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RESUMEN

Rodriguez Pérez Krysthel. M en C en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec.
Febrero 2016. “Efecto de un multi-compuesto polimérico en la encapsulacién de
Lactobacillus reuteri y fibra dietaria de carambola”. Directora: M.C. Ernestina Paz
Gamboa. Co-Directora: Dra. Maria de los Angeles vivar Vera.

Las bacterias probidticas aportan beneficios a la salud, siendo importante su
incorporacion a nuevos productos alimenticios. Sin embargo, presentan sensibilidad
a condiciones adversas de procesamiento del producto y a través del tracto
gastrointestinal. Actualmente, la encapsulacion multiple (utilizacién de biopolimeros
e ingredientes funcionales) es la tendencia para mejorar la viabilidad de dichas
bacterias. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un multi-compuesto
biopolimérico de encapsulacion formulado con extracto de concentrado de fibra
dietaria de bagazo de carambola en la viabilidad y caracteristicas fisicas de
encapsulados de Lactobacillus reuteri. La concentracion inicial de L. reuteri fue de
10 Log UFC/mL. A partir del concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola
(CFDBC) se obtuvo el extracto (ECFDBC) mediante filtraciéon. Los encapsulados se
obtuvieron mediante extrusion manual (aguja 21Gx32mm), las formulaciones
consistieron en 2% de alginato de sodio (AlgNa), 0.015% goma xantana (GX), 2%
del ECFDBC y dos tipos de quitosano: bajo y medio peso molecular (QBPM y
QMPM) a 0.2 y 0.4% y un control. Se determin6 el rendimiento y eficiencia de
encapsulacion; asi como la viabilidad (0, 15 y 30 dias). Se analizo la tolerancia al
pH (2, 3.5, 5y 6.5) y temperatura (70,80 y 90 °C). Se determind el peso unitario,
tamano y fuerza de compresion a las capsulas. Los resultados fueron analizados
por medio de un ANDEVA vy tratados por un modelo matematico empleando un
disefio factorial 2k, utilizando Minitab 16 y MATLAB. El rendimiento de
encapsulacion fue de 63.03%. EI porcentaje de eficiencia aumentd
significativamente con la incorporaciéon del ECFDBC. La viabilidad durante el
almacenamiento se mantuvo por el ECFDBC sin importar el tipo y concentracion de
quitosano. Los encapsulados de L. reuteri a partir de AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM
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0.4% con 30 dias de almacenamiento, mostraron mantener la viabilidad en valores
de 7 Log UFC/mL bajo condiciones de pH 2 y 3.5 y a temperatura de 90 °C/15 min
con 15 dias de almacenamiento. Los encapsulados incrementaron el peso unitario
y tamafo cuando se utilizaron pH superiores a 3.5, con incrementos de fuerza de
compresion cuando son sometidos a pH acido. Por lo que, es factible utilizar estos

encapsulados a condiciones de pH acidos y temperaturas elevadas.
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ABSTRACT

Rodriguez Pérez Krysthel. Master in Food Science. Instituto Tecnologico de
Tuxtepec. Febraury 2016. "Effect of multi-polymer compound in the encapsulation
of Lactobacillus reuteri and starfruit dietary fiber". Advisor. M.C. Ernestina Paz
Gamboa. Co-Advisor: Dra. Maria de los Angeles Vivar Vera.

Probiotic bacteria provide health benefits, being important the design of new food
products. However, they are sensitive to adverse food processing conditions and
through the gastrointestinal tract. Currently, multiple encapsulation (use of
biopolymers and functional ingredients) is the trend for improving the viability of such
bacteria. The aim of this study was to evaluate the effect of a multi-encapsulation
compound formulated with a biopolymer extracted from a high dietary fibre powder
from carambola viability and physical characteristics of encapsulated Lactobacillus
reuteri. The initial cell counts of L. reuteriwas 10 Log CFU/mL. From the high dietary
fibore powder from carambola (HDFPC) the extract of HDFPC was obtained by
filtration. The beads were obtained manually extruded through a sterile syringe
(21Gx32mm needle). The formulations consisted of 2% sodium alginate (NaAlg),
0.015% xanthan gum (XG), 2% of extracted of HDFPC, chitosan of two types: low
and medium molecular weight (ChLMW and ChLMW) from 0.2 to 0.4%. The
encapsulation yield and efficiency was determined; and the viability stored (0, 15
and 30 days). Test for their tolerance at pH (2, 3.5, 5 and 6.5) and temperature (70,
80, and 90 °C). The unit weight, size and beads compression mode were
determined. Regression equation and ANOVA performed to determine regression
coefficients with statitiscal significance of mathematical model qualitative variables
of 2% factorial design, using Minitab 16 and MATLAB. The encapsulation yield was
63.03%. The efficiency (%) increased significantly with the addition of EHDFPC. The
viability during storage is maintained by EHDFPC, no affect the type and
concentration of chitosan. Encapsulates L. reuteri from NaAlg-XG-EHDFPC-
ChLMW 0.4% with 30 days of storage, showed maintain viability in appropiated
levels of 7 log CFU/mL under conditions of pH 2 and 3.5 and temperature of 90 °C/15
min with 15 days of storage. The encapsulated increased unit weight and size when

used above pH 3.5, with increments of compressive mode when subjected to acid

ABSTRACT vii
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pH. So, it is feasible to use these encapsulated at acidic pH conditions and high

temperatures.

ABSTRACT viii



—
&
=
Z
=&

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

CONTENIDO
RESUMEN ...ttt b bbbt b bt ne e Vi
ABSTRACT ...ttt bttt b ettt b ettt b ettt b ettt b et b b s vii
CONTENIDO ...ttt ettt bbbt b et e b bbb s ix
LISTA DE TABLA ...ttt ettt bbbt ettt b et e b e e ee et Xii
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt s b nes xiiii
LINTRODUGCCION ......oooeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e saes s sass s snsansans 1
1. MARCO TEORICO ...ceoureirmeeiseeesseeeissesssseessssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssessssnsssssssssess 3
2.1 AlIMENtOS FUNCION@IES .........coueuiiiiiiiciicicee ettt 3
2.2 PrODIOLICOS ...ttt 4
2.2.1 LACIOBACIHIUS FQUIBH ...ttt st 6
2.2.2 Factores influyentes en la viabilidad de l0s probidticos...........cccecvevivencncncneeeene. 7
2.3 PIrEDIGLICOS ..ottt sttt sttt ae e tesreentenreeneenne s 9
2.3.1 CarambOl@.........covciriiiiei et 10
b g Toz= T o 11U =T 1] o S USN 11
2.4.1 Técnicas de enCapSUIACION ..........cccvereereiiieiie et e e s re e sbe e e e s aesraesreeeeens 12
D2 g = {1 =3 o o SRS 13
2.4.2 Materiales eNCapPSUIANTES .........cooviiiiiieeecee ettt e ereere e 14
D S I [ 11 = | (o SRS 15
2.4.2.1.1 Estructura del AlgINato ..........ooiiiiiee e 15
2.4.2.2 GOMA XANEANA ..ottt ettt 17
2.4.2.3 QUITOSANO .....oviniiiiiecect e 18
2.4.2.3.1 Propiedades y caracteristicas del QuitosSano ...........cccecvvvecieviieeceveeiennn, 19
2.4.2.3.2 Combinacion del Quitosano con Microorganismos ..........ccccceveveecvereseennns 19
2.5. Caracterizacion de 10s encapsulados............cccceviiieiiiieieieceeeeeee e e 20
2.5.1 Métodos de lIDEraCioN ..........ccccceeiriiririeieieieee e 20
2.6 ANTECEDENTES........oo ottt 21
2.7 JUSTIFICACION ...t 24
2.8 OBUETIVOS......o ittt ettt ettt bbbt bebenenes 25
2.8.1 ODJEUIVO GENETAL ...ttt sttt e s teesa e b e ereenee e 25
2.8.2 ODbjetivos €SPECITICOS ......oueiiiiiriiieieieie e 25
. MATERIALES Y METODOS ...ttt sesaee s ssesses s ssses s sses s ssessss s senssnes 26

CONTENIDO iX



—
&
=
Z

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

3.1 CoNdIiCIONES A CUITIVO .....c.venviieniciieiieieest ettt
3.2 Obtencion del Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola...... 27
3.2.1 Determinacion del contenido de Fibra dietaria Soluble en el ECFDBC.................... 28
3.3 Esquema general del trabajo experimental...........cccceeeeeneeecennrieieeeeee e 28
3.4 Formulacién del multi-compuesto encapsulante............ccccocvveecevieeecicecceceeeee e, 29
3.5 Obtencidén del multi-compuesto bipolimérico formulado con ECFDBC en la
E€NCAPSUIACION AE L. FOUIEI ..ottt ettt ettt et et sesteeneensesnee e e 30
3.6 Liberacion del L. reuteri de [0s encapsulados..........cccocuveveveieececeeeeseseeeee e 31
3.7 Determinacién de la Eficiencia y Rendimiento de la encapsulacion ...........cccccocvvveeneee. 31

3.8 Determinacién de la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri encapsulado.

........................................................................................................................................................... 32
3.9 Determinacién de la tolerancia a pH de L. reuterilibre y encapsulado..............c..c........ 32
3.10 Determinacion de termotolerancia de L. reuterilibre y encapsulado.............cccccoeueee. 33
3.11 Caracterizacion fisica de 10s encapsulados ...........ccccveeevereecenienceeseeee e 33
3.11.1 Determinacién del tamafio de 1as CApSUIaS.........cccecevvveeciirecciereceeeree e 33
3.11.2 Determinacién del Peso unitario de las capsulas ..........cccovveveveveeceneeceeneseeee, 33
3.11.3 ReSIStENCIa MECANICA ......ccerviriiiiieicieee et 34
3.12 ANAIISIS €StadiStICO.....ccuerviiiieieieee s 34
3.12.1 DiseNo eXPeriMeENntal...........ccoccieiiiiiieiiiiiceece ettt ettt ebeebeeree s 34
IV. RESULTADOS Y DISCUSION ......cooivrrerieeiteetesees s saessaeens 37

4. 1 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de L. reuteri utilizando un multi-
compuesto biopolimérico formulado con extracto de fibra dietaria de bagazo de carambola

(ECFDBEC)...ciiitetieteieieie ettt sttt s ettt et e ebe e et e s e s e s s e s e saesassese st eseesessesens et ansesensesensenesens 37

4.1.1 Determinacion de la viabilidad durante los 0, 15 y 30 dias de almacenamiento a 4
°C de L. reuteri @NCAPSUIAAO .........couveiuiiiiicieceeeeteecee ettt ettt e s beebeebe e baesbaesaveeareereens 41
4.2 Determinacion de la tolerancia a pH de L. reuterilibre y encapsulado............ccccc.c...... 45
4.3 Determinacion de la termotolerancia de L. reuterilibre y encapsulado.......................... 52
4.4 Caracterizacion fisica de encapsulados de L. reULE I ..........ccceueeeeeeeveeeiesienieieseseeeeenns 54

4.4.1 Determinacion de peso unitario, tamafio y fuerza de compresion durante el
AlMAaceNAMIENTO @ 4 “C ..ottt ae et este st et e te e e e eneene e 54

4.4.2 Determinacion del peso unitario, tamafo y fuerza de compresion de la formulacion

AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 0.4 sometida a diferentes valores de pH. ........cccccoovecvvernennnne 59
V. CONCLUSIONES ... oottt st sttt s s bestessestessesenseneenennens 64
VI.REFERENCIAS ...ttt st sttt ettt et s tesbestense s eneenaeneenens 65

CONTENIDO X



—
&
=
Z

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

LISTA DE TABLA
Tabla 1. Microorganismos empleados comunmente como probidticos..........cccvvvvecreveeeennnne 5
Tabla 2. Retos involucrados en la incorporacion de probidticos en alimentos...................... 8
Tabla 3. Materiales empleados en la encapsulacion............ccccooeveeviieeceneceececeee e 15

Tabla 4. Composicién quimico proximal del Concentrado de Fibra dietaria obtenido a partir

del bagazo de CarambOIa ..o e 11
Tabla 5. Formulacién de capsulas con mezcla de biopolimeros y ECFDBC ...................... 30
Tabla 6. Niveles codificados del disefio experimental............cccoovieviiiecenivcceceseeee e 35
Tabla 7. Niveles codificados del disefio experimental............ccccovveeviiiecenicceeceneeee e 36

Tabla 8. Numero de células viables antes y después de la encapsulacién con y sin
ECFDBC ...ttt ettt b etk s ettt n etk b st b b e n et ete et ae s e e etetas 38
Tabla 9. Eficiencia de 1a encapsulacion.............ccoeeceviiiecerieeere et 38
Tabla 10. Viabilidad de los encapsulados con QBPM después de someter a diferentes
pHs durante 0 dias de almacenamiento @ 4°C.........ccoovvieieieeneeeeeee s 46
Tabla 11. Viabilidad de los encapsulados con QBPM después de someter a diferentes
pHs a los 15 dias de almacenamiento @ 4°C..........ooveiiiiiieiiecciececeeee et 47
Tabla 12. Viabilidad de los encapsulados con QBPM después de someter a diferentes
pHs a los 30 dias de almacenamiento @ 4°C..........coioieiieiieciecie e ereereens 487
Tabla 13. Viabilidad de los encapsulados con QMPM después de someter a diferentes
pHs a los 0 dias de almacenamiento @ 4°C .........c.oooieiieiieiiecee et ere v 509
Tabla 14. Viabilidad de los encapsulados con QMPM después de someter a diferentes
pHs a los 15 dias de almacenamiento @ 4°C..........ooveviiiiieieciiieeeeeee et e 50
Tabla 15. Viabilidad de los encapsulados con QMPM después de someter a diferentes
pHs a los 30 dias de almacenamiento @ 4°C.........ooviiceecicieeeeee e 51
Tabla 16. Evaluacion de la viabilidad de los encapsulados por efecto del tratamiento
termico @ 70 C POr 10 Y 15 MN...iiiiiiiiceeceeee ettt st saesresenenre s 53
Tabla 17. Evaluacion de la viabilidad de los encapsulados por efecto del tratamiento

térmico @ 80 C POr 10 Y 15 MM ..ottt sre et s esresenense s 53

LISTA DE TABLAS Xi



MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

Tabla 18. Evaluacion de la viabilidad de los encapsulados por efecto del tratamiento
termico @ 90 C POr 10 Y 15 MM ..iiiiiiieee ettt s aesresrnenre s 53
Tabla 19. Determinacion del Peso unitario de encapsulados de L. reuteri durante los dias
de almacenamiento @ 4 PC......o o 55

Tabla 20. Determinacion del Tamano de encapsulados de L. reuteri durante los dias de

alMAaceNaMIENTO @ 4 “C ..ottt 55
Tabla 21. Peso unitario de las capsulas sometidas a diferentes pHS.......cccccovverreneeennne. 598
Tabla 22. Tamanio de las capsulas sometidas a diferentes pHS ........cccevvvecinieceiieeeene 59
Tabla 23. Fuerza de compresién de las capsulas sometidas a diferentes pHs ................... 60
Tabla 24. Peso de las capsulas sometidas a diferentes temperaturas ..........ccccceevevveenene. 62
Tabla 25. Tamano de las capsulas sometidas a diferentes temperaturas............cccceeueeee. 62
Tabla 26. Fuerza de compresién de capsulas sometidas a diferentes temperaturas.......... 62

LISTA DE TABLAS Xii



MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Factores influyentes en la viabilidad de los probidticos.............ccccvvevivercneniennnenne. 7
Figura 2. Representacion del principio de funcionamiento del extrusor...........cccoceevvvennee. 13

Figura 3. Montaje empleado a nivel laboratorio en la obtencion de capsulas por gelificacion

ionica usando una bomba PeriStaltiCa...........coocvviiiieceie e 14
Figura 4. Monomeros de ACidO algiNiCO.......c.cccveviiiiieieieceee e 15
Figura 5. Bloques poliméricos de acido manurénico (M) y acido gulurénico (G)................. 16

Figura 6. "Modelo de la caja de huevo" ilustrando formacion de gel con un ion divalente de

[o7= 1 o3 [0 NSRRI 16
Figura 7. Estructura quimica del QUItOSAN0........ccceevieiiiciiceeeeeee e e 18

Figura 8. Obtencion del Concentrado de fibra dietaria a partir del bagazo de carambola

(AVEITNOA CAIAMDOIA) ..ottt sttt ettt sttt neens 27
Figura 9. Obtencion del ECFDBC..........co ettt st 27
Figura 10. Esquema conceptual del trabajo...........cccvevveeiieicice e 29

Figura 11. a) Encapsulados de L. reuteri con ECFDBC; b) Encapsulados de L. reuteri sin
ECFDBC ...ttt ettt sttt a ettt e s et s e R e e e Re st R e s se et ene et eneete e tenes 37
Figura 12. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri
encapsulado sin ECFDBC recubiertos con quitosano de bajo peso molecular a una
conCENtraCion d€ 0.2 Y 0.4%0 ..c.oveieieieeeeses ettt ettt 43
Figura 13. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri
encapsulado con ECFDBC recubiertos con quitosano de bajo peso molecular a una
conCENtraCion d€ 0.2 Y 0.4%0 ..c.oeeeeieieeeeees ettt sttt 43
Figura 14. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri
encapsulado sin ECFDBC recubiertos con quitosano de medio peso molecular a una
conNCeNtraCion de 0.2 Y 0.490 c..o.eueueieieeieieee ettt 44
Figura 15. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri
encapsulado con ECFDBC recubiertos con quitosano de medio peso molecular a una
conCeNtraCion de 0.2 Y 0.490 «..o.eoueueieieiieeeeete ettt 44
Figura 16. Graficas de contorno de la fuerza de compresién de encapsulados de L. reuteri

durante el almacenA@MIUENTO @ 4 CC ... e e e e e e e e e eeeeeeeeeeseareeeesaane 58

LISTA DE FIGURAS Xiii


file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210612
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210613
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210613
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210614
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210615
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210616
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210616
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210618
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210618
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210619
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210620
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210621
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210621
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210622
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210622
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210622
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210623
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210623
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210623
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210624
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210624
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210624
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210625
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210625
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210625
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210625
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210634
file:///C:/Users/15ene1990/Desktop/Nueva%20carpeta%20(5)/FORMATO%20TESIS%20CONCLUIDA%20ENERO.docx%23_Toc440210634

CAPITULO L.
INTRODUCCION



—
=
=
=
=
=t

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

.  INTRODUCCION

El mercado mundial de alimentos y bebidas funcionales, ha tenido un crecimiento
importante en los ultimos afios proyectando para el afio 2013 cifras del orden de los
US$ 90,5 billones (Lopez-Cérdoba, 2012). Las condiciones del tracto
gastrointestinal, caracterizado por cambio de pH que tiene lugar durante el jugo
gastrico y secreciones de sales biliares, siempre han sido un factor limitante tanto
para la capacidad de sobrevivir y la entrega efectiva de los probioticos a su lugar de
destino en el intestino delgado; ademas, la sensibilidad de las bacterias a
temperaturas drasticas, el cambio durante el almacenamiento y el procesamiento
son otros factores que limitan la multi-aplicacion de probidticos en la industria
alimentaria y farmacéutica. Como tal, un minimo consumo probiotico de 6-7 Log
UFC por gramo de un producto manufacturado es requerido para que ejerza
beneficios funcionales. La incorporacion de estos probidticos en capsulas de
componentes poliméricos es un método emergente para reducir la muerte celular
durante el procesamiento y almacenamiento, asi como una oportunidad para
controlar la liberacion de estas células a través del tracto intestinal. Esta técnica
consiste en el recubrimiento de pequefias cantidades de un determinado compuesto
bioactivo mediante un material protector que es generalmente de naturaleza
polimérica. La seleccién del método de encapsulacion 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 liberacion deseado y del costo (Montes-Ramirez,
2013). La técnica de extrusion es un proceso fisico que consiste en hacer pasar la
solucién con los microorganismos vivos por un inyector a presiones altas y bajo
condiciones controladas, proceso denominado “prilling” (Burgain et al., 2011). Se
considera el proceso mas simple de encapsulacion, y de mejores resultados, pues
genera particulas esféricas y muy estables. Entre todos los materiales de
encapsulacion, el mas ampliamente utilizado es el alginato, que es un
heteropolisacarido lineal de acidos D-manurénico y L-gulurdnico, y se extrae de
varias especies de algas. Las propiedades funcionales del alginato como material
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de apoyo son fuertemente asociadas con la composicion y la secuencia de sus
monomeros. Sin embargo, el gel es susceptible a la desintegracidn en presencia de
un exceso de iones monovalentes, Ca?*, agentes quelatizantes y fuertes ambientes
quimicos. Algunas tecnologias de encapsulacion han considerado el uso de
diversos agentes de preservacion que adicionados a la mezcla del material pared,
tienen efectos de proteccion frente a los agentes activos encapsulados, durante la
aplicacién de la tecnologia, el almacenamiento y algunos de ellos tras el consumo.
El uso de goma xantana provoca una excelente proteccion de los probidticos contra
ambientes acidos y temperaturas altas ademas, de que estudios han demostrado la
interaccidn molecular que tiene con el alginato, que conduce a la formacion de un
complejo-matriz-estructura (Fareez et al., 2015). De igual forma, el recubrimiento de
capsulas de alginato con poli-cationes puede mejorar la estabilidad quimica y
mecanica de perlas de alginato, en consecuencia, mejorar la eficacia de
encapsulacion y para esto se han obtenido muy buenos resultados utilizando como
revestimiento otro polimero como el quitosano ya que, no se disuelve en presencia
de quelantes de Ca?* o agentes antigelificantes y por lo tanto, mejora la estabilidad
del gel. Algunas tecnologias de encapsulacion han considerado el uso de diversos
agentes de preservacion que adicionados a la mezcla del material pared, tienen
efectos de proteccion frente a los agentes activos encapsulados, durante la
aplicacion de la tecnologia, el almacenamiento y algunos de ellos tras el consumo.
Los prebidticos considerados como un ingrediente alimentario no digerible, son
fundamentalmente de naturaleza polimérica y oligosacaridos que al no ser digeridos
por las enzimas humanas, benefician de manera selectiva el crecimiento y actividad
de los microorganismos benéficos del intestino. Su adicion puede favorecer la
viabilidad y accion de estos microorganismos benéficos en el tracto gastrointestinal.
Debido al efecto que causa una mezcla de polimeros como un buen potencial
protector como materiales de encapsulacion, pueden proporcionar una mejor

proteccion de los probidticos en los alimentos y, finalmente, en el tracto intestinal.
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. MARCO TEORICO

2.1 Alimentos Funcionales.

Los alimentos funcionales son aquellos que ademas de aportar los nutrientes
basicos, otorgan beneficios adicionales en una o mas funciones del organismo
humano. Un alimento puede convertirse en funcional siguiendo alguna de las

siguientes estrategias o sus combinaciones (Lopez-Cdérdoba, 2012):

B Se pueden eliminar componentes perjudiciales presentes en el alimento
(Ejemplo: alérgenos).

B La accion de incrementar la concentraciéon de un componente presente de
forma natural en el alimento hasta alcanzar niveles en que pueda inducir los
beneficios esperados (Ejemplo: fortificacion con micronutrientes) o
incrementando la concentracion de una sustancia no nutritiva hasta niveles
en que se conoce su efecto beneficioso.

B El anadir un componente que no esta presente de forma natural en el
alimento y que no es necesariamente un macronutriente o micronutriente,
pero cuyos efectos beneficiosos son reconocidos (Ejemplo: prebidticos,
antioxidantes no vitaminicos).

B Con la sustitucion de un componente, generalmente un macronutriente
(Ejemplo: grasas), cuyo consumo excesivo tenga efectos perjudiciales por un
componente de reconocido efecto (Ejemplo: inulina).

B Y con el incremento de la biodisponibilidad o estabilidad de un componente
que se sepa que es capaz de producir un efecto funcional o reducir un

potencial riesgo de enfermedad del propio alimento.

Los alimentos funcionales han tenido un crecimiento importante en los ultimos afos,
trayendo consigo ganancias importantes (US$ 90,5 billones) por lo que, las
empresas buscan elaborar alimentos funcionales con caracteristicas especificas

para mercados exigentes y dispuestos a pagar un poco mas por alimentos diferentes

MARCO TEORICO 3



—
&
=
Z

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

a los convencionales (Lopez-Cordoba, 2012). Generalmente los productos
funcionales pueden contener uno de los siguientes ingredientes o una combinacion
de estos, involucrando en ello a los alcoholes del azucar, ésteres de esteroles,
diacilgliceroles, proteinas de soya, péptidos, calcio, hierro, glucésidos, polifenoles,

prebioticos como la fibra dietaria y probidticos como las bacterias acido lacticas.

Se han desarrollado un sin numero de productos funcionales, muy comunmente,
sobre la base de la incorporacion de microorganismos probidticos por el efecto
funcional que poseen al incorporarlos en los alimentos, siendo principalmente los
productos lacteos los mas comunes y tradicionales en el mercado (Amorés-Lopez,
2013).

2.2 Probidticos.

Los probidticos son microorganismos vivos que administrados en cantidades
adecuadas, ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del hospedero (FAO, 2002;
Vodnar & Socaciu, 2014). Algunos requisitos que deben cumplir los
microorganismos probidticos son (Amords-Lépez, 2013):
B Estar correctamente identificados a nivel de género, especie y cepa.
B Ser de origen humano, por poseer mayor facilidad para colonizar el intestino
humano.
B Carecer de patogeneicidad, de factores de virulencia y de la capacidad de
producir metabolitos indeseables.
B Estar reconocidos como seguros por sus siglas en inglés GRAS (Generally
Recognized As Safe).
B Mostrar tolerancia a las condiciones del entorno donde ejercen el beneficio.
B Ser viables en el momento de consumo y que se verifique su funcionalidad

probidtica en ensayos de intervencién en humanos.

Los probidticos se han utilizado para el alivio de enfermedades especificamente del
tracto gastrointestinal. Los beneficios que podemos obtener a partir de la ingesta de

probidticos son: reduccion de intolerancia a la lactosa, proteccion frente agentes

MARCO TEORICO 4



—
=
=
=
=
=t

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

infecciosos y la proliferacion de especies microbianas con potencial patégeno como
Helicobacter pyloriy E. coli, sintesis de vitaminas esenciales, aumento de absorcion
de minerales y modulacién del sistema inmune (De la Cruz-Molina & Teran- Ratti,
2013; Amords-Lopez, 2013).

Estos se encuentran bien establecidos en los productos lacteos, pero se espera que

su uso a futuro se expanda considerablemente en la utilizacion de otros productos.

Los principales microorganismos usados como probiodticos, son considerados en
dos géneros: Lactobacillus y Bifidobacterium. Algunos ejemplos de estos
microorganismos aparecen en la Tabla 2 que se muestra a continuacion, la mayoria
pertenecientes al grupo de las bacterias acido lacticas. Que se conocen como BAL
por su capacidad de convertir los hidratos de carbono en acido lactico, y pueden ser

homofermentativas o heterofermentativas (Amorés-Lopez, 2013).

Tabla 1. Microorganismos empleados comunmente como probioticos

Especies de Especies de Otras bacterias acido lacticas
Lactobacillus Bifidubacterium

L. acidophilus B. adolescentes Enterococcus faecium

L. casei B. infantis Lactococcus lactis

L. curvatus B. animalis Leuconstoc mesenteorides

L. plantarum B. breve Pediococcus acidilactici

L. gasseri B. lactis Streptococcus thermophilis

L. rhamnosus B. thermophilum Lactobacillus fermentum

L. reuteri B. bifidum Lactobacillus paracasei

Fuente: Amords-Lopez, 2013.

Los Lactobacillus crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6.4-
4.5, y con un 6ptimo de desarrollo entre 5.5 y 6.2. Su crecimiento cesa cuando el
pH alcanza valores desde 3.6 hasta 4.0 en dependencia de especies y cepas, Y

disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos.
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La mayor parte de los Lactobacillus son mesofilos (30-40 °C), con un limite superior
de 40 °C (Caicedo-Cipagauta, 2010).

2.2.1 Lactobacillus reuteri.

Lactobacillus reuteri (L. reuteri) es una bacteria mesofila (37 °C) Gram-positiva que
naturalmente habita en el intestino de los mamiferos y aves, y su crecimiento es
optimo en pH de 6.5. Fue descrita por primera vez a principios de 1980, nombrando
a la especie "reuteri", en honor a su descubridor Gerhard Reuter. Esta bacteria esta
ahora bien establecida como uno de los miembros mas ubicuos de las bacterias
intestinales presentes en la naturaleza. Un descubrimiento relacionado es que cada
huésped animal parece tener una cepa huésped especifico de L. reuteri, por
ejemplo, una cepa de rata para las ratas, una cepa porcina de los cerdos, etc. La
universalidad de la L. reuteri, en conjunto con esta evolucionada especificidad de
huésped, ha llevado a los cientificos para hacer inferencias sobre su importancia en
la promocion de la salud del organismo huésped (Giancarlo, 2012).

A finales de 1980, Walter Dobrogosz, Casas Ivan, y sus colegas descubrieron que
L. reuteri produce una novedosa sustancia de amplio espectro antibiotico a través
del organismo durante la fermentacion del glicerol. Llamaron a esta sustancia
"reuterina”. La reuterina es un multi-potente compuesto antimicrobiano producido
por Lactobacillus reuteri (Schell & Beermann, 2014), durante el metabolismo del
glicerol en 1,3-propanodiol catalizada por la coenzima B12- dependiente de diol
deshidratasa. Consta de 3-hidroxipropionaldehido, su hidrato, y su dimero en
equilibrio dinamico. A concentraciones superiores a 1,4 M, el dimero de HPA es
predominante; a concentraciones relevantes para los sistemas bioldgicos, el hidrato
HPA es mas abundante, seguido por la forma aldehido. Es soluble en agua, eficaz
en una amplia gama de pH, resistente a enzimas proteoliticas y lipoliticas, y se ha
estudiado como un conservante de alimentos o agente terapéutico auxiliar. Su
produccion in situ en los alimentos mediante la aplicacion de L. reuteriy glicerol se
considera una alternativa a su adicion directa como bioconservante (Giancarlo,
2012).
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De hecho, a principios de 2008 se confirmd que es capaz de producir reuterina en
el tracto gastrointestinal, y que esta mejora su capacidad para inhibir el crecimiento
de E. coli (Giancarlo, 2012).

2.2.2 Factores influyentes en la viabilidad de los probioéticos.

La viabilidad de las células probiéticas en los productos a los que se incorporan es
un aspecto de gran importante (Figura 1). Las cepas deben mostrar un buen
crecimiento hasta elevadas concentraciones durante la obtencion de biomasa, y
posteriormente, resistencia a las condiciones de procesado y almacenamiento. El
requisito de viabilidad implica ademas que, cuando estas células son ingeridas,
deben sobrevivir el paso por el tracto gastrointestinal y, de cierto modo, mantener
activa su capacidad para interaccionar con el epitelio o microbiota intestinal, segun
su mecanismo de accion (Amoros-Lépez, 2013). Ya que, para obtener los beneficios
que prometen estos microorganismos deben permanecer en un nivel de viabilidad
no menor a 10%- 10’ UFC mL" o g de producto en el momento del consumo
(FAO/OMS 2002; Kamalian et al., 2014).

Condiciones
gastrointestinales

Viabilidad
microbiana

3

Condiciones de

almacenamiento y
procesamiento

Figura 1. Factores influyentes en la viabilidad de los probidticos.
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Los alimentos pueden ser utilizados como un vehiculo eficaz para la entrega de
compuestos bioactivos y micronutrientes en los niveles adecuados. Sin embargo,
existen numerosas investigaciones que afirman la pérdida de viabilidad de las
células probidticas en condiciones de procesado y almacenamiento (Tabla 2), y
sobre todo, una gran pérdida asociada con su paso a través del estbmago e
intestino, lo cual se atribuye a la elevada acidez y concentraciones de sales biliares

en los mismos (Amords-Lopez, 2013).

Tabla 2. Retos involucrados en la incorporacién de probidticos en alimentos.

Aspectos Retos de los probiéticos

Factores e Eltratamiento con calor y el secado mejoran la vida de anaquel de un alimento, pero son
asociados en el perjudiciales para la viabilidad de las bacterias probidticas.

procesamiento e Larestriccion de la multiplicacion de células bacterianas probidticas, una vez adicionada
de alimentos. al alimento, provoca deterioro del producto.

e Las condiciones perjudiciales para la supervivencia de cultivos probiéticos en productos
lacteos fermentados por: acidez, pH, peroxido de hidrégeno, temperatura de

almacenamiento.

Exposicion a e Latolerancia a acido es una cualidad importante que una cepa probidtica debe poseer
acido gastrico porque el pH gastrico esta alrededor de 2.0. Esta tolerancia puede ser mejorada por
presente en el diversas vias: regulacion de los genes responsables para la proteccién al estrés y por
estomago. adaptacién al medio ambiente acidico.

Exposicion a e Lacapacidad de supervivencia en el transito mediante el intestino delgado y la tolerancia
sales biliares hacia sales biliares presentes.

presentes en el e Algunas cepas son capaces de desconjugar los acidos biliares usando la enzima
fluido intestinal. hidrolasa sal biliar.

Intolerancia al e El contenido de oxigeno y el potencial redox del medio ambiente son muy importantes
oxigeno de cepas para la viabilidad de los probioticos.

probiéticas. e Las cepas probidticas anaerobias son directamente afectadas por la presencia de

oxigeno en el ecosistema microbiano intestinal y en condiciones de estrés oxidativo
exogeno, causando extension de la fase Log y limitacién del crecimiento, morfologia

celular alterada y cambios en los perfiles de acidos grasos celulares.

Fuente: Pérez-Leonard et al., 2013.

La incorporacion puede ser bajo la modalidad de cepas simples o multiples y
algunas veces combinadas con elementos o sustancias con caracter prebiotico,
obteniéndose en este caso un efecto sinérgico entre ambos componentes, que

afecta beneficiosamente al hospedero (Amords-Lépez, 2013). Ello puede realizarse
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bajo técnicas muy diversas: simple agregado al producto, o buscando un medio que
permita la proteccion a estos microorganismos, por lo que, el reto tecnoldgico en el
desarrollo de productos funcionales con probidticos, es preservar la viabilidad y
funcionalidad de los microorganismos benéficos adicionados, en la cantidad
adecuada segun la legislacion.

Para ello se ha planteado la aplicacién de tecnologias como la encapsulacion, el
cual es un tema de investigacion actual, asi como, la utilizacion de agentes
prebidticos, que se proponen pueden mejorar la viabilidad de los microorganismos
probidticos en los alimentos y productos que los contienen, ademas de mantener su

viabilidad durante el paso por el tracto gastrointestinal (Garcia-Ceja et al., 2012).

2.3 Prebioticos.

Los prebidticos son considerados como un ingrediente alimentario no digerible, son
fundamentalmente de naturaleza polimérica y oligosacaridos que al no ser digeridos
por las enzimas humanas, benefician de manera selectiva el crecimiento y actividad
de los microorganismos benéficos del intestino (Chavarri et al., 2010; Montes-
Ramirez, 2013).

Algunos criterios considerados para la clasificacion de ingredientes alimentarios
como prebidticos incluyen: a) no debe ser hidrolizado ni absorbido en el tracto
gastrointestinal, b) su fermentacién debe ser por microorganismos potencialmente
benéficos para el colon, c) alteracibn de la microflora colénica con efectos
saludables y d) inducir beneficios para la salud del consumidor (Montes-Ramirez,
2013).

Algunos investigadores se refieren a los prebioticos como fibra, ya que este ultimo
es mas familiar para los consumidores. La fibra dietaria (FD) incluye polisacaridos,
oligosacaridos, lignina y sustancias vegetales asociadas, que son resistente a la
digestion y absorcion en el intestino humano, con una fermentacién parcial-
completa en el colon por bacterias benéficas. Fracciones tanto de fibra insoluble

(FDI) y fibra soluble (FDS) tienen respuestas fisiologicas y gastrointestinales que se
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han considerado de largo beneficio a la salud, incluyendo la reduccion del cancer,
la obesidad, enfermedades cardiovasculares, la hipercolesterolemia y riesgos de
diabetes tipo Il; en consecuencia, el consumo de alimentos que contiene FD es muy

recomendable (Pantaledn- Velasco et al., 2014).

El interés en alimentos ricos en FD y antioxidantes se ha incrementado en décadas
recientes y la importancia de estos constituyentes de los alimentos ha estimulado el
desarrollo de un gran mercado para productos e ingredientes ricos en FD y

antioxidantes.

Las frutas son rica fuente de fitoquimicos principalmente polifenoles y carotenoides
que tienen la capacidad de captacion de radicales libres, presentando actividad
antioxidante. Por lo tanto, el consumo regular de frutas podria prevenir o reducir
significativamente el riesgo de desarrollo de enfermedades degenerativas como el

cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, etc.

2.3.1 Carambola.

La Carambola o fruta estrella (Averrhoa carambola) es una fruta tropical
perteneciente a la familia Oxilidaceae y se cultiva ampliamente en el sur Asia
Oriental y muchos otros paises como la India. Es una fruta de gran demanda que
se consume ya sea fresco o transformada en una amplia variedad de productos,
principalmente jugos y otras bebidas. Se usa tradicionalmente para el tratamiento
de un numero de dolencias. Contiene importante fitoquimicos como alcaloides,
flavonoides y taninos. Los principales antioxidantes polifenélicos en carambola
consisten en acido L-ascorbico, epicatequina, acido galico en formas galotanino y
proantocianidinas (Saikia et al., 2015). El subproducto o bagazo de la carambola
se sabe contiene mucho mayor actividad antioxidante que la del jugo extraido
(Pantaledn- Velazco et al., 2014; Saikia et al., 2015).

Lo que ha impulsado al desarrollo de nuevos procedimientos tecnoldgicos para la
obtencién de un concentrado de fibra dietaria a partir del bagazo de carambola

(CFDBC) con casi 50% de FD, con polifenoles y actividad antioxidante (Tabla 3),
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ademas de propiedades funcionales que sugieren su uso como ingrediente

funcional (Pantaleon- Velazco et al., 2014).

Tabla 3. Composicién quimico proximal del Concentrado de Fibra dietaria obtenido
a partir del bagazo de carambola.

Componente (g/100 g) Concentrado de Fibra dietaria
Grasas 12.13
Proteinas 1.95
Cenizas 1.36
Fibra cruda 17.69
Carbohidratos 66.87
Azlcares reductores 1.77
Polifenoles 6.05
Actividad antioxidante 443.85
Fibra dietaria Soluble 16.57
Fibra dietaria Insoluble 67.44
Fibra dietaria Total 84.01

Fuente: Pantaledn-Velasco et al., 2014.

2.4 Encapsulacion.

Es una tecnologia utilizada para “atrapar” células microbianas en matrices
poliméricas sin que exista exposicidon superficial de los probidticos al medio externo,
para protegerlos de los factores ambientales perjudiciales, tales como, alta acidez,
sales biliares, condiciones de procesamiento, etc. (Eng-Seng et al., 2011; Pérez-
Leonard et al., 2013; Dong et al., 2013). Puede ampliamente clasificarse en dos
tipos basados en el tamano de la capsula polimérica producida, es decir,
macroencapsulacion 'y microencapsulacion. La macroencapsulacion es el
atrapamiento de las células en perlas poliméricas de tamafio que van desde unos
pocos milimetros a centimetros, por otro lado, la microencapsulacion produce
capsulas en el rango de tamafio de 1-1000 um (Rathore et al., 2013).

Algunos de los propdsitos de aplicar tecnologia de encapsulacion en la industria de
alimentos son (L6pez-Cordoba, 2012):

La proteccion del compuesto activo de la degradacién producida por el ambiente
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(calor, aire, luz, humedad, etc.)

La liberacién controlada del compuesto activo desde la matriz encapsulante
bajo condiciones especificas (pH, temperatura, etc.).

La modificacion en las caracteristicas fisicas del material original que haga mas
facil su manipuleo. Por ejemplo, reducir la higroscopicidad, modificar su
densidad, distribuir el material uniformemente en una muestra, convertir
materiales liquidos en polvo, entre otros.

El enmascarar sabores desagradables.

Y la separacion de componentes con el fin de que éstos no reaccionen.

Actualmente se utilizan una gran variedad de biopolimeros para formar
encapsulaciones sencillas y multiples. La seleccion se basa en sus caracteristicas
y propiedades, asi como la compatibilidad que se puedan tener entre si cada uno
de ellos para realizar dicha interaccion y formar mas de una capa (Garcia-Ceja et
al.,, 2012). En cualquier técnica de encapsulacion empleada, el proceso de
encapsulacion consiste en formar la primera capa con alguno de los biopolimeros
para inmovilizar al agente activo y después se cubre a las capsulas con el segundo
material. Este proceso de encapsulacion multiple protege aun mas al compuesto

activo (Arzate-Vazquez et al., 2012).

2.4.1 Técnicas de encapsulacion.

Existen diversas técnicas para la produccion de encapsulados los cuales se dividen
en dos grupos: procesos quimicos y mecanicos. En los procesos quimicos se
encuentra el método de gelificacion idnica; mientras que en los procesos mecanicos
estan los métodos de secado por aspersion, emulsion y extrusion, por mencionar

algunos (Garcia-Ceja et al., 2012).

Actualmente los procesos mas empleados en la industria de alimentos son el
secado por atomizacion y la extrusion, principalmente, debido al costo accesible y
la produccién en serie de encapsulados por medio de estos mecanismos. La
seleccion del proceso de encapsulacion adecuado dependera de multiples factores,
MARCO TEORICO 12
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tales como: el tamafo particula requerido, las propiedades fisicoquimicas del
material encapsulante y el compuesto activo, la finalidad del producto encapsulado,

el mecanismo de liberaciéon deseado y el costo (Lopez-Cérdoba, 2012).

2.4.1.1 Extrusion.

En la industria, la extrusion consiste en la utilizacion de un flujo continuo de materia
primas para la obtencién de productos, generalmente metalurgicos, plasticos y
alimenticios, en la que las materias primas son sometidas a fusion, presion,
transporte o deformacion. La particula comienza a formarse como un menisco
liquido en forma de cono invertido, en la punta de la aguja una vez que se suministra
el aire al generador de particulas. Cuando el liquido fluye hacia abajo forma un
filamento que se rompe y crea una forma esférica. El tamano de la gota se puede
controlar haciendo pasar una corriente de aire (aire de corte), para ejercer mayor

fuerza para que se desprenda la gota (Figura 2).

Are a presion

— Entrada de aire
— de corte

Tanque c===>|

Solucién

Catalizador de
= Flujo de corte

Aqgquja hipodermica

Sakda de aire Salida de aire
Particula e==b- @

Figura 2. Representacion del principio de funcionamiento del extrusor.

Fuente: Gonzalez-Alvarado, 2009.

En términos simples consiste en preparar una solucion hidrocoloidal, adicionar los
microorganismos a esta y hacerla pasar por una aguja de jeringa (a nivel laboratorio)
(Figura 3), o tubos de extrusion (para planta piloto), para formar gotas, estas dejan

caer en caida libre a una solucion endurecedora (como el cloruro de calcio). El
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tamano y la forma de la capsula dependen del diametro de la boquilla y la distancia
de adicion. Este método es el mas popular debido a su facilidad, simplicidad, bajo
costo y condiciones discretas de formulacién (Lépez-Cordoba, 2012; Pérez-Leonard
et al., 2013).

Bano de CacClz

peristaltica E

o2

Figura 3. Montaje empleado a nivel laboratorio en la obtencion
de capsulas por gelificacion idnica usando una bomba
peristaltica.

Fuente: Lépez-Cordoba, 2012.

2.4.2 Materiales encapsulantes.

Los biopolimeros son utilizados en diferentes areas como la biomedicina,
alimentaria y farmacéutica para formar, proteger y transportar los compuestos
activos que van dirigidos a diferentes funciones especificas. Los biopolimeros se

clasifican de acuerdo a su origen en naturales y sintéticos (Garcia-Ceja et al., 2012).

En el caso de los microorganismos probidticos, normalmente se emplean como

material de encapsulacion polisacaridos de diferentes origenes (Tabla 4).
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Tabla 4. Materiales empleados en la encapsulacion.

Clasificacion

Agente encapsulante

Proteinas

Lipidos

Polisacaridos

Proteina de soya, gluten, caseina.

Ceras, parafinas, diglicéridos, aceites,
acido estearico.

Carragenina, Goma de Gellan, Alginato,
Quitosano, Goma Xantana.

Fuente: Dong et al., 2013.

2.4.2.1 Alginato.

El alginato es un componente de la pared celular de las algas pardas de la familia

de las “feoficeas”. En su estado natural, los alginatos se presentan como una mezcla

de sales de los cationes que

principalmente Ca?*, Mg?* y Na*

al., 2013).

comunmente se localizan en el agua de mar,
(Gonzales-Alvarado, 2009; Avendafio-Romero et

2.4.2.1.1 Estructura del Alginato.

Es un polisacarido anionico, formado por residuos de los acidos 3-D manurénico

(M) vy a-L gulurénico (G) en bloques alternados y unidos mediante enlaces 1—4

(Figura 4 y 5) (Pérez-Leonard et

al., 2013; Kamalian et al., 2014).
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Figura 4. Monémeros de acido alginico

Fuente: Cuatzo-Lozano, 2010.

15



—
&
=
p =]
=
=
f_’u
=
=
—

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

% s % £ % # %
. : : % : = ° 5
sloaue S /R/\g\/ﬂ/\g\/ﬁ/\g\,ﬂ/
3 ]
) “ i 3 ° ¥ < . 2 :

W

Wace:

Figura 5. Bloques poliméricos de acido manurénico (M) y acido gulurénico (G).

Fuente: Gonzales-Alvarado, 2009.

Las sales del acido alginico estan formadas por tres bloques, M, G y MG. Cuando
dos cadenas de bloque G se alinean, se forman sitios de coordinacion. Debido a la
forma de bucles de estas cadenas, existen cavidades entre ellas que tienen el
tamano adecuado para acomodar al ion calcio y ademas estan revestidas con
grupos carboxilicos y otros atomos de oxigeno electronegativos. Después de la
adicion de iones de calcio, el alginato sufre cambios conformacionales, dando lugar
al conocido modelo de gelificacion del alginato llamado como “caja de huevo”
(Figura 6). Esto se basa en la dimerizacién de la cadena y, finalmente, en la mayor

agregacion de los dimeros (Avendafio-Romero et al., 2013).

Figura 6. "Modelo de la caja de huevo" ilustrando formacion de gel con
un ion divalente de calcio.

Fuente: De la Cruz- Molina & Teran-Ratti, 2013.
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El grado de gelificacion depende de la hidratacion del alginato, la concentracion del
ion calcio y el contenido de los G-bloques (Lupo-Pasin et al., 2012).

La inmovilizacién o atrapamiento de bacterias probidticas en alginato es posible
debido a que es un método rapido, no téxico y versatil para las células. La ventaja
de alginato es que forma facilmente matrices de gel alrededor de las células
bacterianas, es seguro para el cuerpo, que son, condiciones de proceso suaves
baratos (tales como la temperatura) son necesarios para su funcionamiento, se
pueden preparar facilmente y se disuelven adecuadamente en el intestino y liberar
células atrapadas. Sin embargo, se han atribuido algunas desventajas a las
capsulas de alginato, como dificultades en su aplicacion a nivel industrial,
susceptibilidad al ambiente acidico, con pérdida de su integridad y estabilidad
mecanica, formacién de poros en la superficie de la capsulas y difusiéon
relativamente rapida de la humedad. Estos defectos mencionados pueden ser
eficientemente compensados al mezclar el alginato con otros compuestos
poliméricos (almidon, goma xantana, entre otros), al cubrir las capsulas con otros
componentes (como el quitosano) y al modificar su estructura utilizando varios

aditivos (glicerol) (Pérez-Leonard et al., 2013).

2.4.2.2 Goma xantana.

La goma xantana es un polisacarido extracelular producido por la fermentacion de
la bacteria Xanthomonas campestris y filtracion o centrifugacién posterior. Se
compone quimicamente por la glucosa, manosa, glucurdnico, piravico y acido
aceético (Gongalves da Rosa et al., 2013). Este polimero es soluble en agua fria e
hidrata rapidamente.

Se ha utilizado como un encapsulante para los compuestos aromaticos,
medicamentos y microorganismos (Gongalves da Rosa et al., 2013). Su
comportamiento como antioxidante es mayor que el de otros polisacaridos debido a
su gran capacidad de unirse a metales y su comportamiento viscoso. El uso de
goma xantana provoca una excelente proteccidén de los probidticos contra

ambientes acidos y temperaturas altas ademas, de que estudios han demostrado la
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interaccidn molecular que tiene con el alginato, que conduce a la formacion de un

complejo-matriz-estructura (Fareez et al., 2015).

2.4.2.3 Quitosano.

El quitosano es un polimero biodegradable obtenido de la desacetilacion parcial de
la quitina (Figura 7). Tiene una estructura lineal de N-acetil-D-glucosamina con
carga negativa que surge de sus grupos amina (Gongalves da Rosa et al., 2013).
Puede difundirse en la red tridimensional del gel de alginato. Bajo interaccion
simultanea electrostatica entre los grupos amino protonados de quitosano y los
grupos carboxilos del alginato, donde el complejo polielectrolito forma la membrana
de la capsula (Chi-Leung Hui et al., 2013).

Ofrece muchas ventajas para formular recubrimientos y peliculas, debido a su
actividad antimicrobiana y su excelente compatibilidad con otras sustancias. Su
funcionalidad y actividad del quitosano dependen de sus caracteristicas como peso
molecular (Mw), grado de acetilacion (DA), célula huésped, presencia de nutrientes
naturales, composicién quimica o nutricional de los sustratos y condiciones
ambientales. Es por ello, que se ha sugerido su uso como cubriente y protector para

la formulacién de capsulas de bacterias lacticas (Martinez-Castellanos, 2009).

CH,O0H CH:0M
H

H H H "N
H NHCOCH , H NH ;

Figura 7. Estructura quimica del quitosano

Fuente: Martinez-Castellanos, 2009.
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2.4.2.3.1 Propiedades y caracteristicas del Quitosano.

Es insoluble en agua, disolventes inorganicos y medios alcalinos, pero es soluble
en acidos organicos diluidos como: acido acético, formico, succinico, lactico y
malico, cuando el pH de la solucion es inferior a 6. La viscosidad de las soluciones
de quitosano se ven afectadas por el grado de acetilacién, peso molecular,
concentracion, pH y temperatura, menores concentraciones del biopolimero
permiten una mayor solubilidad, asi como menores grados de acetilacion, aumentan

la viscosidad de la solucion (Martinez-Castellanos, 2009).

La actividad antimicrobiana del quitosano es mas alta a pH de 6.0 o menores, de
7.5 contra hongos fitopatdégenos, debido a la protonacion de la mayoria de los

grupos aminos (Martinez-Castellanos, 2009).

Por otro lado, el peso molecular del quitosano es un factor que determina sus
propiedades fisicoquimicas, asi como su comportamiento, es decir, dependiendo
de su grado de polimerizacién sera mayor o menor su actividad biolégica. El peso
molecular del quitosano depende en gran medida de la fuente del mismo, y el grado
de acetilacion. Asi como varios factores que afectan durante su obtencién como la
temperatura, concentracion de alcali, tiempo de reaccién, tratamientos previos de
la quitina, tamano de particula, concentracion de oxigeno disuelto y esfuerzo
cortante (Rico-Rodriguez, 2013).

2.4.2.3.2 Combinacion del Quitosano con Microorganismos.

En particular, algunos investigadores han probado la combinacién de quitosano o
sus derivados con microorganismos para mejorar productos alimenticios 0 mejorar
las caracteristicas de soportes para la produccién de acido lactico. Zhou et al.,
(1998) reportaron que el recubrimiento de este biopolimero a microcapsulas de
alginato, puede ayudar a liberar controladamente bacterias acido lacticas
microencapsuladas durante la produccion de productos lacteos como el queso. De

acuerdo con estos reportes, se puede proponer la aplicacion de quitosano con
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algunas bacterias lacticas sin afectar severamente su viabilidad (Martinez-
Castellanos, 2009).

2.5. Caracterizacion de los encapsulados.

La caracterizacidon de las capsulas constituye una etapa fundamental en el analisis
de la micro y macroestructura, propiedades térmicas, propiedades mecanicas y

reologicas y el analisis de superficie (Lopez-Cordoba, 2012).

En cada sistema particular la seleccion y aplicacion de las técnicas, estara en
funcién de las caracteristicas del encapsulado y de las futuras aplicaciones del

mismo.

2.5.1 Métodos de liberacion.

La liberacion del contenido de las capsulas se puede llevar a cabo por disolucion en
agua, esfuerzos de cizalla, temperatura, reacciones quimicas y enzimaticas o por
cambios en la presidon osmoética. No obstante, esta liberacion puede controlarse por
difusién a través de la pared de la capsula o bien por medio de una membrana que

recubra la pared (Lopez-Cordoba, 2012).
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2.6 ANTECEDENTES

Muthukumarasamy & Holley (2006). Evaluaron a L. reuteri microencapsulado con
alginato mediante técnica de extrusidbn y emulsion en salchichas fermentadas,
utilizando un proceso de fermentacion <26 °C y 88% de humedad relativa (HR) por
72 hy secado a 75% HR y 13 °C durante 25 dias. Se determiné la cuenta viable de
la cepa libre y encapsulada en el embutido durante el procesamiento, asi como, un
estudio sensorial. Los resultados indicaron que la cantidad de células de L. reuteri
no encapsuladas se redujo en 2.6 unidades logaritmicas, mientras que con la
microencapsulacion se redujo en una unidad <0.5 después del secado. No hubo
diferencia significativa en la calidad sensorial entre el control y las salchichas que

contenian L. reuteri libre y microencapsulado.

Jiménez- Pranteda et al (2012). Evaluaron diferentes mezclas de polimeros de
origen microbiano (goma de xantana, gellan, pullulan y jamilan) para encapsular
Lactobacillus plantarum CRL 1815 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 y
determinar la efectividad que tienen como agentes encapsulantes durante el paso
por el tracto gastrointestinal. Los resultados indicaron que las mezclas con goma de
xantano (1%) y goma de gellano (0,75%) fueron las mas adecuadas para la
encapsulacion prolongando su viabilidad por 6 h al exponerlas a sales biliares
simuladas y pancreatina, mejorando su viabilidad en 1-2 Log UFC/mL en

comparacion con el control.

Roque-Martinez (2013). Desarroll6 una bebida lactea con una mezcla de
probiodticos (L. reuteri, L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum) enriquecida con
concentrado de fibra de carambola (CFDC) y polvo de vainilla natural (PV).
Demostré que el tratamiento con CFDC (2%) y PV (2.5%) favorecio la viabilidad de
las bacterias manteniendo la carga de células viables al dia 30 de 11.64 Log
UFC/mL.
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Pantaledn-Velasco et al (2014). Obtuvo un concentrado de fibra dietaria a partir
del bagazo de carambola (CFDBC) con casi 50% de fibra dietaria, con polifenoles y
actividad antioxidante, ademas de propiedades funcionales que sugieren su uso

como ingrediente funcional.

Krasaekoopt et al (2014). Estudiaron el efecto del uso de prebidticos como inulina
y oligosacaridos (GOS) en concentraciones de 0, 0,5, 1,0 y 1,5%, sobre la
supervivencia de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei microencapsulados
en una matriz de alginato recubiertas con quitosano, evaluados en yogurt y zumo
de frutas. La presencia de GOS (0,3%) en la microencapsulacion proporcionoé la
mejor proteccion con una reduccion de 3.1 y 2.9 Log de L. acidophilus 'y L. casei,
respectivamente, después de la incubacién en jugo gastrico simulado (pH 1,55),
seguido por el jugo intestinal simulado que contenia 0,6% de sales biliares. En el
yogur, el numero de células con GOS fueron mas altos por aproximadamente 1.1y
0.4 Log de L. acidophilus y L. casei, respectivamente; el mismo comportamiento se
vio en jugo de naranja, encontrando un numero de células mayor con GOS,
manteniendo la cantidad de células viables por encima de 107 UFC/mL durante el

almacenamiento de ambos productos.

Fareez et al (2015). Integraron las potencialidades individuales del alginato, goma
xantana y quitosano, desarrollando capsulas con una mezcla unica de estos tres
polimeros naturales utilizando técnica de extrusién con una posterior liofilizacion.
Informando por primera vez la utilizaciéon de esta mezcla de polimeros con L.
plantarum LAB12 para mejorar su resistencia al pH, la tolerancia a temperaturas
altas de hasta 90 °C y supervivencia durante el almacenamiento, ya que
encontraron que con la combinacién de estos polimeros al someterlos en jugo
gastrico y fluido intestinal simulados se obtuvo una tasa alta de supervivencia de L.
plantarum LAB12 (95%) a pH 1,8 y facil liberacion del probiético (>7 log UFC / g) en
un pH de 6.8, mientras que se minimiza la pérdida de la viabilidad a 75y 90 °C. Con

este multi-compuesto polimérico de alginato-goma xantana-quitosano la viabilidad
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se ve mejorada durante el almacenamiento de L. plantarum LAB12 hasta por 4

Semanas.

Saikia et al (2015). Obtuvieron un extracto de compuestos polifendlicos del bagazo
de carambola (Averrhoa carambola), este extracto fue encapsulado utilizando
maltodextrina por el método de secado por aspersion y liofilizacién a tres diferentes
concentraciones. Encontraron que la mas alta eficiencia de encapsulacién fue
obtenida en encapsulados liofilizados (78-97%). Por lo que, este modelo de
microencapsulaciéon de extractos polifendlicos podria ser utilizado para incorporarse

en diferentes alimentos para mejorar sus propiedades antioxidantes.
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2.7 JUSTIFICACION

Las bacterias probidticas han demostrado servir como una defensa contra los
trastornos del intestino, por lo cual, los productos alimenticios a base de probiéticos
estan asociados con muchos beneficios para la salud. Es por eso que en la
actualidad las investigaciones han sido dirigidas al estudio del efecto de la
incorporacion de bacterias probidticas en los alimentos. Dentro de las bacterias
probidticas poco estudiadas se encuentra L. reuteri, una bacteria meséfila gram
positiva, sensible a factores medioambientales tales como, altas temperaturas, pH
y oxigeno durante el procesamiento, almacenamiento y durante su paso a travées
del tracto gastrointestinal. Por lo que, es necesario hacer uso de tecnologias que
permitan su supervivencia, asi como emplearlo en un mayor numero de productos
alimenticios. Una de las tecnologias que podria ser empleada con este fin, es la
encapsulacion ya que, se ha visto es una herramienta de proteccién contra el
ambiente hostil al que pueden ser sometidos los probioticos durante la elaboracion,
almacenamiento y consumo del producto alimenticio. En este sentido, este trabajo
de investigacion se centra en la utilizacion de un multi-compuesto biopolimérico con
alginato de sodio, goma xantana formulado con un extracto de concentrado de fibra
dietaria de bagazo de carambola y un recubrimiento con quitosano que permita el
crecimiento y supervivencia de la cepa probidtica bajo condiciones de pH,
temperatura y de almacenamiento. Con la finalidad de diversificar la presentacion e
incorporacion de estos microorganismos en los alimentos, asi como, el control en la

liberacion de la bacteria probiotica a través del tracto intestinal.
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2.8 OBJETIVOS

2.8.1 Objetivo General:

Evaluar el efecto de un multi-compuesto biopolimérico formulado con extracto de

fibra dietaria de carambola en la encapsulacion de Lactobacillus reuteri.

2.8.2 Objetivos especificos:

B Determinar la eficiencia de encapsulaciéon de L. reuteri utilizando un multi-
compuesto biopolimérico formulado con extracto de fibra dietaria de bagazo de
carambola (ECFDBC).

m Evaluar la viabilidad de los encapsulados de L. reuteri obtenidos y sometidos a
diferentes valores de pH y temperatura.

B Realizar la caracterizacion fisica de los encapsulados de L. reuteri obtenidos y

sometidos a diferentes valores de pH y temperatura.
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. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se utilizd como cepa
Lactobacillus reuteri NRRL 14171, la cual fue proporcionada por la UNIDA
(Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos) del Instituto Tecnoldgico de
Veracruz.

El alginato de sodio, goma xantana y quitosano fueron adquiridos de Sigma
Aldrich para la elaboracion de los encapsulados, asi como, fosfato de sodio mono y
dibasico de J.T. Baker para la preparacion del buffer utilizado para la liberacion del
microorganismo del encapsulado.

El concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola se obtuvo siguiendo la
metodologia propuesta por Pantaledn-Velazco et al., 2014, y de este se obtuvo
subsecuentemente un extracto el cual fue utilizado en la formulacién del

encapsulado.

3. 1 Condiciones de cultivo.

Previo a cada trabajo experimental se realiz6 la respectiva activacion y
paralelamente se llevo a cabo la obtencion del paquete celular que fue empleado
como inéculo en los tratamientos experimentales. Se prepararon suspensiones de

células frescas para cada experimento.

% Activacion y obtencidn del cultivo celular.

La activacion se realizé elaborando subcultivos rutinarios de 12, 10 y 14 horas
respectivamente. Se prepararon tubos con 9 mL de medio MRS. El cultivo celular
(4 Lt) se incubd 18 horas a temperatura de 37°C y se centrifugd a 3000 x g durante
15 minutos, se desechd el sobrenadante y se agregaron 15 mL de solucion buffer
de fosfato (PBS) para una segunda centrifugacion. El cultivo celular obtenido se

almacend a 6°C y se mantuvo para su uso hasta maximo de 1 dia.
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3.2 Obtencion del Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de
carambola.

El concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola se obtuvo siguiendo la
metodologia propuesta por Pantaledn-Velazco et al., 2014, como se muestra en el

siguiente esquema (Figura 8):

\ Liofilizacion a
Obtencion del o
Concentrado de A

Fibra

Lavado y
desinfeccion

Tamizadoy
almacenamiento

Figura 8. Obtencién del Concentrado de fibra dietaria a partir del bagazo de
carambola (Averrhoa carambola).

Posteriormente, de este concentrado se obtuvo mediante filtracion el extracto de
concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola (ECFDBC) como se muestra
en la Figura 9. En donde primeramente, se adicionan 2% de CFDBC en agua
destilada estéril, seguida de una agitacién de aproximadamente 1 hora a 100 rpm.

Pasado el tiempo, se filtra y se hace una segunda agitacién durante 10 min.

Figura 9. Obtencion del ECFDBC.
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3.2.1 Determinacion del contenido de Fibra dietaria Soluble en el ECFDBC.

Se determind el contenido de Fibra dietaria Soluble al ECFDBC por el método
enzimatico de la AOAC (1997) 991.43 y AACC 32-21. El cual consisti6 como se

describe a continuacion:

Se pes6 1 g del ECFDBC por duplicado, en un vaso de precipitado se agregaron 50
mL de Buffer de Fosfato y se adicionaron 100 pyL de las enzimas a-amilasa,
proteasa y amiglucosidasa incluyendo a los blancos. Posterior a esto se hizo las
incubaciones a bafio maria, primero para a-amilasa a una temperatura de 95° C/ 30
min. Seguida de la adicidén de la proteasa a una temperatura de incubacion de 60°
C/ 30 miny la misma temperatura y tiempo usados para la enzima amiglucosidasa.

Se verifico el pH y se ajustd en cada incubacion.

Después de esto, se realizé el filtrado en bomba al vacio. Se filtré y se hizo un lavado
con agua destilada, etanol al 95% y acetona. El residuo obtenido de la filtracion se
conservo para determinacion de fibra soluble. El cual se ajusté a 80 g agregando
etanol caliente al 95% y después 325 mL del mismo alcohol. Nota: Se dejé reposar
por una horay se hizo una filtracién, realizando lavados con EtOH al 78%, EtOH al
95% y acetona. Los crisoles fueron puestos en la estufa a temperatura de 103 °C.

Se dejaron enfriar en desecador y se registré el peso de los crisoles.

3.3 Esquema general del trabajo experimental.

El trabajo experimental disefado (Figura 10) consisti6 de manera general en la
obtencién del multi-compuesto biopolimérico formulado con ECFDBC y un control.
Se determind la eficiencia del encapsulado, asi como, la determinacion de las
formulaciones adecuadas para el encapsulado de L. reuteri, usando como variable
de respuesta la viabilidad del probidtico, siendo evaluada durante el
almacenamiento a 4 °C durante 0,15 y 30 dias, y al someterse las capsulas a
tratamientos de pH (2, 3.5, 5y 6.5) y temperaturas (70, 80 y 90 °C). Por ultimo se

realizo la caracterizacion fisica de los encapsulados.
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Combinados en diferentes
proporciones

Alginato de Sodio ECFDBC

Resuspendido en la mezcla

L. reuteri

Formado en presencia de CaCl, Determinacion de la

Encapsulados con probidtico

Recubrimiento Evaluados y Sometidos a

Quitosano {Bajo y medio PM) V|ab|I|df3c.I durante el almacenamiento.
Condiciones de pH y temperatura.

Eficiencia de encapsulacion

Caracterizacion Fisica

Peso, Tamafio, fuerza

de Compresion

Figura 10. Esquema conceptual del trabajo.

A continuacion se describe mas detalladamente el analisis experimental realizado

en esta investigacion.

3.4 Formulacién del multi-compuesto encapsulante.

Para la obtencion de las capsulas se utilizé una concentracion unica de alginato y
goma xantana: 2% y 0.015% respectivamente, y del concentrado de fibra dietaria
de bagazo de carambola se consideraron 2% de la concentracion, para obtener el
extracto; en el recubrimiento con quitosano se hicieron variaciones en: 0.2 y 0.4%
respecto a su peso molecular bajo y medio, haciendo un total de 8 formulaciones,
tal y como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 3. Formulacion de capsulas con mezcla de biopolimeros y ECFDBC.

Capsulas Composicion Recubrimiento
AlgNa GX CFDBC QBPM QMPM
AlgNa-GX-Q 2% 0.015% - 0.2% 0.2%
AlgNa-GX-Q 2% 0.015% - 0.4% 0.4%
AlgNa-GX-Q 2% 0.015% 2% 0.2% 0.2%
AlgNa-GX-Q 2% 0.015% 2% 0.4% 0.4%

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; Q: quitosano; QBPM: quitosano bajo peso
molecular; QMPM: quitosano medio peso molecular; ECFDBC: extracto de concentrado de
fibra dietaria de bagazo de carambola.

L. reuteri con aprox. 10" UFC/mL fue usado en cada encapsulado.

L. reuterilibre fue utilizado como testigo.

3.5 Obtencion del multi-compuesto bipolimérico formulado con ECFDBC en la
encapsulacion de L. reuteri.

Se tomo6 1 mL de la suspension activa (L. reuteri) a una concentracion aproximada
de 10'° UFC/mL que fue mezclada con 50 mL de una solucion de alginato de sodio
estéril al 2% (p/v) combinada con goma xantana al 0.015% (Tabla 5); para capsulas
con el extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola (ECFDBC),
se utilizé una concentracidon de 2% para su incorporacién a la suspension activa, y
posterior mezclado con la solucién AlgNa-GX. Las soluciones preparadas fueron
agregados por extrusion con un tamano de aguja de 21Gx32 mm (con tecnologia
Ultra-Thin Wall que permite un mejor flujo de la solucién), a una velocidad
aproximada de 3.5 mL/min con una distancia de 10 cm entre la aguja y el contenedor
en el cual se encontraban preparados 200 mL de una solucién de cloruro de calcio
(0.2 M) la cual sirvi6 como agente entrecruzante para la obtencion de las capsulas,
se mantuvo en agitacion suave durante 30 min, con la finalidad de evitar
coalescencia y reticulacién de las particulas. Las capsulas fueron filtradas por un
colador de metal estéril, finalmente lavadas con agua desionizada, recubiertas con

quitosano y almacenadas a 4°C.
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¢ Para el recubrimiento con quitosano:

Las capsulas de alginato fueron recubiertas usando una concentracién de 0.2% y
0.4% de quitosano de bajo y medio peso molecular, para cada una. El recubrimiento
consiste en dos etapas: Quitosano de bajo y medio peso molecular (Sigma Aldrich)
se disolvié cada uno por separado y de acuerdo a la concentracion (0.2 y 0.4 %) en
90 mL de agua destilada y después se acidificd con 0.2 mL o 0.4 mL de acido acético
glaciar para conseguir una concentracion final de 0.2 % y 04 % (w/v)
respectivamente; se ajusté el pH entre 5 y 6 mediante la adicion de 1 M NaOH. La
mezcla se filtré a través de papel filtro Whatman # 4 y el volumen se ajusté a 100
mL antes de la esterilizacion en autoclave a 121°C/15 min. Posteriormente, se hizo
una inmersion en 100 mL de solucion de quitosano de 15 g de perlas lavadas para
el recubrimiento y se agitdo a 120 Xg durante 40 min. Las perlas recubiertas de

quitosano se lavaron con agua destilada estéril y se almacenaron a 4 °C.

3.6 Liberacion del L. reuteri de los encapsulados.

Se tomaron 1 g de capsulas y se adicionaron en 99 mL de solucion buffer de fosfato
de sodio a 0.1 M con un pH de 7. La suspension se homogenizé 10 min en un
homogenizador a 420 rpm seguido de 30 minutos de reposo. Se inocularon en agar
MRS por la técnica de vertido en placa. Las muestras fueron incubadas por 48 horas
a 37 °C.

3.7 Determinacion de la Eficiencia y Rendimiento de la encapsulacion.

De acuerdo con el método de liberacion, una vez realizado fue tomado 0.1 mL de
alicuotas de las diluciones y se sembraron en agar MRS, incubando a 37 °C/48 h.
Asi mismo, se sembr6é en MRS, 0.1 mL de alicuotas de las diluciones procedentes
de 1 mL tomado de la suspension celular preparada para encapsular antes de ser

adicionada al cloruro de calcio. Se hizo por duplicado con cuatro repeticiones.
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Fue calculado como la relacion entre lo encapsulado y la concentracion inicial de

bacteria (Fareez et al., 2015).

Lo N
EE= —810"1 100
Logio Ny

Log 10 N1= Logaritmo de numeros de células viables liberadas de las capsulas

Log 10 No= logaritmo de numeros de células anadidas a la mezcla de polimeros

El rendimiento fue calculado mediante la relacion entre la cantidad inicial de alginato

comparada con el peso final de las capsulas.
m

R= —%100
\%

m= Peso final de las capsulas

v= cantidad inicial de material empleado

3.8 Determinacion de la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri
encapsulado.

Se realizaron pruebas de viabilidad, para estimar el tiempo que la bacteria
encapsulada logra mantener su concentracion durante el almacenamiento. La
prueba se realizé en un lote de capsulas realizando conteos a los 0, 15 y 30 dias.
Alicuotas de 1 mL de la solucion producida al liberar las capsulas en buffer de fosfato
de sodio a 0.1 M fueron diluidas decimalmente y sembradas en agar MRS por la
técnica de vertido en placa. Las muestras fueron incubadas por 48 horas a 37°C.

Se hicieron tres repeticiones por duplicado.

3.9 Determinacion de la tolerancia a pH de L. reuteri libre y encapsulado.

Se tomaron 1 mL de cepa libre y 1 g de capsulas en 9 ml de caldo MRS ajustado en
pH de 2, 3.5, 5, y 6.5 (control) con 12 M de HCl y 1 M NaOH. Se incubaron a 37 °C
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y se tomaron muestras de suspensiones microbianas y células encapsuladas
después de 2, 4 y 6 h de exposicion, siguiendo la técnica de Jiménez -Pranteda
(2012). Se hicieron diluciones en serie en PBS para el recuento de microorganismos
viables por duplicado, en placas de agar MRS. Para la enumeracién de las bacterias
encapsuladas, los microorganismos fueron puestos en libertad por disolucion de las
capsulas en buffer de fosfato de sodio pH 7,0 homogenizando 10 min a 420 rpm

seguido de 30 minutos de reposo.

3.10 Determinacién de termotolerancia de L. reuterilibre y encapsulado.

La termoresistencia se determin¢ utilizando la metodologia de Victoria-Ledn, 2006.
Se colocaron 1 mL de la cepa libre y 1 g de capsulas en tubos con tapa verticalmente
posicionados en bafios de agua a diferentes temperaturas (70, 80 y 90°C), y se
mantuvieron para cada temperatura durante 10 y 15 min, respectivamente.
Después del tratamiento térmico, las capsulas fueron liberadas y 1 mL de caldo de
cada tubo calentado a las diferentes temperaturas y tiempos fue sembrado en cajas
Petri con agar con medio MRS e incubado mediante anaerobiosis a 37°C durante

48 horas. Se reporta el niumero de colonias sobrevivientes.

3.11 Caracterizacion fisica de los encapsulados.

3.11.1. Determinacioén del tamafo de las capsulas.

Para la determinacién del diametro se utilizé un Vernier (General UltraTECH) No.

147 con una precision de +0.02mm.

3.11.2. Determinacién del Peso unitario de las capsulas.

Se pesaron grupos diferentes de 50 capsulas en una balanza analitica, el valor
resultante de cada grupo se divididé por 50 para obtener el peso promedio de cada
capsula, y posteriormente se tomaron los pesos y se promedié finalmente. Se

hicieron tres repeticiones.
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3.11.3 Resistencia mecanica.

En un analizador de textura modelo TA-XTplus (Texture Technologies Corporation
Stable Microsystems) se midié la resistencia del gel de las capsulas. En una sonda
cilindrica de aluminio 35 mm de diametro, a una velocidad de 1 mms-! en un modo
de compresidn, utilizando una distancia de ruptura de 1,0 mm, diez capsulas fueron
probadas para cada tratamiento. La fuerza pico se midié en gramos. Se hicieron

tres repeticiones (Krasakoopt et al., 2004).

3.12 Analisis estadistico.

Los resultados de las pruebas del porcentaje de eficiencia y viabilidad de L. reuteri
encapsulado sometido a diferentes valores de pH y temperatura, fueron analizados
por duplicado con cuatro y tres repeticiones respectivamente, mediante un analisis
de varianza (ANDEVA) de una via con una prueba de rango multiple de Fisher y
expresados como valores promedio con la desviacidn estandar, para un nivel de

confianza del 95% utilizando como programa estadistico (Minitab 16).

3.12.1 Diseno experimental.

Se elaboré un modelo matematico de segundo orden (modelo de las variables
cualitativas), utilizando el programa estadistico (MATLAB 7.8.0 2009) y un disefio
factorial 2% para el analisis de los resultados de viabilidad durante el
almacenamiento, asi como, para la caracterizacion fisica determinando peso

unitario, tamafo y compresion de los encapsulados.

Expresado:

y= Bo + B1X1+R2X2+B12X1X2+B22X22 + Y1Z1+Y 2Z2
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Donde:

y = variable de respuesta

X1= variable cuantitativa para la concentracion de quitosano
Xo= variable cuantitativa para el tiempo de almacenamiento
Z1= variable cualitativa para el ECFDBC

Z»>= variable cualitativa para el tipo de quitosano

El analisis experimental sobre la viabilidad durante el almacenamiento se realiz6 por
duplicado con tres repeticiones, el disefio factorial 2x2x2x3 (Tabla 6 y 7) fue con dos
niveles respecto al tipo de quitosano (bajo y medio peso molecular), dos niveles
para la concentracion de quitosano (0.2 y 0.4%), dos niveles para el ECFDBC (con

y sin) y tres niveles de tiempo (0, 15 y 30 dias) para un total de 24 tratamientos.

Tabla 4. Niveles codificados del disefio experimental.

Tratamientos FACTORES

Concentracion Tiempo *ECFDBC Tipo de Q
1 0.2 (-1) 0 (-1) SIN (0) BPM (0)
2 0.2 (-1) 15 (0) SIN (0) BPM (0)
3 0.2 (-1) 30 (1) SIN (0) BPM (0)
4 0.2 (-1) 0 (-1) CON (1) BPM (0)
5 0.2 (-1) 15 (0) CON (1) BPM (0)
6 0.2 (-1) 30 (1) CON (1) BPM (0)
7 0.4 (1) 0 (-1) SIN (0) BPM (0)
8 0.4 (1) 15 (0) SIN (0) BPM (0)
9 0.4 (1) 30 (1) SIN (0) BPM (0)
10 0.4 (1) 0 (-1) CON (1) BPM (0)
11 0.4 (1) 5(0) CON (1) BPM (0)
12 0.4 (1) 30 (1) CON (1) BPM (0)

* ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola; BPM: bajo peso molecular; Q:
Quitosano
Niveles codificados para las capsulas con quitosano de bajo peso molecular.
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Tabla 5. Niveles codificados del disefio experimental.

Tratamientos FACTORES

Concentracion Tiempo *ECFDBC Tipo de Q
13 0.2 (-1) 0(-1) SIN (0) MPM (1)
14 0.2 (-1) 15 (0) SIN (0) MPM (1)
15 0.2 (-1) 30 (1) SIN (0) MPM (1)
16 0.2 (-1) 0(-1) CON (1) MPM (1)
17 0.2 (-1) 15 (0) CON (1) MPM (1)
18 0.2 (-1) 30 (1) CON (1) MPM (1)
19 0.4 (1) 0(-1) SIN (0) MPM (1)
20 0.4 (1) 15 (0) SIN (0) MPM (1)
21 0.4 (1) 30 (1) SIN (0) MPM (1)
22 0.4 (1) 0(-1) CON (1) MPM (1)
23 0.4 (1) 15 (0) CON (1) MPM (1)
24 0.4 (1) 30 (1) CON (1) MPM (1)

* ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola; MPM: medio peso molecular; Q:
Quitosano
Niveles codificados para las capsulas con quitosano de medio peso molecular.

Para evaluar el efecto durante el almacenamiento en peso, tamafo y fuerza de
compresion del multi-compuesto biopolimérico formulado con ECFDBC para la
encapsulacion de L. reuteri, se utilizé un disefio factorial 2x2x2x3 asi como, un
disefio factorial 2x2x2x3x4 al exponer las capsulas a diferentes valores de pH.
Ambos analisis se hicieron en tres repeticiones. Cada factor tuvo su ecuacion

desarrollada a través del modelo matematico anteriormente descrito.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4. 1 Determinacion de la eficiencia de encapsulaciéon de L. reuteri utilizando
un multi-compuesto biopolimérico formulado con extracto de fibra dietaria de
bagazo de carambola (ECFDBC).

Las condiciones de proceso empleadas permitieron obtener capsulas con un multi-
compuesto biopolimérico formulado con ECFDBC en la encapsulacién de L. reuteri
como se aprecia en la Figura 11. La concentracién inicial de células de L. reuteri
utilizada fue de 10.2 a 10.6 Log UFC/mL, sin embargo, después de haber sido
encapsulado la concentracién de bacteria fue menor, reduciéndose de 2 a 3 ciclos
logaritmos en las diferentes mezclas poliméricas utilizadas (Tabla 8), lo que
representa en una reduccion significativa (p<0.05) respecto de la concentracién
inicial de bacteria. La reduccion de la concentracion de células viables en el
encapsulado no compromete la funcionalidad del probidtico pues en promedio
mantuvo una concentracion en un intervalo de 7.481 a 8.349 Log UFC/mL, valores
que se encuentran dentro de los niveles requeridos (210%-107 UFC/mL) para
considerarse como probidtico (FAO/OMS, 2002; Kamalian et al., 2014).

Figura 11. a) Encapsulados de L. reuteri con ECFDBC.
b) Encapsulados de L. reuteri sin ECFDBC.
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Tabla 6. Numero de células viables antes y después de la encapsulacion con y sin
ECFDBC.

Capsulas Célula viable Encapsulacion de célula

libre Log viable Log UFC/mL
UFC/mL
AlgNa-GX-QBPM 0.2 10.623+1.082 7.481+0.05°
AlgNa-GX-QBPM 0.4 10.623+1.082 8.239+0.06°
AlgNa-GX-QMPM 0.2 10.623+1.082 7.835+0.06°
AlgNa-GX-QMPM 0.4 10.623+1.082 7.781+0.03°
AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 0.2 10.274+0.492 8.349+0.05°
AlgNa-GX-ECFDBC -QBPM 0.4 10.27410.492 8.242+0.02°
AlgNa-GX-ECFDBC-QMPM 0.2 10.274+0.492 7.947+0.01°
AlgNa-GX-ECFDBC-QMPM 0.4 10.274+0.492 7.995+0.01°

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QVPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Letras diferentes comparadas por columna muestran diferencia significativa p<0.05.

Con respecto al porcentaje de eficiencia de encapsulacion los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 9. Las capsulas control (sin ECFDBC) donde se empled
QBPM a 0.2% resultdé en un porcentaje de eficiencia significativamente menor al
comparado con 0.4% de QBPM, esto pudiera atribuirse a que a mayores
concentraciones de QBPM existiria un mayor grado de entrecruzamiento por el
nuamero de grupos amino presentes en la molécula (Expodsito-Harris, 2009;
Rodriguez-Hamamura et al., 2010), accién que se estaria generando con la solucién
de alginato-goma xantana, resultado en la formacién de capsulas mas densas y mas
resistentes (Mortazavian et al., 2007), favoreciendo por lo tanto, la eficiencia de
encapsulacion. Mientras que, cuando se utiliza QMPM a 0.2 y 0.4% presentaron
valores similares de porcentaje de eficiencia, indicando que la concentracion no
tiene efecto sobre la eficiencia de encapsulacion, esto podria deberse a que en
quitosanos de un peso molecular mas alto, existe un mayor numero de grupos
aminos para protonisar, lo que aumenta el entrecruzamiento (Espinoza-Espiritu,
2010; Rodriguez-Hamamura et al., 2010), sin embargo, no es conveniente utilizar
quitosanos de alto peso molecular pues al haber un mayor grado de
entrecruzamiento existe una mayor pérdida de células viables durante el proceso

de gelificacion (Espinoza-Espiritu, 2010).
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Tabla 7. Eficiencia de la encapsulacion.

Capsulas Eficiencia (%)
AlgNa-GX-QBPM 0.2 86.527+0.27¢
AlgNa-GX-QBPM 0.4 90.378+0.53°
AlgNa-GX-QMPM 0.2 88.225+0.51¢
AlgNa-GX-QMPM 0.4 87.927+0.48¢

AlgNa-GX- ECFDBC-QBPM 0.2 91.135+0.58?
AlgNa-GX- ECFDBC-QBPM 0.4 91.016+0.42%°
AlgNa-GX- ECFDBC-QMPM 0.2 89.509+0.31°¢
AlgNa-GX- ECFDBC-QMPM 0.4 89.142+0.52°¢

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de cuatro repeticiones + la desviacion estandar. Los valores estan
reportados en porcentaje. Letras diferentes muestran diferencia significativa p<0.05 entre todas las
formulaciones y sus controles.

Sin embargo, comparando los valores de eficiencia con respecto al tipo de quitosano
utilizado, se observaron valores significativamente mayores de eficiencia en
aquellos encapsulados donde se utilizdé 0.4% de QBPM, esto podria ser atribuido a
que, estructuralmente, el quitosano de bajo peso molecular se difunde mas rapido
en la matriz de alginato en comparacion con un peso molecular mas alto

(Mortazavian et al., 2007) mejorando la estabilidad del encapsulado.

Por otro lado, cuando se adiciona el ECFDBC a las capsulas con QBPM 0.2%,
QMPM 0.2 y 0.4%, el porcentaje de eficiencia aumenta en relacion a su control, esto
pudiera atribuirse posiblemente a la cantidad de fibra dietaria soluble presente en el
ECFDBC (8% de fibra dietaria soluble (FDS), que podria servir como sustrato para
la estabilidad de la bacteria. Sin embargo, cuando se adiciona el ECFDBC en
capsulas con QBPM a 0.4% no se observo diferencia estadistica con respecto a su
control, asi como, con capsulas con ECFDBC y QBPM 0.2%, lo cual podria
atribuirse a que, el quitosano de bajo peso molecular presenta una baja viscosidad,
una longitud de cadena corta, solubilidad en medios acuosos neutros lo que
favorece en una mejor estabilidad del entrecruzamiento (Prashanth & Tharanathan,
2007).
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De la Cruz-Molina & Teran-Ratti (2013), utilizando el gel de alginato obtuvo capsulas
de L. casei por el método de extrusién y encontrd una eficiencia de encapsulado del
82.48%. Lo que indica que en este estudio, el uso del recubrimiento con quitosano,
ademas de la adicion del ECFDBC, se obtuvo entre el 89 y 91% esto es, un

incremento del 7% de eficiencia en comparacion con el autor.

El porcentaje de rendimiento después de encapsular fue de 63.03+0.01%, este valor
refleja el porcentaje de capsulas obtenidas respecto a la cantidad de material
empleado. Los calculos de rendimiento, se obtuvieron de la relacion entre el peso
final de capsulas en gramos (87.45 g) con el promedio inicial de la mezcla de
alginato-goma xantana + L. reuteri (en la que se extrudieron 150 mL de solucion
preparada) resultando tal rendimiento de encapsulacién, autores como Chavarri et
al., 2010, obtuvieron un porcentaje de rendimiento del 19.5% utilizando quercetina
y L. gasseri como probidtico encapsulado en una matriz de alginato recubiertas con
quitosano mediante extrusion vy liofilizacion posterior, en este estudio y bajo las
condiciones de elaboracion de las capsulas se alcanzé mejorar el rendimiento en

un 44% cuando se utiliza el ECFDBC y un probidtico diferente (L. reuteri).

RESULTADOS Y DISCUSION 40



—
=
=
=
=
=t

MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

4.1.1 Determinacion de la viabilidad durante los 0, 15 y 30 dias de
almacenamiento a 4 °C de L. reuteri encapsulado.

Se desarrollé un modelo matematico (modelo de las variables cualitativas) en el que
la variable de respuesta fue la viabilidad durante el almacenamiento de L. reuteri
encapsulado. Los resultados experimentales demostraron que la adicion del
ECFDBC (Z1) ejerce un efecto positivo sobre la viabilidad, que sugiere, que al
incorporar el ECFDBC en la matriz de encapsulacion se logra mantener las UFC/mL

dentro del mismo ciclo logaritmico hasta por 30 dias.

La ecuacién de regresién obtenida para el efecto en la viabilidad de L. reuteri

encapsulado por el tiempo de almacenamiento (X2) se muestra a continuacion:

y=6.90+0.76z, -0.06z, +0.08x, +0.03z x, -0.10z,x, -0.51x, +0.07z x, -0.04z X, -

2 2 2
0.01x1x2 -0.0221x1x2 +0.0622x1x2 +().57x2 -0.4521x2 -0.0122x2

Para visualizar la viabilidad de L. reuteri encapsulado con y sin ECFDBC durante

el almacenamiento se empled graficas de superficie de respuesta (Figura 12-15).

Enlas Figuras 12y 14 se muestra el efecto negativo del tiempo de almacenamiento
sobre la Vviabilidad para encapsulados de L. reuteri sin ECFDBC,
independientemente del tipo y concentracion de quitosano. Esto podria atribuirse a
efecto de la temperatura de almacenamiento a 4 °C, ya que se considera que el
quitosano muestra una mejor actividad antimicrobiana a esa temperatura de
refrigeracion y requiere de un tiempo prolongado de contacto para inhibir al
microorganismo, ya que podria entrar en contacto con la bacteria y ser absorbido
por la superficie celular bacteriana, incrementando la permeabilidad de los lipidos
de la membrana celular y causando la muerte a través de la perdida de los
materiales esenciales de la célula (Rodriguez-Pedroso et al., 2009; Aviles-Palou,

2013). Sin embargo, la bacteria parece tolerar adecuadamente el encapsulado
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recubierto con quitosano sin disminuir drasticamente la sobrevivencia o efectividad

de este microrganismo.

Sin embargo, se observa el efecto positivo del ECFDBC (Figuras 13 y 15),
encontrando valores de células viables en un intervalo >7-8 Log UFC/mL
aproximadamente después de los 15 dias, suponiendo un efecto amortiguador del
ECFDBC durante el tiempo de almacenamiento. Esto pudiera atribuirse a la adicion
del extracto, el cual podria contribuir a mejorar la sobrevivencia por efecto del
almacenamiento de L. reuteri en las capsulas, obteniéndose un mejor desemperio
en cuanto a la viabilidad de la cepa encapsulada con ECFDBC, lo que podria
suponer que la bacteria se adapta mejor bajo estas condiciones de encapsulacion
favorecido por el extracto, independientemente de la concentracion y tipo de

quitosano.

Cabe mencionar, que el extracto obtenido procedié del concentrado de fibra dietaria
de bagazo de carambola propuesto por Pantaledn-Velasco et al., 2014, el cual
demostré en su investigacion presentar un alto contenido en fibra dietaria,
polifenoles y actividad antioxidante. Roque-Martinez, 2013, demostré que en la
elaboracién de una bebida fermentada el tratamiento con CFDC (2%) y PV (2.5%)
favorecié la viabilidad de bacterias probidticas como L. reuterimanteniendo la carga
de células viables al dia 30. La presencia de tales compuestos bioactivos podria

atribuir a la mejora en la viabilidad de la bacteria probidtica en los encapsulados.

Lo que demuestra que el quitosano puede funcionar como recubrimiento para
algunos microrganismos probidticos permitiendo su sobrevivencia y actividad,
incluso puede considerarse que la encapsulacion celular con este recubrimiento y
la adicion del ECFDBC puede preservar por largos periodos la viabilidad de esta
bacteria acido-lactica, ya que la viabilidad se mantiene dentro de los valores para

ser considerado como probiético.
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Figura 12. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L.
reuteri encapsulado sin ECFDBC recubiertos con quitosano de bajo peso molecular a
una concentracion de 0.2 y 0.4%.
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Figura 13. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L.
reuteri encapsulado con ECFDBC recubiertos con quitosano de bajo peso molecular
a una concentracion de 0.2 y 0.4%.
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Figura 15. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L.
reuteri encapsulado sin ECFDBC recubiertos con quitosano de medio peso molecular
a una concentracion de 0.2y 0.4%.
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Figura 14. Superficie de respuesta de la viabilidad durante el almacenamiento de L.
reuteri encapsulado con ECFDBC recubiertos con quitosano de medio peso molecular
a una concentracion de 0.2 y 0.4%.
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4.2 Determinacion de la tolerancia a pH de L. reuterilibre y encapsulado.

Se determind el efecto de diferentes valores de pH (2, 3.5, 5 y 6.5) en la
supervivencia de la bacteria probidtica libre y encapsulada. Los cultivos fueron

expuestos a 37 °C durante 2, 4 y 6 horas de incubacion.

L. reuteri en forma libre, presentd crecimiento solo en el dia cero a las 6 horas de
exposicion en un pH de 6.5, obteniéndose una cuenta viable de 9.4 Log UFC/mL,
respecto a la concentracion inicial de célula (10.02 Log UFC/mL) se observo una
reduccion de un ciclo logaritmico a las 6 h de incubacion, cabe hacer mencion que
L. reuteri no implementd mecanismos de adaptacion en medios acidos (pH 2, 3.5y

5), debido a que no se observo crecimiento a estas condiciones de pH.

De acuerdo con el andlisis de varianza, en el dia 0 de almacenamiento (Tabla 10),
utilizando QBPM independientemente de la concentracion y de la utilizacion del
ECFDBC, se logra mantener con el encapsulado la cuenta viable de L. reuteri para
ser considerado probiotico, cuando se somete a pHs de 2, 3.5, 5y 6.5, sin embargo,
cuando se utiliza el QBPM al 0.4 % y el ECFDBC se observa que a pH de 6.5, existe
un incremento significativo (p<0.05) de un ciclo logaritmico a las 6 h en relacién a
la cuenta inicial obtenida a las 0 h. Esto se puede atribuir, primeramente, a que el
encapsulamiento provee un ambiente anaerobio, el cual se cree pueda contribuir al
crecimiento de la bacteria dentro de la matriz biopolimérica (De la Cruz-Molina &
Teran-Ratti, 2013). Ademas, al someter a un pH de 6.5 siendo el 6ptimo de
crecimiento de L. reuteri, el crecimiento pudiera verse favorecido por la penetracion
del medio dentro de la matriz (Figueira-Maldonado, 2008), aunado a esto la
hidratacion provocada en las moléculas de quitosano disminuye la densidad de
entrecruzamiento lo que provoca una separacion de las cadenas de quitosano con
el ion AlgNa-GX consiguiendo una liberacion mas rapida de la célula microbiana
por el debilitamiento de la capsula en el momento de la liberacién de la bacteria
durante la cuantificacion de la misma, lo que concuerda con el aumento de la

cantidad de células viables (Rodriguez- Hamamura et al., 2010).
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Tabla 80. Viabilidad de los encapsulados con QBPM después de someter a
diferentes pHs durante 0 dias de almacenamiento a 4°C.

Formulaciones pH Dia 0 (Log UFC/mL)
Oh 2h 4h 6h
AlgNa-GX-QBPM 0.2 2 7.74+0.08° 8.05+0.08? 7.73+0.302 7.65+0.422
3.5 7.74+0.082 7.86+0.532 7.95+0.612 8.15+0.362
5 7.74+0.08¢ 8.5310.272° 8.61+0.132 8.28+0.30°
6.5 7.74+0.08¢ 8.21+0.05° 8.25+0.03° 9.04+0.312
AlgNa-GX-QBPM 0.4 2 8.14+0.06°  7.62+0.05¢ 7.77+0.09°¢ 8.31+0.022
35 8.14+0.062 7.98+0.302 8.02+0.422 8.08+0.472
5 8.14+0.06° 8.41+0.09° 8.68+0.252 8.7310.242
6.5 8.14+0.06° 8.36+0.08° 8.49+0.07° 9.2040.632
AlgNa-GX-QBPM-ECFDBC 0.2 2 8.29+0.072 7.87+0.34° 7.93+0.36%*  8.18+0.20%°
35 8.29+0.07° 8.14+ 0.172 8.36+0.322 8.24+0.452
5 8.29+0.07¢ 8.91+0.48° 9.43+0.052 8.71£0.43°
6.5 8.29+0.07¢ 9.32+0.13%° 9.50+0.042 9.06+0.47°
AlgNa-GX-QBPM-ECFDBC 0.4 2 8.34+0.122 8.1410.03° 8.04x0.03° 7.67+0.13°
3.5 8.341£0.12b¢  8.09+0.28°¢ 8.53+0.46%"  8.82+0.45°
5 8.34+0.12¢ 9.49+0.08° 9.46+0.042 9.31+0.12°

6.5 8.34+0.12¢ 9.43+0.03° 9.46x0.02° 9.93+0.522
*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacién estandar. Letras diferentes
comparadas entre columna tienen diferencia significativa p<0.05.

En la Tabla 11 para 15 dias de almacenamiento, se observa que sin adicion del
ECFDBC y al usar QBPM independientemente de la concentracion, existe diferencia
significativa (p<0.05) en relacién a la cuenta inicial a las 0 h, mostrando un
crecimiento exponencial en pH de 3.5, 5y 6.5 con aumento de 2 ciclos logaritmicos.
Para un pH mas acido (pH 2) la viabilidad se ve incrementada significativamente por
un ciclo logaritmico, encontrando valores aceptables para ser considerado como
probidtico. Esto puede deberse a la fuerza i6nica del medio, ya que si hay una
disminucién de pH, se favorece la disociacién de los enlaces idnicos y la disolucién
de la red del quitosano, esto posiblemente ocurrié al exponer las particulas de
quitosano al pH 2, ya que existe una mayor concentracion de grupo amino
protonados aumentando la densidad de entrecruzamiento, que induce a una
disminucién de la sensibilidad del pH, mejorando la estabilidad de la red, por lo que,
se estaria disminuyendo la liberacién de la cepa probidtica, lo que estaria
interviniendo para que exista una cuenta viable detectable (Rodriguez-Hamamura
et al., 2010).
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Tabla 11. Viabilidad de los encapsulados con QBPM después de someter a
diferentes pHs a los 15 dias de almacenamiento a 4°C.

Formulaciones pH Dia 15 (Log UFC/mL)
Oh 2h 4h 6h

AlgNa-GX-QBPM 0.2 2 6.88+0.52° 7.59x0.142 7.40x0.092 7.25x0.172

3.5 6.88+0.52° 8.09+0.522 8.05+0.212 8.16+0.242

5 6.88+0.52°¢ 8.21+0.16° 8.61+0.39%  8.74+0.48?

6.5 6.88+0.52°¢ 8.07+0.25° 8.33+0.172"  8.70+0.26°

AlgNa-GX-QBPM 0.4 2 6.60+0.35°  7.65+0.04° 7.57+0.142 7.49+0.152

35 6.60+0.35°¢ 8.26+0.63° 8.48+0.26®>  8.78+0.21°

5 6.60+0.35°¢ 8.25+0.63° 8.92+0.372 8.80+0.63%°

6.5 6.60+0.35° 8.43+0.81° 8.67+0.37° 8.73+0.612

AlgNa-GX-QBPM-ECFDBC 0.2 2 7.80+0.102 7.45x0.10° 7.41x0.19° 7.74+0.27°
35 7.80+0.10° 8.52+0.462 8.29+0.362 8.24+0.152

5 7.80+0.10° 8.65+0.542 8.71+0.562 8.6410.412

6.5 7.80+0.10°  8.65+0.562 8.72+0.58? 8.77+0.482

AlgNa-GX-QBPM-ECFDBC 0.4 2 8.11x0.07°  8.21x0.10° 8.92+0.592 8.37+0.30°
3.5 8.11+0.07¢ 8.52+0.60°° 9.06+0.412 9.02+0.50%°

5 8.11£0.07°  8.46x0.40° 8.38+0.07° 9.11+0.522

6.5 8.11+0.07¢ 8.77+0.54%° 8.59+0.25°¢  9.1110.522
*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacién estandar. Letras diferentes
comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Se observa que al adicionar el ECFDBC y utilizando QBPM a 0.4% la cuenta viable
se ve favorecida con el aumento de un ciclo logaritmico en pHs de 3.5, 5y 6.5., esto
puede atribuirse al efecto que tiene la adicion del ECFDBC, el cual actua
posiblemente como un prebidtico para L. reuteri., esto debido al contenido de fibra
soluble presente en el ECFDBC el cual es de 8%.Este comportamiento también se
observa en la viabilidad de los encapsulados a los treinta dias de almacenamiento
(Tabla 12) en el que se observa que con el uso de QBPM a 0.4% y ECFDBC se
logra mantener la cuenta viable en el mismo ciclo logaritmico hasta las seis horas
de incubacién, sin embargo, cuando los encapsulados con QBPM 0.2 y 0.4% sin
adicion de ECFDBC son sometidos a pH de 2 y 3.5 se inhibe totalmente el
crecimiento de L. reuteri, lo que sugiere que para mantener la viabilidad de L reuteri
por un periodo mas largo de almacenamiento a estos valores de pH es necesaria la
utilizacion del ECFDBC.
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Tabla 12. Viabilidad de los encapsulados con QBPM después de someter a
diferentes pHs a los 30 dias de almacenamiento a 4°C.

Formulaciones pH Dia 30 (Log UFC/mL)
0Oh 2h 4h 6h
AlgNa-GX-QBPM 0.2 2 6.70+0.222 0.00+0.00° 0.00+0.00P 0.00+0.00P
3.5 6.70+0.222 0.00£0.00P 0.00£0.00P 0.00£0.00P
5 6.70+0.22b 7.901£0.052 7.09+0.43P 7.01+0.49P
6.5 6.70+0.22° 7.57+0.352 7.6510.362 7.88+£0.122
AlgNa-GX-QBPM 0.4 2 7.07+£0.412 0.00£0.00P 0.00£0.00P 0.00£0.00P
3.5 7.07+0.41° 7.66+0.072 7.68+0.462 7.41+0.262°
5 7.07+0.41b 7.21£0.172° 7.3610.082 7.4410.082
6.5 7.07+0.41b 7.22+0.16%° 7.42+0.28%° 7.4310.272
AlgNa-GX-QBPM-ECFDBC 0.2 2 7.41+0.412 0.00£0.00P 0.00£0.00P 0.00£0.00P
3.5 7.41+0.41° 8.08+0.462 7.63+0.10P 7.26+0.35P
5 7.41x0.41° 7.32+0.03° 7.39+0.04° 7.94+0.452
6.5 7.41+0.41b 8.18+0.252 8.00+£0.332 8.04+0.322
AlgNa-GX-QBPM-ECFDBC 0.4 2 7.35+0.162 7.36+0.472 7.49+0.112 7.06+0.382
3.5 7.42+0.17¢ 8.28+0.412 7.97+0.11° 7.96+0.16°
5 7.42+0.17¢ 7.29+0.02¢ 7.98+0.50° 8.40+0.052

6.5 7.42+0.17° 8.2340.232 8.41+0.062 8.08+0.492
*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar. Letras diferentes
comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Jimenez-Pranteda et al., 2012, reportaron que a pH 2 la viabilidad de L. plantarum
y L. rhamnosus encapsulado con goma xantana-goma de gelano fue en un nivel
aproximado de 5 Log UFC/mL prolongando la viabilidad hasta por 6 horas evaluado
en el dia cero. Destacando con ello, que en este estudio se obtuvo una
concentracion final de 7 Log UFC/mL a las 6 horas de exposicion hasta los 30 dias
de almacenamiento. Por su parte, Muthukumarasamy et al., 2006, encontraron una
baja supervivencia después de la exposicion en jugo gastrico simulado de
Lactobacillus reuteri encapsulado con goma xantana por método de extrusion.
Encontrando en este estudio una mejor supervivencia de L. reuteri con la
combinacion de biopolimeros y un ECFDBC que refuerzan el encapsulado, dando
mayor estabilidad a la bacteria, resultando en la recuperacion de numero de células

viables.
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De acuerdo a los resultados obtenidos utilizando QMPM como recubrimiento, se
observa que sometiendo las capsulas de L. reuteria un pH de 2 y 3.5 sin adicidon
del ECFDBC, la cuenta viable tiende a disminuir en capsulas almacenadas a 0, 15
y 30 dias de almacenamiento (Tabla 13, 14 y 15), esto pudiera ser atribuido a un
mayor grado de entrecruzamiento de los enlaces entre los biopolimeros, ya que
cuanto mayor es el peso molecular del quitosano, existe mayor numero de grupos
amino para protonarse en una solucion acida (Espinoza-Espiritu, 2009), de este
modo al haber mayor numero de cargas positivas pueden interaccionar con las
cargas negativas de la solucion AlgNa-GX, aumentando la densidad de
entrecruzamiento, que induce a una disminucidn de la sensibilidad del pH,
mejorando la estabilidad de la red (Rodriguez-Hamamura et a., 2010). Sin embargo,
la actividad antibacteriana del quitosano es afectada por el pH, y su mayor actividad
bactericida se encuentra en valores bajos de pH, por lo que, la pérdida de la cuenta
viable en su totalidad pudiera atribuirse a efecto de la actividad antimicrobiana, el
cual requiere de un tiempo prolongado de contacto para inhibir al microorganismo,
que se estaria generando por el tiempo de almacenamiento, ya que podria entrar
en contacto con la bacteria y ser absorbido por la superficie celular bacteriana,
incrementando la permeabilidad de los lipidos de la membrana celular y causando
la muerte a través de la perdida de los materiales esenciales de la célula
(Rodriguez-Pedroso et al., 2009). La actividad inhibitoria del quitosano bajo estas
condiciones de pH, pudiera verse reducida por la adicién del ECFDBC, ya que los
resultados demuestran que, al adicionar el ECFDBC se mantuvo una cuenta viable
para ser considerado como probidtico hasta los 30 dias de almacenamiento con un
valor final de 6.5 Log UFC/mL, utilizando una concentracion de quitosano del 0.4%,
no encontrando diferencias significativas en relacién a la cuenta inicial obtenida en
las O h.

Asi mismo, con la utilizacion del ECFDBC se favorece el crecimiento de L. reuteri
con un incremento de células bacterianas >8 Log UFC/mL en pH de 5 y 6.5 hasta

15 dias de almacenamiento, independientemente de la concentracidn de quitosano.

RESULTADOS Y DISCUSION 49



MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

Tabla 13. Viabilidad de los encapsulados con QMPM después de someter a
diferentes pHs a los 0 dias de almacenamiento a 4°C.

Formulaciones

AlgNa-GX-QMPM 0.2

AlgNa -GX-QMPM 0.4

AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2

AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4

pH

2
3.5
5
6.5

2
3.5
5
6.5

2
3.5
5
6.5

2
3.5
5

6.5

Dia 0 (Log UFC/mL)

Oh
8.28+0.032
8.28+0.032
8.28+0.032
8.28+0.03°

8.01+0.262
8.01+0.26%°
8.01+0.26°
8.01+0.26°

8.18+0.072
8.18x0.07°
8.18x0.07°
8.18+0.07°

8.03+0.05°
8.03+0.05°
8.03x0.05°

8.03x0.05°¢

2h
7.6940.29°
8.12+0.26°
8.203+0.362
8.52+0.18°

7.63+0.412°
8.07+0.29%°
8.496+0.042
8.64+0.372

7.56+0.16°
8.15x0.23°
9.17x0.592
9.38+0.042

8.13+0.012
8.12+0.27°
9.48x0.102

9.44+0.04°

4h
7.81£0.10°
8.14+0.242
8.410+0.342
8.33+0.16%°

7.74+0.22%°
8.16+0.252
8.459+0.36°
8.51+0.20°

7.80+0.11°
8.49x0.292
9.47x0.022
9.43+0.062

7.90£0.08¢
8.60+ 0.59°
9.45x0.022

9.48+0.01°

6 h
8.31+0.092
7.98+0.252
8.472+0.182
8.22+0.21°

7.58+0.13P
7.77+0.33P
8.528+0.382
8.79+0.532

7.84+0.09°
8.58x0.092
9.44x0.07°
9.32+0.40°

7.89+0.06°
8.61x0.212
9.51x0.09°

9.78+0.44°

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacién estandar. Letras diferentes
comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Tabla 14. Viabilidad de los encapsulados con QMPM después de someter a

diferentes pHs a los 15 dias de almacenamiento a 4°C.

Formulaciones

AlgNa-GX-QMPM 0.2

AlgNa -GX-QMPM 0.4

AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2

AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4

pH

2
3.5
5
6.5

2
3.5
5
6.5

2
3.5
5
6.5

2
3.5
5

6.5

Dia 15 (Log UFC/mL)

Oh
7.10+0.76%°
7.10+0.76°
7.10+0.76°
7.10+0.76°

7.06+0.732
7.06+0.73°
7.06+0.73°
7.06+0.73°

7.10£0.10°
7.10+0.10¢
7.10£0.10°
7.10+£0.10°

7.51+0.19P
7.51+0.19P
7.51£0.19°

7.51+0.19P

2h
7.63+0.122
8.22+0.552
8.08+0.50°
8.33+0.37%°

7.36+0.20°
8.20+0.542
8.20+0.50°
8.23+0.11°

7.56+0.212
8.71+0.222
8.53+0.092
8.65+0.572

7.7240.142°
8.27+0.352
8.39x0.812

9.02+0.36°

4h
7.02+0.59%°
8.33+0.282
8.93+0.37°2
8.76+0.312

7.19+0.42°
8.41+0.50°
8.54+0.562
8.46+0.45°

7.73+0.292
8.55+0.132
8.74+0.592
8.88+0.46°

7.79+0.102
8.44+0.39°
8.67x0.622

8.72+0.632

6h
6.51+0.09°
8.09+0.442
8.42+0.08%°
8.16+0.18°P

6.68+0.272
8.10+0.112
8.81+0.532
8.68+0.552

7.66+0.052
8.32+0.16°
8.66+0.542
8.83+0.62°

7.76+0.20%°
8.11+0.132
8.71x0.60?

8.82+0.65%

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones * la desviacion estandar. Letras diferentes
comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.
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Tabla 15. Viabilidad de los encapsulados con QMPM después de someter a
diferentes pHs a los 30 dias de almacenamiento a 4°C.

Formulaciones pH Dia 30 (Log UFC/mL)
Oh 2h 4 h 6h
AlgNa-GX-QMPM 0.2 2 6.89+0.362 0.00+0.00P 0.00+0.00P 0.00+0.00P
3.5 6.89+0.362 0.00+0.00P 0.00+0.00P 0.00+0.00°
5 6.89+0.362 7.03+£0.532 7.111£0.402 7.131£0.462
6.5 6.89+0.36° 7.32+0.082 7.36+£0.082 7.30+£0.212
AlgNa -GX-QMPM 0.4 2 6.90+0.442 0.00+0.00P 0.00+0.00P 0.00+0.00P
35 6.90+0.442 7.30+0.092 6.97+0.442 6.48+0.00P
5 6.90+0.44°¢ 7.77+0.082 7.30+0.37°¢ 7.50+0.382°
6.5 6.90+0.44° 7.60£0.192 7.49+0.082 7.51+0.122
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2 2 7.13+0.402 0.00+0.00P 0.00+0.00P 0.00+0.00P
3.5 7.13+0.40P 7.57+0.132 7.58+£0.112 6.81+0.39P
5 7.13+0.402>  7.03+0.202b 7.40+0.252 6.97+0.46°
6.5 7.13+0.40P 7.99+0.512 8.03+0.432 7.86+0.422
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4 2 7.19+0.232 7.40+0.142 6.54+0.06° 6.53+0.052
3.5 7.194£0.232 7.31+0.282° 7.51+0.372° 7.67+0.112
5 7.19+0.23P 7.09+0.29P 7.64+£0.232 7.60£0.192

6.5 7.19+0.232 7.41+0.342 7.28+0.112 7.37+0.42°2
*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de
medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar. Letras diferentes
comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

En general, la proteccion ofrecida por las formulaciones de encapsulacion de L.
reuteri, utilizados en este trabajo, principalmente las formulaciones con AlgNa-GX-
ECFDBC-QBPM 0.4 y AlgNa-GX-ECFDBC-QMPM 0.4, que demostraron ser mas
resistentes bajo condiciones mas acidas (pH 2) presentando una cuenta viable en
un valor aceptable para considerarse como probiético hasta los 30 dias de
almacenamiento. Es asi como estos biopolimeros parecen ser una interesante

fuente de material encapsulante.

Los resultados de este estudio coinciden con otros estudios similares (Krasaekoopt
et al, 2004; Chavarri et al., 2010; Zamora-Vega, 2011; Fareez et al., 2015), donde
se ha encontrado que la encapsulacién con alginato en combinacion con otros
biopolimeros aumenta considerablemente la supervivencia de los microrganismos

probiéticos en condiciones de acidez.
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4.3 Determinacion de la termotolerancia de L. reuteri libre y encapsulado.

Se analizo la estabilidad de L. reuteri encapsulado en particulas de AlgNa-GX con
y sin ECFDBC entrecruzadas con QBPM y QMPM en concentraciones de 0.2y 0.4%

a temperaturas de 70, 80 y 90 °C durante 10 y 15 min de exposicion.

Los resultados obtenidos mostraron que todas las formulaciones presentaron una
cuenta viable probiética hasta los 15 dias de almacenamiento a 70 °C durante 10 y
15 min de exposicion (Tabla 16), mientras que para una temperatura de 80 °C a 10
y 15 min (Tabla 17) la formulacién AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 0.4% presentd una
mejor estabilidad de la cuenta viable hasta los 15 dias, con reduccién de un ciclo
logaritmico en el dia 30. Asi mismo, sélo la formulacion AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM
0.4% logré mantener significativamente la cuenta viable a temperatura de 90 °C
durante 10 y 15 min (Tabla 18) hasta los 30 dias de almacenamiento, obteniendo
un valor final de 7.4 Log UFC/mL, encontrandose en el rango para ser considerado
como probidtico. Indicando con ello, que la adicién del ECFDBC y el uso de QBPM
con una concentracién de 0.4% favorece la termotolerancia de L. reuteri a
temperaturas de 70, 80 y 90 °C con tiempo de exposicion a 10 y 15 min, al ser
evaluado por un periodo de almacenamiento hasta por 30 dias. Esto pudiera
atribuirse a que con el uso de QBPM se obtienen capsulas mas densas y mas
resistentes por la facilidad de difundirse mas rapidamente en la matriz de AlgNa-

GX, aunado al uso de concentraciones altas de quitosano (Expdsito-Harris, 2010).

Posiblemente lo que ocurre, es que al someter a temperaturas altas, la bacteria
puede tener una adaptabilidad a estas temperaturas sin ser su 6ptima para crecer,
ya que, las bacterias pueden desarrollar mecanismos de adaptacion para enfrentar
un entorno desfavorable y sobrevivir bajo estas condiciones conocidas como
factores de estrés. Esta respuesta se ha estudiado intensamente y se ha reportado
que durante el estrés se producen y liberan metabolitos al medio circundante

capaces de brindar proteccién contra condiciones letales.
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Tabla 96. Evaluacion de la viabilidad de los encapsulados por efecto del
tratamiento térmico a 70 °C por 10 y 15 min.

Cépsulas 70 °C por 10 min (Log UFC/mL) 70 °C por 15 min (Log UFC/mL)

0 dias 15 dias 30 dias 0 dias 15 dias 30 dias

AlgNa-GX-QBPM 0.2 7.59+0.07° 7.50+0.14° 7.53+0.15b° 7.96+0.03% 7.12+0.25° 0.00£0.00°
AlgNa -GX-QMPM 0.2 7.81+0.03° 7.7240.12° 7.7820.81% 7.92+0.03° 7.23+0.28b° 0.00£0.00°
AlgNa -GX-QBPM 0.4 7.86+0.04° 7.50+0.19° 6.86+0.45% 8.01+0.012 7.33+0.57b° 6.55+0.82°
AlgNa -GX-QMPM 0.4 7.86+0.04° 7.44+0.16° 6.45+0.33¢ 7.99+0.012 7.38+0.19b° 0.00£0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.2  7.58%0.05° 7.71£0.04° 7.65+0.25% 8.00£0.012 7.85+0.152 6.94+0.07%
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2  7.53+0.07° 8.26+0.162 7.88+0.73% 7.97+0.02%° 7.44%0.13% 0.00+0.00°¢
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.4 7.57+0.11° 8.29+0.03? 8.30+0.48 7.99+0.06 7.93+0.032 7.21+0.282
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4  7.81+0.042 8.11+0.05% 7.98+0.64%° 7.80+0.06° 7.57+0.14% 6.80+0.572°
L. reuteri 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.00+0.00¢ 0.00+0.00°

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de medio
peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacién estandar.

Letras diferentes comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Tabla 17. Evaluacion de la viabilidad de los encapsulados por efecto del
tratamiento térmico a 80 °C por 10 y 15 min.

Capsulas 80 °C por 10 min (Log UFC/mL) 80 °C por 15 min (Log UFC/mL)
0 dias 15 dias 30 dias 0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-QBPM 0.2 7.69+0.00° 7.25+0.07° 6.98+0.65° 0.00+0.00¢ 7.38+0.20* 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QMPM 0.2 7.68+0.06° 6.75+0.50° 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.00+£0.00¢ 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QBPM 0.4 7.43+0.06¢ 7.16+0.53 0.00+0.00° 7.75+0.062 7.37+0.28% 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QMPM 0.4 7.57+0.07¢ 7.49+0.12° 0.00+0.00° 7.62+0.16° 7.06+0.19° 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.2 0.00+0.00° 7.47+0.06° 7.76x1.012 7.61+0.06° 7.67+0.31% 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2 7.41+0.08¢ 7.34+0.22° 7.66+1.09° 0.00+0.00¢ 7.27+0.54° 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.4 7.83+0.06% 7.99+0.19° 7.61+0.712 7.53+0.07bc 7.79+0.112 6.45+0.522
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4  7.4620.05¢ 7.37£0.11° 0.00+0.00° 7.49+0.03° 7.41+0.16°%¢ 0.00+0.00°
L. reuteri 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.00+0.00¢ 0.00+0.00°

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de medio
peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.

Letras diferentes comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Tabla 108. Evaluacion de la viabilidad de los encapsulados por efecto del
tratamiento térmico a 90 °C por 10 y 15 min.

Capsulas 90 °C por 10 min (Log UFC/mL) 90 °C por 15 min (Log UFC/mL)
0 dias 15 dias 30 dias 0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-QBPM 0.2 7.21£0.10% 6.46+0.18° 0.00£0.00° 7.47+0.00° 6.38+0.08¢ 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QMPM 0.2 7.63+0.26° 0.000.00¢ 0.00£0.00° 7.28+0.18% 0.00£0.00° 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QBPM 0.4 7.5040.04% 7.60£0.22% 0.00+0.00° 7.56+0.10% 6.71+0.08° 0.00£0.00°
AlgNa -GX-QMPM 0.4 7.80£0.062 7.66£0.28% 0.00£0.00° 7.60£0.06% 0.00£0.00° 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC0.2  7.09+0.43° 7.65:0.16°° 0.00+0.00° 7.52+0.06°° 7.36+0.09° 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QMIPM-ECFDBC 0.2 7.76+0.032 7.48+0.14° 0.00£0.00° 0.00£0.00° 6.95+0.20° 0.00+0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.4 7.1320.27¢ 7.7520.07° 7.2020.872 7.340.08° 7.400.15° 7.4211.032
AlgNa -GX-QMIPM-ECFDBC 0.4 7.74+0.067 7.43£0.08° 0.00+0.00° 7.55+0.062 7.30+0.09° 0.00£0.00°
L. reuteri 0.00+0.00¢ 0.00£0.00¢ 0.00£0.00° 0.00£0.00° 0.00£0.00° 0.00+0.00°

*AlgNa: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano de medio
peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.

Letras diferentes comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.
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Cabe mencionar que la bacteria de forma libre no presentd resistencia a las
condiciones en el tratamiento térmico, viéndose favorecida la viabilidad al ser
encapsulado. Los resultados mostrados podrian ser atribuibles al posible efecto
protector generado por la mezcla de la goma xantana con el alginato de sodio ya
que, estudios han demostrado que puede ser una excelente proteccién de los
probioticos contra ambientes acidos y temperaturas altas (Fareez et al., 2015) que
sumado al uso del quitosano como recubrimiento, mejora la estabilidad quimica y

mecanica de las capsulas (Krasaekoopt et al., 2004).

Este analisis es util para obtener informacion que permita determinar si la cepa
probidtica encapsulada con el uso del multi-compuesto biopolimérico formulado con
ECFDBC puede ser utilizado para adicionarse en alimentos donde las condiciones

de temperatura en el proceso son extremas.

4.4 Caracterizacion fisica de encapsulados de L. reuteri.

4.4.1 Determinacién de peso unitario, tamano y fuerza de compresiéon durante
el almacenamiento a 4 °C.

Se determinaron las caracteristicas fisicas respecto al peso unitario, tamano y

fuerza de compresion de los encapsulados durante el almacenamiento a 4 °C.

Los resultados de la caracterizacion fisica indicaron que independientemente del
tipo y concentracion de quitosano, asi como de la adicion del ECFDBC, no existe
un efecto significativo en peso unitario (Tabla 19) y tamafo (Tabla 20) de las
capsulas en funcion del tiempo de almacenamiento. Se encontraron valores en peso
que oscilan en 0.22-0.26 g para el control, y 0.24-0.27 g con ECFDBC, y para el
tamaro en un intervalo de 1. 54-1.55 mm para el control, y 1.55 a 1.58 mm para
capsulas con ECFDBC. Esta estabilidad en peso pudiera atribuirse al
entrecruzamiento entre el uso del alginato en combinacién con la goma xantana y
quitosano, ya que aumenta considerablemente, y se producen capsulas mas
densas, lo que favorece en una menor velocidad de liberacion de la bacteria
(Expdsito-Harris, 2010).
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Tabla 19. Determinacion del Peso unitario de encapsulados de L. reuteri durante
los dias de almacenamiento a 4 °C.

Capsulas Peso unitario (g)
0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-QBPM 0.2 0.251+0.012  0.284+0.01°  0.253+0.012
AlgNa -GX-QMPM 0.2 0.222+0.01*  0.235+0.01*  0.231+0.00°
AlgNa -GX-QBPM 0.4 0.267+0.09°  0.232+0.022  0.238+0.00°
AlgNa -GX-QMPM 0.4 0.278+0.022  0.264+0.00*  0.265+0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.2 0.255+0.04%  0.249+0.01@  0.247+0.01°
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2 0.273£0.00°  0.289+0.04®  0.261+0.00°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.4 0.2304£0.017  0.248+0.04®@  0.245£0.00°
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4 0.2584£0.017  0.299+0.04®  0.265+0.01°

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QWMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones * la desviacion estandar.

Letras diferentes comparadas entre columna tienen diferencia significativa p<0.05

Tabla 20. Determinacion del Tamarno de encapsulados de L. reuteri durante los

dias de almacenamiento a 4 °C.

Capsulas Tamano (mm)
0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-QBPM 0.2 1.56+0.05° 1.54+ 0.052 1.52+ 0.05°
AlgNa -GX-QMPM 0.2 1.56+0.05° 1.53+ 0.002 1.53+ 0.112
AlgNa -GX-QBPM 0.4 1.57+0.012 1.54+ 0.01° 1.54+ 0.01°
AlgNa -GX-QMPM 0.4 1.61+0.06° 1.53+ 0.042° 1.50+ 0.03°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.2 1.51+0.042 1.51+ 0.042 1.51+ 0.04°
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.2 1.65+0.042 1.53+ 0.102 1.53+ 0.08°
AlgNa -GX-QBPM-ECFDBC 0.4 1.55+0.042 1.55+ 0.102 1.55+ 0.10°
AlgNa -GX-QMPM-ECFDBC 0.4 1.58+0.06° 1.58+0.03? 1.58+ 0.03°

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.

Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones * la desviacién estandar.
Letras diferentes comparadas entre columna tienen diferencia significativa p<0.05.
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Ademas, el tener particulas de tamafo controlado compuestas de un multi-
compuesto biopolimérico, otorga proteccion a L. reuteri encapsulado, aumentando
su biodisponibilidad y facilitando su incorporacion, lo cual se puede visualizar al
mejorar la eficiencia de encapsulacién, pues proporciona una liberacion sostenida y

controlada a lo largo del tiempo (Neira-Carrillo et al., 2013).

Muthukumarasamy et al., 2006, encontraron que capsulas de alginato con un
diametro entre 2 a 4 mm hechas por la técnica de extrusion son capaces de proteger
mejor a L. reuteri que capsulas mas pequefias elaboradas por el método de
emulsion. Asi mismo, Lee & Heo, 2000, encontraron que Bifidobacterium logum
después de ser sometido a condiciones gastrointestinales simuladas tiene una
viabilidad directamente proporcional al tamafo de la capsula en intervalos de
diametro entre 1 a 2.6 mm; Reyes-Ocampo, 2010, obtuvo capsulas en un diametro
de 1.37 mm, mencionando que capsulas pequefias limitan a tener baja viabilidad, y
cuando se producen capsulas grandes, las propiedades texturales sensoriales de
productos alimenticios a los que son afiadidos pudiera afectar negativamente. Cabe
mencionar que en este estudio el tamafo obtenido podria representar una ventaja

para la proteccion de la bacteria probidtica a las condiciones de pH y temperatura.

La fuerza de compresion de las capsulas es una propiedad fisica importante pues
esta puede influir en la estabilidad de las capsulas por un periodo corto o largo de
almacenamiento (Nualkaekul et al., 2014).

De acuerdo al modelo matematico de las variables cualitativas, Z1 que representa
el ECFDBC, X1 la concentracion de quitosano y X2 el tiempo de almacenamiento,

resultaron ser significativos respecto a la fuerza de compresion.

A continuacion se muestra la ecuacion de regresion obtenida:

y=81.24-20.0921-1.5822-6.88x1-10.1821x1-1.42z2x1+4.82x2 -
0.85z1x2+0.40z2x2+0.36x1x2-1.36z1x1X2+0.98Z2x1X2-4.59x%22+0.7921%%2+3.5522%%
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Lo anterior representa que, la adicién del ECFDBC y el aumento de la concentracion
de quitosano tienen un efecto en la fuerza de compresién, pues de acuerdo con el
modelo, tienden a disminuir la respuesta. Asi mismo, la fuerza de compresién se ve
afectada por el tiempo de almacenamiento pues al aumentar este, la resistencia a
la compresion tiende a aumentar.

De acuerdo a Barco-Hernandez et al., 2011, concentraciones altas de quitosano
dan lugar a matrices mas densas, por lo que, se esperarian valores de compresion
mayores, sin embargo, en este estudio se encontré que la fuerza de compresion
tiende a disminuir a una concentracion de 0.4%. Esto podria atribuirse a efecto del
entrecruzamiento por parte de los biopolimeros, ya que es sabido que el alginato de
sodio por naturaleza es un polimero de una fuerte dureza, la cual disminuye con la
adicién de otros hidrocoloides (Zamora-Vega, 2011), que aunado al aumento en la
concentracion de quitosano, favorece a un mayor entrecruzamiento de la matriz
polimérica (Expédsito-Harris, 2010). La disminucion por parte del ECFDBC pudiera
afectar las fuerzas de cohesion que mantiene el entrecruzamiento, provocando un
ablandamiento de la capsula, disminuyendo su resistencia, ademas, que por el
contenido de fibra dietaria soluble, se esperaria un contenido considerable de
gomas y mucilagos que propiamente podrian conferirle un ablandamiento a las

capsulas.

Este comportamiento puede ser visualizado en graficas de contorno (Figura 16). En
el inciso a) se observa el comportamiento en la fuerza de compresiéon para
encapsulados sin ECFDBC y QBPM 0.2 y 0.4% evaluado a los 0, 15 y 30 dias de
almacenamiento. Para el inciso b) se aprecian los valores dados por encapsulados
con ECFDBC y QBPM en sus dos concentraciones, en los incisos c) y d) se
representan los encapsulados sin y con ECFDBC utilizando QMPM a 0.2 y 0.4%.
Se observa de acuerdo a la region experimental, que para las formulaciones sin
ECFDBC con una concentracion de 0.4%, la fuerza de compresiéon disminuye,
viéndose todavia mas reducida entre un 52.4 y 58.6% al interaccionar con el
ECFDBC. Mientras que por periodo de almacenamiento la fuerza de compresion

tiende a aumentar.

RESULTADOS Y DISCUSION 57



MAESTRIA EN CIENCIAS EN ALIMENTOS
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTEPEC

30 Dias—> 4

Compresion (g)

85

L
-0.4 -0.2 o 0.2
Concentracion de Quitosano (%)

0.4

@
Nacd
=}

8 15 Dias—>

I 75
2L
it

70
’ B 65 X(-1=0.2 %; 1=0.4 %)
0 Dias——> -1, 0.4 0.2 o 0.2 0.4 1 Y(-1=0 dias; 0=15 dias; 1=30 dias)
Concentracion de Quitosano (%) A Z(Compresion en gramos)
0.4
30 Dias Compresion (g) b)

)

o

=)

8 15 Dias—>

1<

K

=

X(-1=0.2%; 1=0.4 %)
Y(-1=0 dias; 0=15 dias; 1=30 dias)
Z(Compresién en gramos)

30 Dias—> 1

c)

Compresion (g)
90

0.8

o 0.2 0.4
de Quitosano (%)

0 Dias——> 4 L L
-1 0.6

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2
Concentracion
0.2

0.8
0.6
0.4
o«
o 0.2
=}
o  15Dias—> o
o
g
= -0.2
-0.4
X(-1=0.2 %; 1=0.4 %)
o oa o2 o 02 vy Y(-1=0 dias; 0=15 dias; 1=30 dias)
Concentracién de Quitosano (%) Z(Compresion en gramos)
30 Dias——> . d
Compresion (g) )
»
g
=)
8§ 15Dias—>
£
QD
2

X(-1=0.2 %; 1=0.4 %)
Y(-1=0 dias; 0=15 dias; 1=30 dias)
Z(Compresion en gramos)

.4

Figura 16. Gréficas de contorno de la fuerza de comp

resion de encapsulados de L.

reuteri durante el almacenamiento a 4 °C.
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4.4.2 Determinacion del peso unitario, tamano y fuerza de compresion de la
formulacion AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 0.4 sometida a diferentes valores de

pH.

Se determind el peso unitario, tamafo y fuerza de compresion en relacion a la
formulacion de encapsulados que obtuvo los mejores resultados con base al analisis
de viabilidad bajo diferentes condiciones de pH y temperatura, por lo que, la
formulacion con AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 0.4 fue la seleccionada para su
caracterizacion, con la finalidad de determinar si existe un efecto del pH sobre el

estado fisico de las capsulas.

Tabla 21. Peso unitario de las capsulas sometidas a diferentes pHs.

Capsula pH Peso (g9)
0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 2 0.20+0.01*  0.21£0.012  0.2040.01°
0.4 3.5 0.45+0.00° 0.45+0.00°  0.44+0.00°

5 0.55+0.00¢  0.55+0.00°  0.55+0.00¢
6.5 0.88+0.00¢ 1.25+0.05¢  1.23+0.04¢

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones * la desviacién estandar.

Letras diferentes comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Tabla 22. Tamano de las capsulas sometidas a diferentes pHs.

Capsula pH Tamano (mm)
0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM 2 1.17+0.082 1.15+0.01%  1.13+0.01°
0.4 3.5 1.64+0.07° 1.64+0.01®  1.65+0.01°

5 1.84+0.07°¢ 1.83+0.10¢  1.89+0.02°
6.5 2.46+0.36¢ 2.30+0.07¢  2.33+0.07¢

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.

Letras diferentes comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.
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En las Tablas 21 y 22 se muestran los valores en peso y tamafno para las capsulas
formuladas con QBPM 0.4% y ECFDBC, respectivamente, de acuerdo al analisis se
encontraron diferencias significativas respecto al valor de pH, observandose un
aumento proporcional al aumento de pH. Algo importante que ocurre con los
polimeros cargados iénicamente es que confieren caracteristicas unicas para que
ocurra un efecto de hinchamiento (Zamora-Vega, 2011). Esta hidratacion es unos
de los factores que influyen en la liberacion del principio activo a través de las
matrices poliméricas (Zamora-Vega, 2011), esto podria verse favorecido por la
penetracion del medio dentro de la matriz (Figueira-Maldonado, 2008) provocando
una ganancia en peso y tamafno de las capsulas, aunado con el aumento de la

cantidad de células viables (Rodriguez- Hamamura et al., 2010).

Amoros-Lopez, 2012, encontré que al evaluar capsulas de alginato-almidon en jugo
gastrico simulado durante 90 min, estas presentaron una ligera disminucion en peso
y tamanio, lo que concuerda con los resultados obtenidos en este estudio al someter

las capsulas a pH 2.

Tabla 23. Fuerza de compresion de las capsulas sometidas a diferentes pHs.

Capsula pH Fuerza de Compresion (g)
0 dias 15 dias 30 dias
AlgNa-GX-ECFDBC- 2 135.46+5.022  175.40+5.892 175.53+3.682
QBPM 0.4 3.5 110.67+0.00°  174.83+8.412 181.16+0.662

5 95.03+0.00¢ 104.79+6.51° 113.42+2.97°
6.5 135.91+0.00° 98.20+3.03 81.23+9.17¢

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones * la desviacién estandar.

Letras diferentes comparadas por columna tienen diferencia significativa p<0.05.

En relacién a los resultados obtenidos de la fuerza de compresion de las capsulas
sometidas a los diferentes pHs (Tabla 23). Se observa que los valores de la fuerza
de compresion tienden a disminuir con el aumento del pH a 6.5, no encontrando
diferencia significativa en el dia 0 de almacenamiento entre pH 2 y 6.5. Esto pudiera

atribuirse a efecto de entrecruzamiento ya que, al someter las capsulas a un pH mas
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acido tiende a aumentar la densidad de entrecruzamiento, estabilizando la capsula,
por lo que, se podria aumentar la compresion. Para pH de 6.5 el debilitamiento del
entrecruzamiento permite una disminucidn de la densidad del mismo, lo que
ocasiona mayor solubilidad del quitosano, con la consecuente liberacion de grupos
aminos, desestabilizando la particula, con lo que se presume disminuiria la
compresion, sin embargo, este debilitamiento del entrecruzamiento podria verse

mas influenciado en funcion del tiempo de almacenamiento.

En general, el contenido de pH tiene un efecto en la fuerza de compresion, ya que
al aumentar disminuyo la fuerza necesaria para comprimir, en consecuencia la

resistencia de las capsulas.

Esto concuerda con lo expresado por Gongalve et al., 2005, en donde establece
que el grado de entrecruzamiento es el principal parametro que influye en las
propiedades de hinchamiento, difusion y resistencia mecanica, que a su vez, se
encuentra influenciado por parametros como la concentraciéon del agente

entrecruzante, peso molecular y grado de desacetilacidén del quitosano.

Esto es posible debido a la cualidad que tiene el quitosano como policatidénico a
mantener una carga positiva en pH acido, confiriendole la capacidad de
interaccionar, ya que los grupo amino que se liberan tienen la caracteristica de que
en medios acidos se comportan como base, mientras que en medio basico se
comportan como acido. Por lo que, las particulas probablemente sufren disolucién

a pH 2, mientras que a pH de 6.5 muestran hinchamiento.

Resultados similares fueron encontrados por Nualkaekul et al., 2012, en donde al
evaluar capsulas de alginato-quitosano en pH 1.5 la fuerza de compresion tendio a

aumentar, mientras que con un aumento de pH esta fuerza tendia a disminuir.

Asi mismo, como parte de la caracterizacion se midio el peso unitario, tamafio y
fuerza de compresion a las capsulas cuando fueron sometidas a diferentes

temperaturas.
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Tabla 24. Peso de las capsulas sometidas a diferentes temperaturas.

Capsula T

70/10
70/15
80/10
80/15
90/10
90/15

AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM
0.4

Peso (9)

0 dias 15 dias 30 dias
0.64+0.012 0.64+0.00@ 0.63+0.012
0.59+0.022 0.58+0.02@ 0.59+0.022
0.69+0.00® 0.69+0.012 0.69+0.012
0.72+0.002 0.74+0.02@ 0.72+0.002
0.72+0.012 0.72+0.022 0.73+0.002
0.7940.022 0.81+0.032 0.80+0.022

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.
Letras diferentes comparadas entre columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Tabla 25. Tamano de las capsulas sometidas a diferentes temperaturas.

Capsula T°

Tamano (mm)

0 dias

15 dias

70/10
70/15
80/10
80/15
90/10
90/15

AlgNa-GX-ECFDBC-QBPM
0.4

1.84+0.012
1.57+0.042
1.86+0.032
1.63+0.052
1.71+0.072
2.00+0.01°

1.83+0.012
1.66+0.052
1.86+0.042
1.63+0.042
1.71+0.032
2.04+0.012

30 dias
1.84+0.012
1.57+0.012
1.81+0.052
1.65+0.032
1.69+0.082
2.07+0.042

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.

Letras diferentes comparadas entre columna tienen diferencia significativa p<0.05.

Tabla 26. Fuerza de compresion de capsulas sometidas a diferentes temperaturas.

Capsula T° Fuerza de Compresion (g)
0 dias 15 dias 30 dias

70/10 137.95+£8.722  99.05+7.45°  95.83+0.92°

AlgNa-GX-ECFDBC- 70/15 142.67+10.512 132.61+8.33%> 120.35+3.58°
QBPM 0.4 80/10 122.99+12.65% 99.65+1.44°  94.40+3.36°
80/15 133.38+7.112 118.79+5.56°> 106.48+1.88°

90/10 107.65+4.36% 91.89+5.64°  88.03+1.47°

90/15 85.93+8.412 69.34+10.67° 53.26+1.22°

*Alg: alginato de sodio; GX: goma xantana; QBPM: quitosano de bajo peso molecular; QMPM: quitosano
de medio peso molecular; ECFDBC: Extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola.
Los resultados en la tabla son el promedio de tres repeticiones * la desviacién estandar.

Letras diferentes comparadas entre columna tienen diferencia significativa p<0.05.
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De acuerdo al peso (Tabla 24) y tamano (Tabla 25) de las capsulas sometidas a
diferentes temperaturas, no se encontraron diferencias significativas respecto al
tiempo de almacenamiento., existiendo un aumento proporcional en peso y tamafio
en relacion a la temperatura de 90 °C por 15 min. Asi mismo, se observa que la
fuerza de compresion (Tabla 26) disminuye en funcién del tiempo de
almacenamiento, encontrando valores menores para una temperatura de 90 °C por
15 min, en comparacion con el resto de los valores obtenidos para las demas
temperaturas (70 y 80 °C). Aunque no existen reportes del comportamiento en las
caracteristicas de encapsulados sometidos a tratamiento térmico, esto se pudiera
atribuir a un posible hinchamiento de los encapsulados por efecto de la temperatura,
indicando que a mayor temperatura hay una mas rapida degradacion del
entrecruzamiento, por la solubilidad del quitosano, desestabilizando el encapsulado,
aunado a una liberacidn mas progresiva de la bacteria, lo que concuerda con la
cuenta viable observada en el analisis de viabilidad a esta temperatura. Asi mismo,
es sabido que con el aumento de la temperatura decrece la viscosidad (Espinoza-
Espiritu, 2007), lo que disminuiria la fuerza de compresion por efecto de la reduccion

del entrecruzamiento.
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CONCLUSIONES

La encapsulacion de L. reuteri utilizando el multi-compuesto biopolimérico
formulado con el extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de
carambola, aumento significativamente la eficiencia de encapsulacion.
Independientemente del tipo y concentracion de quitosano la viabilidad de L.
reuteri se mantiene significativamente con el multi-compuesto formulado con
el extracto de concentrado de fibra dietaria de bagazo de carambola, durante
el almacenamiento, encontrandose en valores de UFC/mL para ser
considerado como probidtico.

La utilizacion del multi-compuesto biopolimérico con quitosano de bajo peso
molecular a una concentracion de 0.4% y formulado con el extracto, logro
mantener la viabilidad en valores de 7 log UFC/mL bajo condiciones de pH 2
y 3.5 hasta 30 dias de almacenamiento y temperatura de 90 °C/15 min
durante 15 dias de almacenamiento.

El peso y tamafio de los encapsulados no tuvieron efecto significativo
respecto a los dias de almacenamiento. Los resultados de la fuerza de
compresion indican que a mayor tiempo de almacenamiento mayor es la
fuerza ejercida, y que con mayor concentracion de quitosano, junto con la
adicién del extracto existe una disminucién de la misma.

Los encapsulados presentaron un incremento en peso unitario y tamano
cuando se utiliza un pH superior a 3.5, mostrando un comportamiento inverso
en la fuerza de compresion, que tiende a incrementarse a un pH por debajo

de este valor.
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