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I. Introduccion

Hoy en dia, los problemas de alimentacion en México son debido a dos vertientes: la
desnutricion y la obesidad. Por ello, existen diferentes programas enfocados a terminar con
la desnutricion por pobreza y de igual forma brindar opciones de ensefianza de conductas y
habitos que fomenten a una alimentacion saludable. Actualmente, las investigaciones se
encuentran dirigidas en la posibilidad de crear un alimento que favorezca la salud del

individuo, logrando evitar y/o disminuir enfermedades.

El concepto de nutricion ha sido modificado con el paso de los afios, donde en un inicio la
dieta solo aportaba los nutrientes necesarios a la idea de consumir alimentos que, ademas de
nutrir, promuevan la salud. Uno de los alimentos mas famosos que entra en este nuevo
concepto de dieta son los alimentos lacticos. Hace alrededor de 100 afios atrés se sabe que la
adicion de microorganismos vivos a los productos lacteos ademds de conservar el alimento,
proveen de un efecto benéfico en las personas que lo consumen. Eli Metchnikoff propuso
que el envejecimiento es consecuencia de la accion de las sustancias toxicas producidas por
la flora intestinal y sugirié que la ingesta de bacterias benéficas que se encontraban en los
productos lacticos podrian bloquear estas toxinas y prolongar la vida; la observacion original
de la funcion positiva desempefiada por algunas bacterias se atribuye a él, y afirmé que "la
dependencia de los microorganismos intestinales con respecto a los alimentos hace posible
adoptar medidas para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los

microorganismos nocivos por microorganismos utiles" (1).

Diversos microorganismos pueden ser adicionados en alimentos, ademas de eso, conocer el
tipo de microorganismo no es suficiente, ya que, en los procesos industriales para poder
elaborar productos alimenticios y adicionarlos con estos, es un reto. Es importante saber que
el microorganismo debe mantenerse vivo y dptimo en condiciones adecuadas para ofrecer

beneficios a nuestra salud.

La microencapsulacion es un proceso que permite proteger y mantener en forma optima estos
microorganismos vivos es la microencapsulacion, y existen diversa manera de llevarla a

cabo, pero estudios anteriores, demostraron que el secado por aspersion es una buena técnica




para poder microencapsular estos microorganismo, el tiempo corto, y el tamafio de particula

es adecuado para la formulacion de alimentos.

Estudios han mostrado que los microorganismos del género Bifidobacterium pueden ser una
buena opcién para la elaboracion de alimentos probidticos. Por lo tanto, una vez
seleccionados los tipos de cepas que seran utilizados, es importante estandarizar las técnicas
para determinar la viabilidad de estos microorganismos. Asi, los analisis de viabilidad
deberian permitir la determinacion de la evolucion tanto de los cultivos iniciadores asi como
de los Probioticos previamente encapsulados. De igual manera, permitirian conocer la

resistencia de este producto en condiciones de digestion gastrointestinal simulada.




II. Justificacion

Una opcidn de alimentacion para poder favorecer la salud son los alimentos probiotico. Estos
son caracteristicos por contener microorganismos vivos que al ser alojados en tracto
intestinal nos transmiten proteccidon contra microorganismos patdgenos. Muchos
microorganismos han sido estudiados, y uno de ellos es Bifidumbacterium lactis, este
microorganismo al alojarse en el tracto intestinal ademas de ayudarnos contra
microorganismos patogenos, ayuda a prevenir el cancer de colon, a la absorcion de vitaminas
y minerales y a la absorcion de calcio en los huesos. Por estos beneficios de esta bacteria se
ha pensado elaborar alimentos que la contenga, pero mantener vivas estas bacterias y
protegerlas del dafio tracto digestivo es muy importante, por esas razones se han estudiado

medios de proteccion para ellas.

La microencapsulacion por medio de aspersion es una técnica para poder conferirle
proteccion a la bacteria, para poder crear esta proteccion es necesario tener un agente que
forme una pared alrededor de la bacteria y formar una microcapsula, obteniéndolas en forma
de polvo después del secado por aspersion. Esta técnica por su tiempo corto y bajos costos,

se adecua para la elaboracion de alimentos.

La optimizacion de esta técnica variando el flujo de alimentacion y la concentracion de
material de pared, para poder encontrar un tratamiento el cual sea el mas eficiente, hablando
sobre el mayor rendimiento y la mejor proteccion conferida por el agente encapsulante
analizando la viabilidad después del secado y la cinética de comportamiento de viabilidad en

una prueba de simulacion géstrica, es la meta de este estudio.




I1I1. Objetivos

ITI.1 Objetivo general

Evaluar la viabilidad de Bifidobacterium lactis en microcapsulas obtenidas mediante
secado por aspersion

I11.2 Objetivos especificos

e Encapsular Bifidobacterium lactis mediante secado por aspersion, empleando como
agentes encapsulantes B-ciclodextrina-goma arabiga variando concentraciones y el
flujo de alimentacion.

e Analizar la viabilidad de Bifidobacterium lactis posterior al secado por aspersion asi

como a la simulacion de condiciones del tracto gastrointestinal




IV. Lugar de trabajo

Este estudio se realizo en las instalaciones del laboratorio de investigacion ubicado dentro
del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez que se encuentra en Carretera Panamericana
Km. 1080, C.P. 29050, Apartado Postal: 599, bajo cargo de M.C.A. Jos¢ Luis Méndez
Navarro, Director del I.T.T.G. el instituto tiene la misién de Formar de manera integral
profesionales competentes, en el campo de la ciencia y la tecnologia, con actitud
emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los valores Institucionales y la vision
de ser una Institucion de excelencia en la educacion superior tecnologica, comprometida con

el desarrollo socioecondmico, sostenido y sustentable de la region.

El laboratorio de investigacion cuenta con mesas de trabajo, cdmara de incubacion,
incubadoras, balanzas analiticas y granatarias, estufa de secado, y estufas de secado al vacio,
bombas de vacio, homogeneizadores, equipos de refrigeracion y congelacion, autoclaves,
agitadores, secador por aspersion, material de vidrio, equipos de calentamiento como

mecheros y parrillas, campana de extraccion, reactivos, etc.

Cabe destacar que para este estudio se utilizo el equipo de centrifuga con control de
temperatura del laboratorio de biologia molecular y analitica, dentro de las mismas

instalaciones del instituto tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.




V. Problemas a resolver

Al realizar este estudio se pretende optimizar el método de microencapsulacion por medio
de secado por aspersion de una solucion de B-ciclodextrina-goma ardbiga adicionada con
Bifidumbacterium lactis, para lograr transferir proteccion a la bacteria y pueda ser mas
resistentes a agentes externos y también soportar el proceso gastro-intestinal, aunado a esto
la bacteria sea alojada en buen numero en el intestino y donen sus beneficios al cuerpo

humano.

La optimizacién del microencapsulado por medio de secado por aspersion se tomara en
cuenta la variacion de concentracion del agente encapsulante, asi como el flujo de
alimentacion al equipo de atomizacion, monitoreando el rendimiento de secado y la

viabilidad de la bacteria antes y después del microencapsulado.




VI. Alcance y limitaciones

Dentro del alcance de este trabajo de residencia, fue encontrar el tratamiento de relacion
optimo de concentracion de agente encapsulante y flujo de alimentacion al atomizador del
equipo de secado por aspersion, respecto al microencapsulado los resultados fueron llevados
al andlisis estadisticos el cual dedujo que los todos los tratamientos no tienen diferencia

significativa.

En la prueba de simulacion géstrica, donde se sometid a las microcapsulas a un ambiente
simulado de acidez y sales biliares, fue donde se comparé con mejores resultados la

proteccion que le transfiere el microencapsulado,

Se puede decir, que el tiempo en el que se realizo este estudio no fue suficiente para poder
analizar el poder de proteccion a las bacterias en un ambiente de almacenamiento
refrigerado, ademds de poder crear algin producto alimenticio adicionado con el polvo
probidtico obtenido y hacer pruebas en animales, para poder asentar aun mas el poder

probidtico de esta bacteria y la proteccion que adquiere al ser microencapsulado.




VII. Marco tedrico
VII.1 Probioticos

Los problemas de alimentacion que existen en el mundo, se han estudiado diversos tipos de
bacterias que pueden dar un tipo de beneficio siendo consumidos, los profesionales en la
salud han prestado mdas atencién en los efectos de los alimentos con microbios vivos
(Probiodticos) en la salud humana. El término probidtico es una palabra relativamente nueva
que significa “a favor de la vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que
tienen efectos beneficiosos para los seres humanos y los animales. La observacion original
de la funcion positiva desempefiada por algunas bacterias se atribuye a Eli Metchnikoff, ruso
galardonado con el premio Nobel por sus trabajos en el Instituto Pasteur a comienzos del
siglo pasado, que afirmé que "la dependencia de los microbios intestinales con respecto a los
alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora de nuestro organismo y
sustituir los microbios nocivos por microbios utiles" (1). Por entonces el pediatra francés
Henry Tissier observo que los nifios con diarrea tenian en sus heces un escaso niimero de
bacterias caracterizadas por una morfologia peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bifidas”
eran, por el contrario, abundantes en los nifios sanos (2). Henry Tissier aislo por primera vez
una bifidobacteria de un lactante alimentado a pecho, a la que denominé Bacillus bifidus
communis. Tissier postulaba que las bifidobacterias desplazarian a las bacterias proteoliticas
que provocan la diarrea y recomend6 la administracion de bifidobacteria a lactantes que

padecian de este sintoma (2).

Como microorganismos probidticos se utilizan sobre todo, aunque no exclusivamente,
bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, En 1917, antes del descubrimiento
de Alexander Fleming de la penicilina, el profesor aleméan Alfred Nissle aislo una cepa no
patogena de Escherichia coli de las heces de un soldado de la Primera Guerra Mundial que
no habia desarrollado enterocolitis durante un brote grave de shigellosis. Los trastornos del
tracto intestinal frecuentemente eran tratados con bacterias no patdogenas viables, para
cambiar o reemplazar la microflora intestinal. La cepa de Escherichia coli de Nissle 1917 es

uno de los pocos ejemplos de un probiotico no BAL. (3)




VIL.2 Bifidumbacterium lactis

Las bacterias del género Bifidobacterium, son bacterias Gram positivas, catalasa negativo,
no forman esporas, son estrictamente anaerobicas. Su temperatura 6ptima de crecimiento es
entre 37°C y 41°C (alcanzando una minima de entre 25°C a 28°C y una maxima que fluctua
entre los 43°C a 45°C) y su pH 6ptimo oscila entre los 6,5 -7,0 (limite inferior entre 4,5-5,0
y un limite superior 8,0-8,5). Degrada exclusivamente la glucosa y produce acido acético y

acido lactico en una proporcion de 3:2 respectivamente (4).

Castillo (5), senala que estos microorganismos son de forma de baston delgado con extremos
algo mas ahusados y generalmente bifurcados; recién aislado presenta con frecuencia
engrosamientos terminales. Los bacilos, que jamas se presentan en cadenas, a lo sumo en

parejas, son bastantes delgados y miden 2 — 8 p de largo.

Entre los principales beneficios atribuidos a las bifidobacterias, esta la inhibicion de bacterias
patogenas, disminucion de riesgos de cancer al colon, aumento de la absorcion de calcio y

de la sintesis de vitaminas. (6).

Baron et al., (7), sefialan que Bifidobacterium lactis produce principalmente acido lactico, a
partir de muchos azucares y se considera como una especie de Lactobacillus por producir
ademads acetaldehido, diacetilo y etanol sin la generaciéon de CO». Se descubrieron varias
propiedades de este microorganismo, probandose que era incapaz de reproducirse en
presencia de oxigeno. Por esta razdn se clasificd en un género anaerdbico estricto llamado

Bifidobacterium.

Este cultivo termofilo, se aplica principalmente en la elaboracion de productos lacteos
(fermentados o dulces). Tiene una sensibilidad salina al 2,5% NaCl de un 50% de inhibicion

y con un 3,0% de un 100% inhibicion (8).




VIIL.3 Microencapsulacion

Los procesos de Microencapsulacion fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por la
National Cash Register para la aplicacion comercial de un tinte a partir de gelatina como
agente encapsulante mediante un proceso de coacervacion. La utilizacion de microcapsulas
abarca una amplia gama de campos: la liberacion controlada de sabores, colores, aromas,

perfumes, drogas, fertilizantes y precursores en impresiones. (9).

La microencapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas (sabores,
vitaminas o aceites esenciales) son introducidas en una matriz o sistema pared con el objeto
de evitar su pérdida, para protegerlos de la reaccidon con otros compuestos presentes en el
alimento o para impedir que sufran reacciones de oxidacion debido a la luz o al oxigeno.
Una ventaja adicional es que un compuesto encapsulado se libera gradualmente del agente
que lo ha englobado o atrapado y se obtienen productos alimenticios con mejores
caracteristicas sensoriales y nutricionales. Se utiliza también el término microencapsulacion
en la industria alimentaria o farmacéutica cuando se encapsulan sustancias de bajo peso

molecular o pequefias cantidades (9).

La microencapsulacion actualmente, se aplica para preservar y/o proteger numerosos
ingredientes comerciales. El material que es cubierto se define como fase interna y el
material que recubre es denominado de pared y generalmente no reacciona con el material a

encapsular (Figura 1) (10).

Cubierta (Shell)

Material activo (core)

Figura 1. Estructura general de una microcapsula (11)

10



VIL3.1. Microencapsulacion mediante secado por aspersion

El secado por aspersion (figura 2) es usado ampliamente en las industrias de los alimentos
debido a que es un método econdmico y efectivo en la proteccion de materiales, como en la
deshidratacion de leche. Los almidones modificados, la maltodextrina y las gomas son
empleados como acarreadores o materiales pared. El material a encapsular es homogenizado
con el acarreador; la mezcla es alimentada al secador por aspersion y se atomiza por medio

de una boquilla o disco; las microcapsulas se colectan posteriormente. (9).

' y i
Allrnan':acmn Tat
A
Ts1 S G
het Ta3
Ag2 ‘ Y3
Tsz . Y2 C
. Taz, X2
Aire
Gm
Ha1
Y
Tat Kz Ha
S - Céamara de secado I - Supuesto intercambiador de calor (ficticio)
C - Separador ciclénico R - Calentador de resistencias
B - Boquilla de atomizacion S - Soplador

P - Bomba de alimentacion

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de secado por aspersion

Por definicion, el secado por aspersion es la transformacion de un liquido en un material
solido, atomizédndolo en forma de gotas mintsculas en un medio secado en caliente. La
distribucion del tamaiio de las particulas obtenidas por este método es en general menor a
100 um, aunque debemos destacar que ello depende de las condiciones del proceso. Una de

las grandes ventajas de este proceso, ademds de su simplicidad a temperaturas elevadas es
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muy corto (5 a 30 s). El tipo de material encapsulante tendra influencia en la estabilidad de
la emulsion antes de secar, el tamafio de la particula, las propiedades de flujo, las mecéanicas

y en la vida util del material deshidratado (10).

La microencapsulacion es una técnica relativamente nueva que sirve para proteger a los
materiales encapsulados de factores que puedan causar deterioro, tales como el oxigeno, la

luz o la humedad (12).
VIIL.3.2. B-ciclodextrina-goma arabiga como agente encapsulante

Las Ciclodextrinas fueron descubiertas hace aproximadamente 100 afios. En la industria
farmacéutica, han sido principalmente utilizados para aumentar la hidrosolubilidad,

biodisponibilidad y estabilidad de diversas drogas de uso terapéutico.

Las CD son oligosacéaridos ciclicos, producidas por sintesis enzimadtica selectiva
(cyclomaltodextrin glucanotransferasa, CGTase). Existen tres CD con similar estructura y
constan de seis, siete, u ocho monomeros de glucosa (en forma de anillo) denomindndose

alfa, beta o gamma ciclodextrina, respectivamente (figura 3).

El acoplamiento especifico de los mondmeros de glucosa, da a cada ciclodextrina una rigida

estructura molecular con una “cavidad interior” de volumen determinado.

Esta “cavidad interna” de naturaleza hidrofobica, es una caracteristica estructural
fundamental de la ciclodextrinas, que le proporciona la capacidad de formar complejos con
otras moléculas de muy diversa naturaleza. Estas moléculas, deberan tener un tamafio
compatible con la cavidad interna de la CD, permitiendo formar asi un “complejo de

inclusion” estable.

Las Ciclodextrinas presentan como ventajas ser moléculas quimica y fisicamente muy
estables con capacidad de formar complejos con una gran variedad de compuestos
organicos, como resultado de este proceso de “inclusion” de compuestos dentro de la

molécula de ciclodextrinas, se logra mejorar las propiedades de biodisponibilidad,

12



solubilidad en agua, estabilidad en presencia de luz, calor y condiciones de oxidacion.

o y;.h...i;' i“ ". .
(Lt | Sgml )
Peetls

Figura 3. Ciclodextrina a, B, v, respectivamente, representando en cada una de ellas el diametro de

su concavidad

VI1.4 Estudio de condiciones gastrointestinales simuladas

Las bacterias usadas como complementos probidticos son comunmente entregados en un
sistema de alimentacion y, por lo tanto, comienza su viaje a la parte inferior del tracto
intestinal a través de la boca. Como tales bacterias probidticas, debe ser resistente a la
enzimas en la cavidad oral (por ejemplo, lisozima) (14) y también debe tener la capacidad
de resistir la digestion proceso en el estdbmago y el tracto intestinal. Berrada et al. (16)
informaron que el tiempo desde la entrada hasta liberacion en el estdbmago en unos 90 min.
Sin embargo, otros procesos digestivos tienen mas tiempo de residencia; por lo tanto, hay
una necesidad de que las bacterias sean resistentes a las condiciones estresantes del estomago

y el intestino superior, que contiene bilis.

El estrés celular comienza en el estdbmago, que tiene pH bajo de 1.5 (16), donde las bacterias
pasan a través de la condicion acida de dicho 6rgano; en el intestino delgado, el obstaculo
mas importante para los microorganismos son las sales biliares (17), por lo que los
probidticos para ejercer sus efectos benéficos no deben sucumbir a la accién de este

bactericida natural (18). La concentracién de sales biliares en el intestino humano son
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variables y dificiles de predecir (19). Las transformaciones microbianas de los 4cidos y sales
biliares son numerosas. Entre ellas destaca la hidrélisis, reaccion muy habitual en el tracto
intestinal de los animales (20). En este sentido una de los microorganismos mas estudiados
es Lactobacillus reuteri. Esta bacteria tiene la capacidad de desconjugar las sales biliares y
asi inactivar su potente accion biocida (21). Mecanismo utilizado por la mayoria de las
bacterias resistentes a estas sales y que es uno de los factores de disminucion del colesterol
plasmatico (22,23). Para mejorar la resistencia al paso por el estdbmago y primera parte del
intestino de los probioticos, Stanton y cols., (24) recomiendan someterlos a condiciones de
estrés sub-letal, como tratamiento con acidos o calor, que les provoca la expresion de genes

de respuesta adaptativa al estrés que los hacen mas resistentes.
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VIII. Procedimiento y descripcion de actividades realizadas

VIII.1 Materiales

Los materiales utilizados para los andlisis de viabilidad serdn el caldo MRS (de Man,
Rogosa, & Sharpe), pepsina, pancreatina, sales biliares y L-cisteina, fosfato mono potasico,

Como agentes encapsulantes seran empleados -ciclodextrina y goma arabiga.

VIIIL.2 Cepas microbianas y activacion celular

Bifidobacterium lactis se activd en 20 ml de medio de cultivo MRS, adicionado con 0.05 %
de L-cisteina, con la finalidad de crear un ambiente anaerobico y asi favorecer en su
desarrollo. Se realizaron dos activaciones, la primera con la finalidad restructuracion celular,
y la segunda activacion se hizo para tener un mejor desarrollo de biomasa de nuestra bacteria,
con menos estrés viniendo de una cepa liofilizada. La activacion tuvo una duracion de 24

horas cada una a 35 °C, haciéndose por duplicado para cada activacion.
VIIIL.3 Obtencion de la pasta celular

Para obtener la biomasa necesaria para el microencapsulamiento por secado por aspersion,
de la Gltima activacidn que se realizd se tomod 1 ml y transfirié a un matraz que contenia 800
ml de caldo MRS adicionado con 0.05% de L-cisteina, de la misma manera que la activacion,
esta se incubo por 24 horas a 35°C, las bacterias en fase de crecimiento estacionaria se
recuperaron mediante centrifugacion a 3900 rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se
desecho y la pastilla de biomasa se disolvid con 1 ml de solucién amortiguadora de fosfatos
(pH 7) para un lavado, se someti6 a centrifugacion nuevamente a las mismas condiciones,
de igual manera el sobrenadante se deseché y la pastilla celular se resuspendi6 con 2 ml de
agua destilada estéril, obteniendo un promedio de 1 g de pasta celular. La pasta se mantuvo

en condiciones de refrigeracion a 4 °C.
VII1.4 Preparacion y encapsulacion de la solucion probiotica

Se prepar6d soluciones de B-ciclodextrina a diferentes concentraciones segun el disefio
experimental, estas soluciones seran esterilizadas en autoclave a 121°C durante 15 min. Las
soluciones preparadas se mantuvieron a condiciones d refrigeracion hasta su uso. La pasta

celular obtenida de los microorganismos (Bifidobacterium lactis) se adiciond en la solucion
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de B-ciclodextrina para obtener 100 ml de solucion probidtica y esta se mezcld con un

homogeneizador (Ultra—Turrax IKA) a 5600 rpm.

Tabla 1. Disefio de experimento para el encapsulado por aspersion de Bifidobacterium lactis.

No.Exp  FA(mL/min) CMP (%)

| 7.5 25.7372
2 7.5 20
3 10.37 20
4 10 25
5 5 15
6 7.5 20
7 7.5 20
8 7.5 14.2628
9 4.63 20
10 5 25
11 10 15

FA=flujo de alimentacion, CMP=Concentracion de material de pared

La cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC/g) en la solucion probiotica (material
pared- pasta celular) serd determinaron por la técnica de Miles y Misra que consiste en
sembrar por triplicado alicuotas de 20 pl de cada una de las diluciones seriadas. Se realiz6
diluciones seriadas de 1 ml de la solucion probidtica desde 10-' hasta 10”7 en solucion
amortiguadora de fosfatos, se tomaron alicuotas de 20 pul y se sembrd en cajas Petri con agar
MRS adicionado con L-cisteina al 0.05 %. Las placas se colocaron dentro de un desecador
de policarbonato a una presion de vacio de 17 in Hg, para favorecer condiciones de

anaerobiosis durante el periodo de incubacion de 48 h a 35 °C.
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Las bacterias contenidas en la solucidén probidtica fueron encapsuladas en un secador por
aspersion Mini-Spray Dryer B-290. El aire que se utilizd6 como flujo de arrastre fue
previamente filtrado y después calentado a través de resistencias eléctricas. Se utilizd un
flujo volumétrico de aire caliente de 28 m’/h ajustando el aspirador a un 100% de su
capacidad, un total de 11 experimentos fueron realizados, en donde se utilizaron
temperaturas de entrada a 160°C y el flujo de alimentacion varid dependiendo del

experimento, la tabla 1 muestra los diferentes experimentos realizados.

Los polvos probidticos asperjados fueron monitoreados mediante la técnica de Miles y

Misra, descrita anteriormente, durante almacenamiento.
VIIL.S Viabilidad de las bacterias encapsuladas

Después del encapsulamiento por aspersion de la solucidon probiotica y la obtencion de los
polvos probidticos, se tomo 1 g de cada uno de los polvos Probidticos y se realizé diluciones
seriadas desde 107! hasta 10 en solucion amortiguadora de fosfatos, de estas diluciones se
tomaron alicuotas de 20 pl y se sembr6 en cajas Petri con agar MRS adicionado con L-
cisteina al 0.05 %, siguiendo la técnica de Miles y Misra, las placas se colocaron dentro de
un desecador de policarbonato a una presion de vacio de 17 in Hg, para favorecer

condiciones de anaerobiosis durante el periodo de incubacion de 48 h a 35 °C.
VIIL.6 Viabilidad de las bacterias encapsuladas en condiciones acidas y biliares

El estudio de viabilidad en condiciones gastricas de bacterias probioticas encapsuladas se
realizara siguiendo el método propuesto por Picot y Lacroix (25) con ligeras modificaciones.
Las células de Bifidobacterium lactis seran expuestas primeramente a una solucion de jugos
gastricos simulados (HCI y pepsina ba pH 1.9 por 30 min) y de forma continua, a una
solucion de jugos intestinales simulados (Sales biliares y pancreatina a pH 7.5 por 5.5 h) a
una temperatura de 37°C monitoreandose los cambios en el contenido total de las bacterias

vivas en la mezcla digestiva.

El jugo géstrico simulado serd preparado mediante la dispersion de pepsina (0.26 g/L) en
HCI 0.1N ajustando el pH a 1.9 con HCI IN. El jugo pancreético serd simulado mediante
una dispersion de pancreatina (1.95 g/L) en un Buffer de fosfatos de sodio estéril (0.02M,
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pH 7.5) ajustando el pH a 7.5 con NaOH 1N. La solucién concentrada de sales biliares sera

preparada disolviendo el extracto biliar en polvo en agua destilada (150 g/L).

Para las bacterias encapsuladas, se tomaran 2 g del polvo y se colocardn en 12.5 mL de agua
destilada en una probeta estéril, ajustando el pH a 1.9 con HCI 1N y el volumen a 15 mL con
agua destilada estéril. Posteriormente se adicionara la solucién de pepsina (5 mL), teniendo
un volumen final de 20 mL. La suspension bacteriana se incubara a 37°C (bafio de agua)
durante 30 min. Transcurrido este tiempo se detendra la reaccion incrementando el pH a 7.5
con NaOH 1N y se tomara una alicuota de 1 mL para determinar el nimero viable de células
en condiciones acidas. Inmediatamente se afiadird 1.25 mL de Buffer de fosfatos de sodio
estéril (0.5M, pH 7.5) y 0.5mL de la solucion de sales biliares. Se ajustara aunpH a 7.5 y
un volumen a 22.5 mL con agua destilada estéril. Se afiadiran 2.5 mL de jugo pancreatico
simulado, obteniendo un volumen final de 25 mL. Se incubara a 37°C y se tomaran alicuotas

de 1 mL para la cuantificacion bacterianaa 1,3 y 6 h.

VIIL.7 Disefio experimental y analisis estadisticos

Se empled el software Statgraphics version V.1 Centurion, para realizar el analisis de
varianza con un nivel de significancia del 95%, para observar los factores significativos asi

como una prueba de tukey para la comparacion de medias.
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IX. Resultados, planos, graficas, prototipos y programa
IX.1 Rendimiento de proceso
El proceso de secado por aspersion mostrd porcentajes de rendimiento entre el 56 y 78%,

con una viabilidad entre 82 y 99%, actividades de agua de 0.17 a 0.43 y con un porcentaje

de humedad entre 1.3 a 13.0.

Tabla 2. Resultados del rendimiento de polvo asperjado, viabilidad, actividad de agua y
porcentaje de humedad obtenidos después de la microencapsulacion de Bifidobacterium
lactis

No. Exp FA .
(ml/min) CMP (%) RPA (%) V (%) AW H (%)

1 7,5 26 56 96 0,26 10,6
2 7,5 20 62 82 0,25 10,3
3 10,37 20 60 90 0,17 9,0
4 10 25 64 85 0,21 10,7
5 5 15 78 91 0,22 10,1
6 7,5 20 76 83 0,36 13,0
7 7,5 20 75 88 0,17 10,5
8 7,5 14 70 87 0,43 12,4
9 4,63 20 61 95 0,28 4.4
10 5 25 60 96 0,40 3,4
11 10 15 56 99 0,22 1,3

No. Exp. = ntimero de experimento; FA= flujo de alimentacion; CMP= concentracion de material de
pared; RPA= rendimiento de polvo asperjado; V= viabilidad; AW= actividad de agua; H= porcentaje de
humedad.

El estudio de rendimiento y viabilidad indica que el experimento 5 mostr6 un 78 % de
rendimiento y una viabilidad del 91%, en el cual se emple6 un flujo de alimentacion de
Sml/min y una concentracion de material de pared del 15%, sin embargo, el experimento 11
es el que presenta mayor porcentaje de viabilidad con un 99 % y un rendimiento menor. Por
lo que la eleccion del mejor tratamiento serd con base a las diferentes variables de estudio.
De igual forma todos los experimentos presentaron porcentajes de viabilidad superiores al

82 %.
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La actividad de agua (aw) es una medida indirecta del contenido de agua que se encuentra
disponible en un producto y puede participar en diferentes reacciones y asi favorecer o
disminuir el crecimiento microbiano. Picot y Lacroix (25) indican que los alimentos secos o
deshidratados deben presentar una aw menor a 0.6 para ser consideradas estables; esto
permite asegurar que el proceso de deshidratacion permite proteger a las células mediante la
disminucion de la actividad de agua presente en la capsula y con ello reducir las reacciones
de inactivacion. Sin embargo, una menor actividad de agua (aw<0.25) garantiza la
estabilidad de los microorganismos probioticos encapsulados, por lo cual la mayoria de los
experimentos presentan las actividades de agua menores a 0.2, lo que nos indica que las

capsulas son estables.

Posteriormente, la prueba de Tukey con un nivel de confiabilidad del 95%, indic6 que el
rendimiento de secado, la viabilidad, la actividad de agua y el contenido de humedad no
mostraron efecto significativo (figuras 4, 5, 6 y 7). Estadisticamente los resultados en todos
los parametros medidos son iguales, es decir, que cada uno de los experimentos entre si no

hay diferencia significativa, la tabla 3 nos indica los valores de p de cada anélisis de varianza

Medias y 95.0% de Tukey HSD

Rendimiento

Experimento

Figura 4. Prueba de Tukey con un nivel de confiabilidad del 95 % con respecto al
rendimiento del secado por aspersion.
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Figura 5. Prueba de tukey con un nivel de confiabilidad del 95 % con respecto a la
viabilidad de los microorganismos microencapsulados.
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Figura 6. Prueba de tukey con un nivel de confiabilidad del 95 % con respecto a la
actividad de agua de los polvos probioticos.
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Figura 7. Prueba de tukey con un nivel de confiabilidad del 95 % con respecto al
contenido de humedad de los polvos probidticos.
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El andlisis de varianza nos indica que tratamientos tienen un efecto significativo (p<0.05)
sobre los pardmetros: rendimiento de secado por aspersion, viabilidad, actividad de agua y
contenido de humedad, Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0.05, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los pardmetros

utilizados (tabla 3).

Tabla 3. Analisis de varianza de las diferentes determinaciones en la optimizacion
del secado por aspersion

DETERMINACION VALOR

RPA (%)

Razon-F 1,13
Valor -p 0,5498
V(%)

Razon-F 3,13
Valor -p 0,2649
AW (%)

Razon-F 0,85
Valor -p 0,6424
H (%)

Razon-F 8,06
Valor -p 0,1151

El incremento de la velocidad del flujo de alimentacion trae consigo un incremento del
porcentaje de sobrevivencia, pero el rendimiento de secado es menor, esto puede deberse a
la incompleta atomizacion y secado, resultando en una mayor proteccion de las células

durante el proceso de asperjado.

En investigaciones se indica que Bifidobacterium lactis, presenta una gran resistencia a la
encapsulacion por aspersion, observandose con reducciones minimas o nulas de los ciclos
logaritmicos posterior al proceso de aspersion. Favaro-Trindale y Grosso (2002), presentaron

porcentajes de viabilidad de alrededor del 98% para Bifidobacterium lactis empleando
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secado por aspersion a temperaturas de 160 y 190°C, datos que resultan similares a los

encontrados en este trabajo.

IX.3 Viabilidad de las bacterias microencapsuladas después de ser sometidas a
condiciones acidas y biliares

Con el fin de ejercer sus efectos benéficos en el huésped, las bacterias probidticas deben
estar vivas y presentarse en el momento del consumo y ser capaz de alcanzar el intestino
grueso en cantidades suficientemente altas (concentraciones superiores a 10 UFC/g de

producto) para facilitar la colonizacion y proliferacion (26).

Los resultados de la prueba de simulacion gastrica mostraron que todos los experimentos sin
excepcion presentaron un descenso marcado al ser sometidas a los jugos géstricos simulados,
después tras el cambio de pH (de 1.9 a 7.5), donde ocurre el transporte del estomago al
intestino, son sometidas a la presencia de las sales biliares simuladas, los experimentos
presentaron estabilidad sobre la viabilidad de estas, durando aproximadamente 3 horas. En
el ultimo periodo de la simulacion, Bifidobacterium lactis tuvo una aparente regeneracion
celular mostrando un incremento en la viabilidad. Como podemos ver en la figura 8 los
experimentos se pueden dividir en tres grupos y los podemos clasificar en muy resistentes,
regulares y baja resistencia; cabe destacar que todos los experimentos muestran
concentraciones superiores al valor optimo requerido, por lo que su efecto benéfico es

viable.
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Figura 8. Viabilidad de los polvos probidticos en condiciones gastricas simuladas.

Para poder identificar que experimento fue el mejor en la prueba de simulacion géstrica, no
podiamos utilizar la figura 8, porque en esa grafica los valores iniciales varian en cada uno
de ellos. Por lo tanto cada valor de la cinética se dividié en su valor inicial con la finalidad

de que todas las cinéticas comenzaran en 1. La figura 9 muestra estos resultados.
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Figura 9. Viabilidad de los polvos probidticos con punto inicial tnico

En la figura 9 se evidencid que el experimento 1 mostrd la mayor resistencia a los jugos
gastricos simulados, pero no demostré tendencia a generacion celular. Sin embargo, el
experimento 3, aun presentando una menor resistencia en comparacion al experimento 1,
muestra regeneracion celular permitiendo una concentracion superior de 10° UFC/g
superando a la cantidad de ufc/g del experimento 1. El experimento 5 exhibe ser mas
susceptible a la condicién géstrica, esto podemos relacionarlo con el bajo rendimiento de
polvo probidtico que tuvo, por lo que la capsula no logré una cobertura total y permite el
contacto de las bacterias con el ambiente dando lugar a la muerte celular. La viabilidad en
todos los experimentos es evidente, y la “regeneracion celular” se observa en todas las
pruebas. El experimento 10 mostrd tener una regeneracion celular durante la estadia de las
sales biliares simuladas y ser aquel con mayor regeneracion en el disefio experimental.
Aunque todas las pruebas estadisticamente son iguales en el secado por aspersion, en la
prueba de la simulacion géstrica se dan a conocer el poder de proteccion que le trasfiere la

microencapsulacion.
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IX. Conclusiones y recomendaciones

La Microencapsulacion mediante secado por aspersion es una técnica apropiada para

poder encapsular Bifidobacterium lactis.

En el proceso de secado por aspersion, un flujo de alimentaciéon de 5 ml/min y una
concentracion de material de pared de un 15%, promueven un mayor rendimiento y

alta viabilidad.

Con base al disefio experimental, el flujo de alimentacion y la concentracion del

material de pared no presentaron efecto significativo.

La B-ciclodextrina-goma arabiga como material de pared presenta ser eficiente para
la microencapsulacion de Bifidobacterium lactis al resistir condiciones del proceso

de secado por aspersion asi como el proceso de gastrointestinal simulado.

Es importante realizar réplicas de los bloques de experimentacion, para poder

compararlos y tener un analisis mas certero y confiable.
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