a que uno de los objetivos es que las
microcapsulas queden totalmente separadas y que se elimine por completo el aceite
gue se utiliza en la emulsiéon y este no afecte en lo sensorial en caso de ser
incorporados a diversos alimentos.
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C) SE OBSERVARON EN EL MICROSCOPIO 40X/0.65 OIL

Las microcapsulas se observaron en el microscopio

FIGURA 14. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR FIGURA 15. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR
PRO 200 A 5000 RPM , TAMARNO 56.643 um PRO 200 A 5000 RPM , TAMANO 26.433 um A PESO CONSTANTE

FIGURA 16. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR FIGURA 17. MICROCAPSULAS CON EL HOMOGENIZADOR
PRO 200 A 17500 RPM , TAMANO 37.813 pm PRO 200 A 17500 RPM , TAMANO 64.049 pm
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Xl.  CONCLUSIONES

El principal objetivo de el presente estudio es caracterizar capsulas de alginato
recubiertas con Quitosano para las bacterias probidticas, dicho objetivo no se logro
concretar por qué no se conto con el tiempo suficiente. No obstante, se concluye que
las bacterias dacido lacticas probidticas tienen resistencia y mantiene su viabilidad en
simulaciones del tracto gastrointestinales, sin embargo se ven afectadas cuando son
incorporadas a los alimentos en el procesamiento y almacenamiento, la resistencia de
las bacteria probidticas se ve afectada principalmente cuando son sometidas a
diferentes valores bajos de pH y una de las mejores alternativas para proteger a las
bacterias probidticas es colocandole un revestimiento y asi no se vean afectadas en su
supervivencia y viabilidad a través de la microencapsulacion , para ello es importante
caracterizar el método de obtencién de capsulas en un tamafio micro y comprobar
que el material encapsulate tenga la resistencia en el procesamiento vy
almacenamiento del producto y sobre todo no afecte sensorialmente al alimento ,
También se comprobd que al utilizar el homogenizador pro 200 en la formacidn de las
microcapsulas, dio como resultado utilizando velocidades elevadas(17500-35000 rpm)
una obtencién de particulas mas pequeifias comparadas con velocidades
menores(5000).Por lo tanto la microencapsulacién protegerd a las bacterias
probidticas para que permanezcan viables y asi cumpla satisfactoriamente sus
funciones benéficas .
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Xll. RECOMENTACIONES

v’ Caracterizar la técnica de microencapsulacion de emulsion por ultra
homogenizacion

v' Buscar una técnica que evite la compactacion de las microcdpsulas,
permita su separacién y genere particulas del tamafo deseado.

v' Colocarle un revestimiento a las microcapsulas de Quitosano, para
hacer a las microcdpsulas mas fuertes y resistentes.

v’ Evaluar la capacidad de liberacién de las células asi como la tasa de
recuperacion.

v' Determinar la forma, tamafio, integridad y uniformidad de las
microparticulas.

v Caracterizar las propiedades micro-geométricas de las capsulas

obtenidas y determinar la eficiencia de microencapsulacién de
probidticos mediante la evaluacion de algunos parametros de calidad.
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MEZCLANDO LA EMULSION CON
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MEZCLANDO & 200 RPM
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