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RESUMEN

RESUMEN

Actualmente, existen en el mercado algunos productos probioticos, que se
comercializan liofilizados o bien adicionados a productos lacteos. No obstante,
independientemente de su presentacion comercial, tales probidticos presentan problemas de
estabilidad relacionados, con su viabilidad. En este sentido, se buscan materiales o
metodologias, mediante las cuales se logre mayor estabilidad de éstos microorganismos.
En diferentes estudios se ha utilizado a la microencapsulaciébn como estrategia, para
mejorar la viabilidad de los probidticos en los productos y durante su paso por el tracto
gastrointestinal.

En estudios previos se han aislado en el laboratorio diferentes bacterias acido
lacticas (BAL) con potencial probi6tico, no obstante, se ha determinado que la
sobrevivencia de estas BAL liofilizadas o en un producto o durante su paso por el sistema
gastrointestinal (SGI) es pobre; por lo que es de interés conocer si la microencapsulacion
podria conferir mayor sobrevivencia a estas BAL en un producto o durante su paso por el
SGI.

El objetivo de éste trabajo fue optimizar la microencapsulacion de Lactobacillus
pentosus mediante secado por aspersion utilizando una mezcla de almidén-pulque como
material de pared, asi mismo evaluar la vida de anaquel de la bacteria encapsulada durante

3 meses para ver la viabilidad de la bacteria.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Currently, there are on the market some probiotic products, which are marketed
lyophilized or added to dairy products. However, regardless of their commercial
presentation, such probiotics present related stability problems with their viability. In this
sense, we look for materials or methodologies, by which they achieve greater stability of
these microorganisms. In different studies, microencapsulation has been used as a strategy
to improve the viability of probiotics in products and during their passage through the

gastrointestinal tract.

In previous studies different lactic acid bacteria (BAL) with probiotic potential have
been isolated in the laboratory, however, it has been determined that the survival of these
lyophilized BALs either in a product or during its passage through the gastrointestinal
system (SGI) is poor ; So it is of interest to know if microencapsulation could confer

greater survival to these BALSs in a product or during its passage through the SGI.

The objective of this work was to optimize the microencapsulation of Lactobacillus
pentosus by spray drying using a mixture of starch-pulque as wall material, as well as to
evaluate the shelf life of encapsulated bacteria for 3 months to see the viability of the

bacteria.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

La Federacion Internacional de Lacteos (IDF) ha sugerido que un minimo de 10° -
10" UFC/g de células probidticas bacterianas deberan estar vivas en el tiempo de consumo
de un alimento adicionado de microorganismos probioticos, para producir beneficios
terapéuticos (FAO/WHO 2002).

Estudios realizados indican que las bacterias probidticas no sobreviven en
cantidades lo suficientemente altas cuando son incorporadas en productos alimenticios
(Shah, 2000); (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001). La pérdida de viabilidad puede ocurrir
antes de su consumo, durante el procesamiento por estrés de oxigeno, durante el
almacenamiento o durante la congelacion o secado o también, debido a la accion severa de
las condiciones del tracto gastrointestinal (GI) (Akhiar, 2010). La microencapsulacion tiene
como objetivo crear un micro ambiente en donde la bacteria pueda sobrevivir, durante el
procesamiento, almacenamiento y ser liberada en sitios apropiados del tracto digestivo
(Weinbreck y col. 2010).

La microencapsulacion por secado por aspersion es un proceso que produce
grandes cantidades de material, es econdémico y efectivo. Ademas de que puede ser operado
de manera continda. La desventaja es que las altas temperaturas utilizadas en el proceso
podrian no ser adecuadas para encapsular células bacterianas probidticas. Sin embargo, el
propio ajuste y control de las condiciones de procesamiento, como la temperatura de
entrada, el porcentaje de sélidos y la velocidad de homogenizacién pueden alcanzar buenas
viabilidades de los microorganismos y tamafios de particula deseados (Kailasapathy, 2002).
Diversos materiales de pared han sido utilizados para encapsular probioticos para la
proteccién del pH del estbmago y de concentraciones de bilis e incrementar la viabilidad y
estabilidad fisica durante el procesamiento de estos. Los principales agentes encapsulantes
de estos organismos son sistemas constituidos principalmente por: carragenina, alginato,

almidon y sus derivados, gelatina, quitosano (Anal y Singh, 2007).
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2 MARCO TEORICO

2.1 Alimentos Funcionales.

En la actualidad, el concepto de nutricion ha evolucionado notablemente, gracias a la
investigacion constante en ciertas areas de interés. Las prioridades ya no se encuentran
centradas en las carencias nutricionales, ahora radica en la relacion entre alimentacion y
enfermedades cronicas no trasmisibles. Los consumidores, conscientes de sus necesidades,
buscan en el mercado, aquellos productos que contribuyan a su salud y bienestar. Siguiendo
esta tendencia, reciben abundante informacion sobre las propiedades saludables de los
alimentos, en especial, de aquellos alimentos que ejercen una accion beneficiosa sobre
algunos procesos fisiologicos y/o reducen el riesgo de padecer una enfermedad (Olagnero y
col, 2007). Estos alimentos que promueven la salud han sido denominados Alimentos
Funcionales y las empresas que los producen, presentan una rapida expansion mundial
(Araya y Lutz, 2003).

En el 2013, el 56% de los consumidores, adquirieron alimentos o bebidas
funcionales que se destinan a una condicidon especifica, siendo los que reducen el colesterol,

los més comprados (www.ift.org, 2014).

Existe una gran variedad de definiciones para el término “alimentos funcionales”, él
que fue introducido por primera vez en Japon, a mediados de los afios ochenta. En ese
momento, se referia a los alimentos procesados que contenian ingredientes que influian de
manera beneficiosa en funciones corporales especificas, ademas de ser nutritivos (Subirade,
2007). Actualmente no hay una definicién universal, aceptada para los alimentos
funcionales, hay algunas muy simples “Alimentos o componentes alimentarios que
proporcionan beneficios a la salud y reducen el riesgo de una enfermedad en especifico

(Nutrition, 2000), y otras son mucho mas complejas.

La Accion Concertada de la Comision Europea sobre Ciencias de los Alimentos
Funcionales en Europa (Functional Food Science in Europe, FUFOSE) coordinada por el
International Life Sciences Institute (ILSI), describié los alimentos funcionales de la
siguiente manera: un alimento puede considerarse como “funcional” si se demuestra
satisfactoriamente que ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones selectivas

del organismo, ademaés de sus efectos nutritivos intrinsecos, de una manera relevante para

2



MARCO TEORICO

mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedad, o ambas cosas. Los
alimentos funcionales deben seguir siendo alimentos y deben demostrar sus efectos en las
cantidades en que normalmente se consumen en la dieta: no se trata de comprimidos o

capsulas, sino de alimentos que forman parte de un régimen normal (Diplock y col., 1999).

Los alimentos funcionales han sido desarrollados en todas las categorias de
alimentos. Desde un punto de vista del producto, la propiedad funcional puede ser incluida
de muchas maneras diferentes como se muestra en la Tabla 1 (Kotilainen y col., 2006);
(Spence, 2006).

Las tres principales categorias de productos globales de alimentos funcionales,
basados en la definicidn de éstos, como los productos que hacen afirmaciones para la salud
son: panaderia y cereales, los segmentos del mercado de bebidas y los l4cteos,
(www.ift.org, 2014), dentro de ésta ultima categoria, los probiéticos constituyen un grupo
importante dentro de los alimentos funcionales, por los beneficios potenciales en la salud,

por lo que se ha incrementado la investigacion en el desarrollo de estos productos.

2.2 Probioticos

El término probidtico significa “a favor de la vida”, y se consideran como
componentes microbianos con efectos beneficiosos a la salud, su significado se ha
modificado con el tiempo. Definido segun la FAO/OMS (2002) “son microorganismos
vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas, ejercen una accion benéfica sobre
la salud del huésped”. Los probidticos se consideran como ingredientes alimentarios y no
farmacéuticos, con un alto potencial terapéutico para prevenir el desarrollo o prevalencia de

algunas enfermedades.

La disponibilidad e ingestion de probidticos se consigue mediante el consumo de
alimentos en los cuales han sido adicionados o en alimentos fermentados en los que
diferentes microorganismos o grupos microbianos originan modificaciones controladas de
sus componentes, lo que mejora sus caracteristicas organolépticas, tecnologicas e
higiénicas. En los alimentos fermentados, las bacterias lacticas hidrolizan numerosos
sustratos, lo que permite la generacién de &cido lactico y otros productos finales del

metabolismo microbiano, amino&cidos libres, acidos grasos de cadena corta, compuestos
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volatiles y bacteriocinas, considerados como péptidos antimicrobianos (Dave y Shah,

1997).
Tabla 1. Tipos de alimentos funcionales.
Tipo de Definicion Ejemplo

alimento

funcional

Productos Un alimento fortificado con Jugo de frutas fortificados
fortificados nutrientes adicionales con vitamina C

Productos Un producto con nuevos nutrientes Margarina con ésteres de

enriguecidos

0 componentes adicionados que
normalmente no se encuentran en
un alimento en particular

esteroles vegetales,
probiéticos, prebidticos.

Productos Un alimento con un componente Fibras como liberadores

alterados perjudicial que ha sido removido, de grasa en la carne o los
reducido o reemplazado con otra productos de helado.
sustancia con efectos benéficos.

Productos Un alimento en el cual uno de los Huevos con un

mejorados componentes ha sido naturalmente incremento en el

mejorado a través de condiciones
especiales de crecimiento, nueva
composiciéon de la alimentacion,
manipulaciébn genética o de otro

contenido de omega-3
alcanzado por alterar la
alimentacion de los
pollos.

modo.
(Kotilainen y col., 2006); (Spence, 2006).

Durante los altimos afios, se ha desarrollado una gran diversidad de productos
elaborados con probidticos, la oferta incluye principalmente derivados lacteos como leches
fermentadas, yogurt, quesos, helados, ademés de suplementos alimenticios en diferentes
presentaciones. De acuerdo a lo reportado por algunos autores, es necesaria una ingesta
minima diaria de 10’ - 10° microorganismos vivos por cada gramo o mililitro de producto,
para que puedan ser observados los beneficios en la salud de los consumidores, ademas de
que permanezcan viables a altas concentraciones durante el tiempo de vida de anaquel
(Gonzalez y col., 2006).
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2.2.1 Tipos de microorganismos probidticos.

Los microorganismos del género Lactobacillus y Bifidobacterium, son los méas
utilizados como probidticos, sin embargo; algunos generos como Streptococcus,
Enterocuccus, Sacharomyces, Bacillus, Escherichia, Propionibacterium y Lactococcus, han
sido estudiados y se les ha atribuido potencial probidtico. Las bacterias acido lacticas son
acido tolerantes y fermentativas y han sido utilizadas como cultivos iniciadores en la
mayoria de los productos fermentados. Las bacterias &cido lacticas en general tienen la
capacidad intrinseca para tolerar bajos valores de pH y altas concentraciones de sales
biliares, asi como la capacidad de adherirse al intestino. Las Bifidobacterium spp. son
ampliamente utilizadas en la formulacién de productos y aplicaciones probioticas, porque
comparten muchas caracteristicas fenotipicas con los Lactobacillus, pero son una poblacion
dominante del colon, mientras que éstas ultimas lo son del intestino (Kumar y Salminen,
2016). En la Tabla 2, se dan ejemplos de microorganismos usados como probidticos
(Holzapfel y Schillinger, 2002); (Playne y col., 2003); (Shah, 2007); (Saxelin y col.,2005).

2.2.2 Seleccion de cepas probidticas.

Los probioticos son seleccionados por su habilidad para sobrevivir durante su paso
por el tracto gastrointestinal, colonizar el epitelio intestinal y expresar su actividad
antimicrobiana contra patégenos. Algunas de las directrices que ha establecido la OMS

para evaluar una cepa con capacidad probiética son (Kumar y Salminen, 2016):

a) ldentificacién de la cepa: la caracterizacion bioquimica debe ser reforzada con la
genotipica, usando herramientas moleculares para la identificacion y la diferenciacion.

b) Historia de su uso seguro: en general, las cepas probiéticas aisladas de comidas o
bebidas tradicionales, son consideradas como seguras por el uso de éstos alimentos en
la dieta humana a través de la historia de su consumo.

c) Tolerancia a condiciones del tracto gastrointestinal: para que una cepa probidtica pueda
ejercer algin beneficio en el huésped, es necesario que resista un bajo pH y altas
concentraciones de sales biliares. La adherencia al epitelio intestinal puede ser
determinado por pruebas in vitro o in vivo usando diferentes modelos animales.

d) Estudios de intervencion humana: basados en estudios previos con animales, es

necesario validar los beneficios a la salud en humanos. Las diferentes fases de un
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estudio clinico incluye, seguridad, eficacia, efectividad y vigilancia de los potenciales

efectos secundarios

Tabla 2. Ejemplos de microorganismos usados como probi6ticos.

Especie
Lactobacillus.

. acidophillus
. bulgaricus
. casei

. fermentum
. helveticus
. johnsonii

. reuterii

. rhamnosus
. paracasei
. plantarum
. reuteri

. rhamnosus
. salivarius

Bifidobacterium

. adolescentis
. animals (lactis)
. bifidus

breve

. essensis
. infantis
. longum

Otras bacterias acido lacticas

Carnobacterium divergens
Enterococcus fecalis
Enterococcus faecium
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intetmedicus

Bacterias no lacticas

Bacillus subtilis
Propionibacterium

Levadura

Saccharomyces boulardii
(Holzapfel y Schillinger, 2002); (Playne y col., 2003); (Shah, 2007); (Saxelin y col.,2005).

Cepa

La-1/La-5, NCFM, La 1, DDS-1
LAFTI, L10

Lb12

Immunitals, Defensis DN 114 001, Shirota
(Yakult)

RC-14, KLD

BO2, L89

LA1

ING1

GG, HN001

33,CRL 431

Lp01, ATTC 8014

SD112, 271, GR-1, LB21, UCC118

ATTC 15703, 94-BIM

Bb-12, Lafti, B94, DR 10/HOWARU
HNO019

Bb-11

Yakult

Bioactivia (Danone)

Shirota, Immunitass, 744, 01, Ucc 35624

V41, AS7

Cepa no especificada
SF68, M-74

Cepa no especificada
Cepa no especificada

Cepa no especificada
SJ

Cepa no especificada
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2.2.3 Pruebas de capacidad probioética in vitro

Cuando el microorganismo ya se ha obtenido, aislado y se han realizado procesos de

caracterizacion para obtener su identificacion, el siguiente paso es realizar pruebas de

capacidad probiotica in vitro (Sip y Grajek, 2010).

2.2.3.1 Sobrevivencia de la cepa cuando se expone a bajo pH, sales biliares y jugos

gastricos.

pH: Més de dos litros de jugo gastrico con un pH de 1.5 a 2.5 son secretados a través
de las celulas del estomago todos los dias, proporcionando una efectiva barrera acida
contra los microorganismos que ingresen al tracto gastrointestinal. Por lo consiguiente,
cualquier microorganismo que se desee considerar como probiotico, debe tener
resistencia al pH del estémago; se debe evaluar en ensayos tipicos de resistencia al pH
la viabilidad del candidato como microorganismo probidtico, mediante la exposicién
en un medio de cultivo o solucion amortiguadora con niveles de pH bajos por un
periodo de tiempo, durante el cual se determina el nimero de microorganismos viables
(Evans y col., 1988).

Sales biliares: La bilis es una solucion verde acuosa, que estd compuesta
principalmente por acidos biliares, colesterol, fosfolipidos y pigmentos, se sintetiza en
los hepatocitos del higado y se almacena en la vesicula biliar; posteriormente se libera
al duodeno después de la ingesta de comida. La bilis es un detergente biologico que
solubiliza los acidos grasos de cadena larga y los mono y diacilglicéridos resultantes de
la accion de las lipasas intestinales, formando micelas y por lo tanto juegan un rol
importante en la digestion de los lipidos (Begley y col., 2006). Una concentracion de
0.15-0.3% de sales biliares, ha sido recomendada para la seleccidon de probidticos en
uso humano, debido a que son las concentraciones a las cuales son sometidos los
alimentos en el tracto gastrointestinal en el ser humano (Goldin y Gorbach, 1992). Para
evaluar la tolerancia a sales biliares, se suplementa el medio de cultivo, segun el tipo
de microorganismo a evaluar, con diferentes concentraciones de sales biliares y se
incuba por periodos de 24 h, realizando determinaciones de viabilidad mediante

turbidez o recuento de colonias.
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e Jugos gastricos: El jugo gastrico es producido en el estbmago, es una sustancia muy
acida, cuya funcion es degradar el alimento, se compone principalmente por agua,
sales, &cido clorhidrico, mucoproteinas, enzimas proteoliticas, secreciones endocrinas e
inmunoglobulinas. Contiene enzimas como pepsina, que en medio acido induce la
digestion de proteinas, la evaluacion in vitro se realiza elaborando un jugo gastrico
artificial, en donde los microorganismos a evaluar se incuban por periodos
determinados, para determinar su viabilidad mediante el recuento de colonias o la
turbidez (Guo y col., 2010).

2.2.3.2 Adhesividad a la mucosa intestinal.

Estudios sobre cultivos celulares son esenciales para la seleccion de nuevas cepas
con potencial probiotico. La importancia de la adhesion del microorganismo que se
pretende usar como probidtico a las células epiteliales del intestino, ha sido demostrada en
estudios clinicos, ya que el microorganismo debe hacerlo para lograr su establecimiento en
el ecosistema del tracto gastrointestinal (Champs y col., 2003).

2.2.3.3 Actividad antagdnica contra bacterias patogenas.

La produccién de sustancias antimicrobianas, se considera uno de los mecanismos
de accion, por lo que los microorganismos probio6ticos suministran proteccién frente a los
patdgenos, esta antibiosis puede ser ejercida a través de mecanismos metabdlicos generales,
como la produccién de &cidos organicos o radicales oxidantes o bacteriocinas (Nagpal y
col., 2012).

2.2.4 Propiedades funcionales de los probidticos.

Algunos de los principales beneficios que se obtienen al consumir alimentos, a los
cuales se les han adicionado microorganismos probioticos, se enlistan a continuacién
(Nagpal y col., 2012; Reid y col., 2003; Shah, 2007).

1. Disminuye el colesterol sérico: aunque los é&cidos biliares transformados son
promotores tumorales y pueden dafiar la mucosa intestinal.

2. Facilita la disponibilidad de vitaminas y minerales: en este contexto, el descenso del
pH del colén puede incrementar la biodisponibilidad del calcio, mientras que algunos

probiédticos producen vitaminas del grupo D, otros son consumidores natos.
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3. Capacidad anticancerigena: absorbiendo o reteniendo mutagenos, reduciendo la
actividad metabdlica enzimética fecal y estimulando la actividad de las enzimas del
metabolismo de los xenobidticos.

4. Estimula el sistema inmune: incrementan la respuesta inmune a la inflamacion y
reduciendo las alergias.

5. Activa la motilidad intestinal: reduce la sintomatologia y duracién/incidencia de las
diarreas.

6. Metaboliza la lactosa: sintetizando y secretando importantes enzimas digestivas como
la B-galactosidasa.

7. Reduce la adherencia de patdgenos: sintetizando péptidos antimicrobianos eficaces que

inactivan la proliferacion de éstos.

2.2.5 Microencapsulacion: via de proteccion para probidticos.

Los probidticos constituyen una interesante alternativa en la prevencion y
tratamiento de algunas enfermedades; pero para producir estos efectos benéficos en la
salud, los probidticos deben sobrevivir y multiplicarse en el hospedador, asi como estar
metabolicamente estables y activos en el producto, y sobrevivir durante su paso por el
estdbmago y el intestino (Sanz, 2007). En este sentido, también es importante considerar la

concentracion de microorganismos probidticos.

Normalmente los productos que contienen probidticos, deben tener una
concentracion de 10° a 108 UFC de bacterias probidticas viables por gramo de producto, en
el momento de su consumo, para que pueda ejercer un efecto benéfico a la salud humana
(FAO/OMS, 2002). La concentracion minima en productos lacteos debe ser de 10° UFC/g,
aunque lo méas deseable es una concentracion de 108 UFC/g, con el objetivo de compensar
la posible reduccién en el nimero de microorganismos probiéticos durante su paso por el
intestino (Shah, 2007).

A pesar de los efectos benéficos de los probioticos, existe el problema de su
estabilidad en productos alimenticios. Se ha demostrado que la viabilidad, la estabilidad y
la supervivencia de los microorganismos probioticos, decrece rapidamente en el alimento

con valores de concentracion por debajo de los necesarios para ejercer su efecto en el sitio
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de accion (Kailasapathy, 2006). La viabilidad de los microorganismos probioticos, dentro

de un producto alimenticio, es afectada por factores como (lravani y col., 2015):

e Sensibilidad de la cepa probiotica.

e Interacciones entre las especies de microorganismos presentes.

e EIl pH del alimento.

e Produccién de acidos organicos y compuestos volatiles (acido lactico, acetico,
succinico, drico, citrico, etanol, acetaldehido, diacetilo y acetoina).

e Productos metabdlicos y acidos producidos durante el almacenamiento en
refrigeracion.

e Concentracién de cloruro de sodio en el medio, nivel de inoculacion, temperatura y
tiempo de incubacion, promotores de crecimiento (nutrientes disponibles) en productos
fermentados.

e Temperatura de almacenamiento, tratamiento térmico, homogenizacién, materiales y
condiciones de empaguetamiento.

Las estrategias propuestas para incrementar la resistencia de cepas probioticas
contra el medio ambiente adverso son: seleccion de cepas resistentes a &cidos y bilis,
empaquetamiento en materiales protegidos de oxigeno, fermentaciones en doble etapa, pre-
adaptacion a varias condiciones de estrés, adicién de micronutrientes en forma de

aminoéacidos y péptidos y la microencapsulacién (Sarkar, 2010).

En este sentido se ha propuesto la microencapsulacién con el objetivo de
proporcionar una proteccién adecuada a las cepas probioticas contra los diversos ambientes
adversos. La aplicacion de esta técnica evita su degradacion en el estomago, la liberacién
controlada en el intestino, la estabilidad en el almacenamiento y el mejoramiento de sus

cualidades funcionales (Pérez Leonard y col., 2013).

2.3 Microencapsulacion.

La microencapsulacion es definida como la tecnologia de empaquetamiento de
solidos, liquidos y gases con materiales de recubrimiento de distinta naturaleza, para dar
lugar a capsulas de tamafio micrométrico que pueden liberar su contenido de manera

controlada bajo la influencia de condiciones especificas (Champagne y Fustier, 2007).

10
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Algunas aplicaciones importantes de la microencapsulacion en la industria de los alimentos

se muestran en la Figura 1 (Anal y Singh, 2007).

Las microcédpsulas formadas en el proceso de microencapsulacion son pequefias
particulas que contienen un agente activo, rodeado por un material de pared o cubierta. La
misma estd formada por una membrana fuerte, delgada, esférica y semipermeable que
envuelve a un nucleo solido o liquido, con un diametro desde unas pocas micras a varios
milimetros. El tamafio y forma de la microcapsula, depende de los materiales y métodos
usados para prepararlas (Rokka y Rantamaki, 2010). Existen diferentes tipos de
microcépsulas, las cuales segun su estructura las podemos clasificar (Zuidam y Shimoni,
2009) como:

e Sistema reservorio o capsular: el material activo se encuentra incluido en una especie
de reservorio, que puede ser de naturaleza liquida o sélida, el cual se haya envuelto por
una fina pelicula del material de recubrimiento.

e Sistema matricial: el material activo se encuentra altamente disperso en la matriz
polimérica. En la Figura 2, se muestra solo el encapsulado de tipo esférico, pero puede
ser cilindrico, oval o de forma irregular.

Dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del material activo, de la
composicion de la pared y de la técnica de microencapsulacion usada, se podran obtener los

diversos tipos de particulas.

El propdsito general de la microencapsulacién es producir particulas que controlen
el transporte de masa, siendo la pared de la microcapsula la encargada de controlar la
difusion del componente activo. En la industria alimentaria, las microcépsulas se emplean
para mantener la calidad de sustancias grasas, aceites, colorantes, saborizantes y
aromatizantes. Estas liberan el material que contienen durante la preparacién de las

comidas o tras la ingestion.

11
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Estabilizar el
material del
nucleo

Enmascar
sabores, olores y
colores

Controlar las
reacciones de
oxidacion

Importantes
aplicaciones de la
microencapsulacién en
la industria de
alimentos

Proporaon Iiar la vida

liberacién &
sostenida y util y proteger los
controlada componentes
(temporal y con contra la pérdida
el‘;iemp{)) nutricional

Figura 1. Aplicaciones importantes de la microencapsulacién en la industria de alimentos.

Tipo reservorio Tipo matrix Tipo matriz recubierta

Figura 2. Tipos de microcapsulas. En blanco se indica el material activo, en gris el

material de pared o cubierta.
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Las microcapsulas deben ser caracterizadas y controladas de acuerdo con ensayos

que aseguren su calidad y homogeneidad, asi como su comportamiento en la liberacion del

material activo. Estos ensayos caracteristicos que se realizan a las microcépsulas (Pérez

Leonard y col., 2013) son:

col

O

o

a) Caracteristicas morfoldgicas, tamafio de particula, estructura interna, densidad.
b) Rendimiento de produccion.
c) Eficacia de la encapsulacion y contenido en material activo.
d) Estudio de liberacidn del material activo.
e) Estado fisico e interacciones polimero-material activo.
Las ventajas de la encapsulacion de aditivos en la industria de alimentos (Aldana y

., 2011) son:

Disminuir la velocidad de evaporacion o de transferencia del material central hacia el
medio ambiente externo.

Controlar la liberacion del material central a condiciones predeterminadas, como el
cambio de pH o humedad, aplicacién del calor o estimulos fisicos.

Reducir la interaccion entre el material central y el ambiente externo: algunos
ingredientes son sensibles al calor, la luz y la humedad y otros son altamente reactivos
y tienden a oxidarse y volatilizarse.

Facilitar la manipulacion del material central: la encapsulacion convierte un liquido a
estado sélido, ademés previene la agregacién, favorece el proceso de mezclado y
asegura que el material central se encuentre uniforme en la mezcla.

Enmascarar el sabor del material central.

2.3.1 Microencapsulacion de probioticos.

La microencapsulacion es una tecnologia disponible que permite encapsular

probiédticos para ser formulados en sistemas alimentarios y ayudar a preservar su viabilidad

durante su paso por el tracto gastrointestinal (Kosin y Rakshit, 2006); con ésta técnica, las

células bacterianas quedan atrapadas dentro de los recubrimientos de materiales

hidrocoloidales, proporcionando proteccidén contra condiciones adversas como una alta

acidez y bajo pH, sales biliares, choque frio (inducida por las condiciones de proceso tales

como congelacion y secado por congelacién), el oxigeno molecular (en el caso de

13
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microorganismos anaerobios), choque térmico (causada por el proceso de condiciones tales
como secado por aspersion), y agentes quimicos antimicrobianos que se aplican con el fin
de inhibir o reducir lesiones en la célula y aumento de la viabilidad (Heidebach y col.,
2012; Korbekandi y col., 2009).

Actualmente hay una gran cantidad de tecnologias de encapsulacion. Antes de elegir

alguna de ellas, se deben tener en cuenta los siguientes puntos (Zuidam y Shimoni, 2010):

i.  Las condiciones que afectan la viabilidad de los probidticos.
ii.  Cuales condiciones de procesamiento seran usadas durante la produccion del alimento.
iii.  Cuales seran las condiciones de almacenamiento del producto alimenticio que contiene
el encapsulado antes de ser consumido.
iv. El tamafio y densidad necesarios para incorporar adecuadamente en el producto
alimenticio.
v.  Los factores desencadenantes y el mecanismo de liberacion.

vi.  El costo de la cepa.

2.3.1.1 Ventajas de la encapsulacién de probioticos.

Algunas de las principales ventajas que se observa cuando se encapsulan probidticos

se enlistan a continuacion (Solanki y col., 2013).

a) Protege y aumenta la supervivencia de las bacterias en los alimentos.

b) Permite que los microorganismos probioticos sean atrapados e incorporados en los
productos lacteos como yogurt, queso y productos lacteos congelados.

c) Un 40% de los Lactobacillus sobreviven en los helados cuando son encapsulados en
esferas de alginato de calcio que cuando estdn las células libres (Sheu y Marshall,
1993).

d) La forma encapsulada de B. pseudologum exhibe mejor supervivencia en un entorno
gastrico simulado en comparaciéon con los microorganismos Vviables libres

(Krasaekoopt y col., 2003).

2.3.2 Material de encapsulacion para probiéticos.

La seleccién del material de recubrimiento, es el paso mas importante para obtener
un producto encapsulado, porque dependiendo de sus propiedades, se pueden cumplir con
los requerimientos de proteccion. EI material protector debe reunir ciertas propiedades que

14
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dependen de las caracteristicas quimicas del material encapsulado, la aplicacion, las
condiciones de almacenamiento y del proceso al cual serd expuesto. Las caracteristicas de

un recubrimiento ideal para encapsular (Nag, 2011) son:

= Baja viscosidad a altas concentraciones.

= Baja higroscopicidad, para facilitar su manipulacion y evitar la aglomeracion.

= Capacidad de emulsificar y estabilizar el material central.

= Insoluble y no reactivo con el material central.

= Soluble en solventes alimenticios comunes o en el producto alimenticio final.

= Ofrecer méxima proteccion al material central contra condiciones adversas (luz, pH,
oxigeno, humedad y otros ingredientes reactivos).

= Liberacion completa de solventes y otros materiales usados durante el proceso de
encapsulacion.

= Sabor insipido.

En la Tabla 3, se muestran polisacaridos de diferente origen, utilizados comunmente
como material de pared, para llevar a cabo la encapsulacion de microorganismos

probidticos (Pérez Leonard y col., 2013). A continuacion se describen algunos de ellos.

Tabla 3. Polisacaridos empleados en la encapsulacion de probioticos.

Origen Polisacaridos
Algas marinas Kappa-carragenina, alginato
Plantas Almidén y sus derivados, goma arabiga
Bacterias Gelano, xantano
Animales Quitosano
Proteinas animales Leche, gelatina

(Pérez Leonard y col., 2013)

2.3.2.1 Kappa-carragenina.
Es un polimero natural, extraido de microalgas marinas, que es usado comdnmente

en la industria de alimentos, como aditivo o agente espesante. ES un polimero que tiene una
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estructura lineal que consiste en unidades de D-galactosa, unidos alternativamente por
enlaces a-(1-3) y B-(1-4). Los tipos de carragenina son kappa (x), iota (1), y lambda (})
(Gaaloul y col., 2009). La gelificacion es inducida por la temperatura (60-80 °C), se
requiere disolverla y la gelificacion, se produce por enfriamiento a temperatura ambiente;
para la formacion de las capsulas se necesita de cloruro de potasio o cloruro de calcio,
como soluciones de endurecimiento o para insolubilizar el polimero (Gouin, 2004).
Usualmente es usada una concentracion de 2 — 5 % (Mortazavian y col., 2007). La
carragenina es un polimero rico en hierro y compuestos de azufre. Ha sido utilizada para
encapsular bacterias acido lacticas como: Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus (Lakkis, 2007).

2.3.2.2 Alginato de sodio.

El alginato, es un biopolimero natural, extraido de varias especies de algas, es
comunmente usado en la industria farmacéutica y en biotecnologia como agente espesante,
gelificante y estabilizador coloidal (Lakkis, 2007). Estd compuesto por dos unidades de
monosacaridos: acido a-L-gulurénico y el acido B-D-manuronico, unidos por enlaces
glicosidicos B-(1-4) (Dong y col., 2006). La relacion entre estos monosacaridos, determina
la funcionalidad tecnoldgica del alginato. Se necesita una alta temperatura (60- 80 °C) para
disolverlo en agua. Los geles de alginato, son insolubles en medios &cidos (Harnsilawat y
col., 2006). Se utiliza en una concentracion de 1-3% (Muthukumarasamy y col., 2006). La
encapsulacion con alginato se ha aplicado para bacterias acido lacticas, principalmente para
observar su viabilidad en medios &cidos. Y presenta algunas ventajas como son: facil
formacion de gel en las matrices de las células bacterianas, no es toxica para el ser humano,
es econdémica y facil de preparar y apropiada para células bacterianas con tamafio de 1-3
um; sin embargo, tiene algunos inconvenientes, como por ejemplo: pérdida de la
estabilidad mecénica, susceptible a la acidez del ambiente que la rodea y la presencia de

iones causa deterioro en el alginato (Mortazavian y col., 2007).

2.3.2.3 Almidon.

El almidén se compone de unidades de D-glucosa, unidas por enlaces glicosidicos.
Se ha utilizado como material para el recubrimiento de capsulas de alginato. El almidon
resistente no se degrada por la amilasa pancreatica (Haralampu, 2000). El almidén de maiz
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nativo contiene aproximadamente 25 % de amilosa y 75 % de amilopectina. La amilosa
forma una cubierta que es resistente a los acidos gastricos y a las enzimas pancreaticas. Los
almidones con alto contenido de amilosa, forman peliculas fuertes, resistentes y mas
flexibles, pero es dificil de dispersar en agua y puede gelificar muy rapidamente
(Kailasapathy, 2002). Su empleo en técnicas de encapsulacion se dio para asegurar la
viabilidad de las poblaciones de probidticos en los alimentos por su paso en el intestino
grueso, ofreciendo una superficie ideal para la adherencia de los probioticos al granulo de
almidon durante el procesamiento, almacenamiento y el transito a través del tracto

gastrointestinal (Mortazavian y col., 2007; Anal y Singh, 2007).

2.3.2.4 Goma arabiga.

Es una mezcla de diversos polisacaridos muy relacionados, formados por una
cadena principal de restos B-D-galactopiranosilo (Varum y Smidsrod, 2006). Es muy
soluble en agua y la viscosidad de las soluciones varia fuertemente con el tipo de goma
arébiga, pH vy la fuerza ionica, pero se alcanza una viscosidad méxima a pH entre 6 y 7.
Actla como coloide protector y es un excelente emulsificador, lo cual es un aspecto

importante cuando se emplea el secado por aspersion (Verbeken y col., 2003).

2.3.2.5 Goma gelana y goma xantana.

La goma gelana, es un polisacarido aniénico, derivado de Sphingomonas elodea, la
cual estd constituida por la repeticion de 4 unidades de mondmeros: glucosa, &cido
glucorénico, glucosa y ramnosa (Chen y Chen, 2007). La goma xantana es un
exopolisacarido derivado de Xanthomonas campestris. La proporcién Optima para la
mezcla xantana-gelana es 1:0.75. A diferencia del alginato, ésta mezcla es resistente a
condiciones acidas (Sun y Griffiths, 2000).

2.3.2.6 Quitosano.

Es un polisacérido lineal con carga negativa, que se obtiene mediante desacetilacion
alcalina de la quitina. Puede ser aislado de la cubierta de los crustaceos, cuticulas de
insectos y membranas de hongos (Krasaekoopt y col., 2003). Se disuelve facilmente a pH
acido, por lo que con frecuencia se emplea en combinacién con otros polimeros que
soporten el pH del estdmago. Una vez que alcanza el intestino delgado, es degradado por la

microbiota endégena (De Vos y col., 2010). Es usado para cubrir capsulas de gelatina y
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para incrementar la viabilidad de los probioticos; es mas frecuentemente utilizado como

cubierta, no como céapsula (Solanki y col., 2013).

2.3.2.7 Gelatina.

Es una sustancia derivada por la hidrolisis parcial del colageno de origen animal y
es muy usada en la formulacion de alimentos e igualmente ha sido utilizada para
encapsulacion de probidticos. Es utilizada para incorporarse con otros polisacaridos como
la goma gelana (Solanki y col., 2013). Los microorganismo gue se han probado con ésta
técnica, incluyen al Lactobacillus lactis y su viabilidad ha sido evaluada en aceite de soya,
no se conocen reportes en productos lacteos, pero no se descarta su aplicaciéon (Anal y
Singh, 2007).

2.3.2.8 Proteina de suero de leche.

Es una mezcla de proteinas como la B-lactoglobulina, la a-lactalbumina y la sero-
albumina. Es facilmente desnaturalizada con calor, lo cual afecta la agregacion y reduce la
estabilidad de la emulsion. La proteina de suero de leche, es un candidato potencial como
agente de recubrimiento, ya que es biodegradable y frecuentemente usada en muchos tipos
de productos (Anal y Singh, 2007). En cuanto a la viabilidad, se comprobd que las bacterias
de Lactobacillus rhamnosus, encapsuladas en una matriz de proteina de suero de leche,

fueron protegidas en comparacion con bacterias no encapsuladas (Reid y col., 2006).

2.3.3 Caracteristicas del almidon modificado N-lok.

El almidén N-lok, es un producto de baja viscosidad, disefiado para la
encapsulacion de sabores, grasas, aceites y vitaminas; se caracteriza por su excelente
resistencia a la oxidacion. Este tiene una porcion soluble en agua (correspondiente a la
amilopectina) y una porcion octenil, que interactia con la fase oleosa o con los
componentes liposolubles y la fraccion de la amilopectina se orienta alrededor de las gotas
de aceite en la emulsion, para protegerlas de la oxidacién y re-asociacion con otras gotas de
aceite (Anonimo, 2005).

La baja viscosidad del N-Lok, es apropiada para la preparacion de emulsiones con
alto contenido de solidos, para ser secados. Los productos muestran ciertas propiedades
como la formacién de una emulsién estable y la formacién de una buena pelicula que cubre

al producto. Estas propiedades se pierden por lo regular durante el secado con otros
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almidones encapsulantes. Cuando se emplea para obtener microcapsulas mediante secado
por aspersion, se obtienen polvos con mejores propiedades de barrera ante la oxidacion y la
pérdida de los componentes volatiles es minimizada (Velazquez, 2008).

2.3.4 Metodologias de microencapsulacion de probioticos.

Para la preparacion de las microcéapsulas, existen numerosos métodos y la seleccion
del adecuado para encapsular, depende de los costos, el tamafio de la cépsula, las
propiedades fisicas y quimicas de los materiales, la aplicacion y el mecanismo de liberacion
deseado. En la Tabla 4, se muestran los diferentes tipos de particulas obtenidas (matriz o

tipo reservorio), por cada uno de los métodos.

Tabla 4. Tecnologias de encapsulacion de probidticos: intervalo de tamafio de particula

para cada técnica.

Emulsificacion

Extrusion

Tipo matriz

Secado por aspersion

Recubrimiento por
pulverizacion

Tipo reservorio

Coextrusion

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

(Solanki y col., 2013)

Los microorganismos probio6ticos son cominmente encapsulados por las técnicas de
extrusion, emulsion y secado por aspersion. En éstos métodos, los probidticos son
atrapados en una matriz de gel, usando diferentes mecanismos de formacion de mismo
(Champagne y Fustier, 2007). La tecnologia de microencapsulacion de probioticos puede
ser dividida en dos partes (Solanki y col., 2013):

e El proceso de microencapsulacion del probidtico en las soluciones de encapsulacion.
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e El proceso de secado de la solucion de encapsulacion, para alcanzar granulos o polvos

de células encapsuladas.

2.3.4.1 Proceso de encapsulacion.

Son basicamente dos técnicas de microencapsulacion que se utilizan para
probidticos, estos encapsulados son usados para la produccion de biomasa y también como
ingredientes en alimentos funcionales. Los métodos son extrusion o método de goteo y el

de emulsién o sistema de dos fases.

2.3.4.1.1 Extrusion o método de goteo.

Esta técnica, es muy mas utilizada por su simplicidad, bajo costo y condiciones
suaves de formulacion, que garantizan una alta viabilidad celular (Krasaekoopt y col.,
2003). Consiste en producir pequefias gotas de material encapsulado, forzando el paso de
una solucién a través de una aguja o jeringa o de una boquilla en los dispositivos
generadores de goteo (Solankiy col., 2013). Los microorganismos son adicionados a una
soluciéon hidrocoloide, cuya suspensién se hace gotear sobre una solucion de
endurecimiento, la cual va a variar dependiendo del material empleado, el tamafio de las
capsulas obtenidas depende del diametro de salida de la aguja (De Vos y col., 2010). A
pesar de ser una técnica ampliamente utilizada por sus ventajas, que presenta, también tiene
sus desventajas, las cuales se muestran en la Tabla 5 (Krasaekoopty col., 2003; Gouin,
2004; Solanki y col., 2013).

2.3.4.1.2 Emulsion o sistema de dos fases.

En esta técnica, se tiene una fase continua y una fase dispersa para formar la
emulsion, y posteriormente sigue una etapa de separacion, donde la fase dispersa encapsula
la bacteria probidtica, como material activo (De Vos y col., 2010; Krasaekoopt y col.,
2003). En este método, se afiade un pequefio volumen de una solucion polimérica con
células probidticas en suspension (fase dispersa) a un gran volumen de aceite vegetal (fase
continua) como aceite de soya, girasol 0 maiz, ésta mezcla se homogeniza hasta desarrollar

una emulsion de agua en aceite.

Tabla 5. Ventajas y desventajas de la técnica de extrusion.
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Ventajas Desventajas
Simple, barato y de facil operacion  Dificil de producir a gran escala por lenta
formacion de microcapsulas
No dafia las células probidticas Microcapsulas pobremente cargadas (8 %)
Alta viabilidad de microorganismos Forma didmetros de particulas de larga
distribucion (2-5 mm)
No emplea disolventes perjudiciales Susceptibilidad de los carbohidratos hacia los
para las bacterias. dafos y defectos estructurales
Se hace bajo condiciones aeroébicas  Limitada la seleccion del material de pared
y anaerobicas
(Krasaekoopty col., 2003; Gouin, 2004; Solanki y col., 2013).

Después de la formacion de la emulsion, se requiere del entrecruzamiento (polimero
hidrosoluble se hace insoluble), para formar las cépsulas dentro de la fase oleosa, cuyo
agente de entrecruzamiento a utilizar depende del tipo de polimero. Finalmente, las
capsulas se colectan mediante filtracion o centrifugacion (Heidebach y col., 2012). Este
método presenta como ventajas, la formacion de capsulas mas pequefias que las que se
obtienen por extrusion, lo cual es una caracteristica deseable, es un proceso facil de escalar
a nivel industrial y la distribucion del tamafio de particula puede ser controlada por la
velocidad de agitacion y de homogenizacion. Una de las principales desventajas, cuando se
utiliza en la industria alimentaria, es que el aceite residual, presente en las capsulas,
perjudica la textura y las propiedades organolepticas del alimento y ademas, el aceite
residual, los emulsionantes y surfactantes utilizados pueden ser toxicos para determinadas

células (Jiménez , 2010).

2.3.4.2 Proceso de secado.

El secado mejora la estabilidad de las bacterias encapsuladas durante un
almacenamiento prolongado. Pero también este proceso provoca algunas lesiones en las
microcdpsulas en cuanto a la liberacion y reduccion de la viabilidad de las bacterias

probidticas. El secado por aspersion, liofilizacion y el secado por lecho fluidizado, son las
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tecnologias de secado, mas empleadas para probidticos, que se utilizan en la industria

(Dimantov y col., 2003).

2.3.4.2.1 Secado por aspersion.

Es el método mas comdnmente usado en la industria para microencapsular, ya que
es econdémico y flexible. EI consumo de energia del secado por aspersion es de 6 a 10 veces
menor, comparado con el secado por congelacion y se tiene una buena produccion, de
buena calidad. EI método consiste en atomizar aire caliente en una suspension o emulsion
homogenizada de probidticos en la matriz del material encapsulante, para lograr una rapida
evaporacion del solvente (agua) y obtener los probidticos encapsulados en forma de

particulas de polvo (Martin y col., 2015).

El proceso implica: a) inicialmente que el liquido se introduzca en el equipo por
medio de una bomba y se atomice, b) a continuacién se elimina el disolvente por medio de
una corriente de aire caliente, c) la atomizacion de la mezcla se realiza dentro de la cdAmara
de secado (Figura 3). El proceso de atomizacion es controlado mediante la alimentacion del
producto, el flujo de aire y la temperatura de secado (Anekella y Orsat, 2013). Se emplean

generalmente polisacaridos como materiales encapsulantes (Rokka y Rantamaki, 2010).

2} O
1 o i 6
1. Vaso de alimentacion
2. Bomba de

alimentacion
3. Boquilla de 7
atomizacion
Camarade secado
Ventilador de succion
Ciclon
Vaso colector

Nowy s

Figura 3. Tecnologia de secado por aspersion.
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Existe un gran numero de investigaciones basadas en este método que reportan
resultados satisfactorios con minimas pérdidas de viabilidad, lo cual indica que hay dos
factores claves y determinantes, para obtener buenos resultados: el tipo de materiales
utilizados para encapsular y proteger a los microorganismos probidticos, que involucran sus
propiedades fisico-quimicas y la optimizacion de los parametros utilizados en el secado. En
la Tabla 6, se muestran las ventajas y desventajas del método (Kailasapathy, 2002;
Santivarangkna 'y col., 2007; De Vos y col., 2010).

Tabla 6. Ventajas y desventajas del método de secado por aspersion.

.Ventajas Desventajas
Fécil de llevar a gran escala  Altas temperaturas empleadas en el proceso para evaporar
Bajo costo de operacion el solvente
Es de operacion continua La baja viabilidad depende del tipo de material de pared
Facil de adaptar a la utilizado, por ejemplo, se tiene mayor reduccion de
mayoria de equipo industrial ~viabilidad con un almidon soluble, en comparacion con

general. goma arabiga o alginato.

(Kailasapathy, 2002; Santivarangkna y col., 2007; De Vos y col., 2010).

2.3.4.2.2 Lidfilizacion

La liofilizacion se ha utilizado para la fabricacion de polvos probioticos durante
décadas, pero la combinacién de la liofilizacion y la encapsulacion es un concepto
relativamente nuevo. El proceso se basa en la sublimacién, que ocurre en tres fases;
congelacion, secado primario y secado secundario. Tipicamente, las células se congelan
primero y luego se seca por sublimacion en alto vacio (Santivarangkna y col., 2007). Como
las condiciones de procesamiento asociados con la liofilizacién son méas suaves que el
secado por aspersion, se consigue mayor supervivencia de los probioticos. En esta técnica,
el disolvente se congela y se retira a traves de la sublimacion (Solanki y col., 2013). Sin

embargo, la congelacién causa dafio a la membrana celular, debido a la formacion de
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cristales y también imparte condicion de estrés por la alta osmolaridad. Una variedad de
protectores se han afiadido a los medios de secado, antes de la liofilizacion, para proteger la
viabilidad de los probidticos durante la deshidratacion, tales como polvo de leche
desnatada, proteina de suero, glucosa, maltodextrina, entre otros. Los crioprotectores
también se pueden afiadir a los medios, antes de la fermentacion, para ayudar en la

adaptacion de los probidticos al medio ambiente (Basholli-Salihu y col., 2014).

2.3.4.2.3 Secado por lecho fluidizado.

En este proceso, la suspension de células se pulveriza y se seca en vehiculos inertes,
utilizando un sistema de lecho fluidizado base Wurster. La ventaja de este proceso, es el
control total de la temperatura. Las desventajas son que esta tecnologia es dificil de
dominar y es de duracion relativamente mas larga. Antes del secado, se necesita que el
cultivo probiotico se encapsule en un material de soporte tal como leche desnatada, alginato

de calcio o grasas (Buch y col., 2009).

2.4 Pulque.

El pulque es una bebida alcohodlica tradicional, no destilada, producida por la
fermentacion de la savia, conocida como aguamiel, que es extraida de varias especies de
maguey (Agave americana, A. atrovirens, A. feroz, A. mapisaga, A. salmiana). Esta bebida
se produce actualmente y es consumida, principalmente por poblaciones indigenas y
mestizas de muchas regiones del pais, particularmente, en las areas de la meseta central. El
pulque, se caracteriza por ser una bebida alcohdlica, blanca, con olor fuerte y viscosa (Pefia
Alvarez y col., 2004). Para su produccién, el aguamiel recién recogida se transporta a
grandes barriles abiertos, donde tiene lugar la fermentacion. El proceso se acelera por la
adicion de una porcion de pulque previamente producido y el tiempo de fermentacion varia
de unas horas a toda la noche, dependiendo de si el aguamiel se recoge al amanecer o al
atardecer. El desarrollo de la viscosidad (debido a la sintesis de exopolisacaridos) y el
contenido de alcohol, son los principales parametros utilizados para determinar el grado de
fermentacion. El proceso es estatico y realizado en condiciones no asépticas; Por lo tanto,
las poblaciones de microorganismos que intervienen en la fermentacion, son los que se

producen de forma natural, durante la acumulacion del aguamiel en el maguey y los

24



MARCO TEORICO

incorporados durante la recoleccion, el transporte y la manipulacion (Escalante y col.,
2004).

Varios estudios se han realizado para caracterizar la diversidad microbiana de
muestras de aguamiel y de pulque, utilizando métodos de identificacion de cultivo
tradicional. Se han aislado importantes microorganismos industriales a partir de varias
muestras de pulque como, Saccharomyces cerevisiae, productora de etanol y especies de

Kluyveromyces productores de inulinasa.

La regulacién mexicana NMX-V-037 (Banco de Normas Mexicanas 2010) reconoce
dos tipos de pulque: Tipo I, incluye pulque de semilla o arranque vy tipo I, se refiere a los
pulques comerciales. El pulque semilla, se prepara para aumentar la microbiota natural, que
determina la fermentacion correcta, en la elaboracion de la bebida, en un tanque dedicado
exclusivamente a este fin. En el Tipo I, el aguamiel se inocula con pulque semilla y se
utiliza para establecer el equilibrio bioquimico, 6ptimo entre los sustratos fermentables y

los microorganismos implicados en la fermentacion (Lappe-Oliveras y col., 2008).

A través de estudios, se ha demostrado, que el pulque contiene sustancias nutritivas
atiles al ser humano como hierro, altos niveles de triptéfano, azlcares, proteinas y
vitaminas, principalmente hidrosolubles, en la Tabla 7, se muestra la composicion reportada

por algunos autores.

El pulque puede actuar como probiotico, de manera semejante a ciertos productos
industrializados, que contienen lactobacilos o levaduras activas, que permiten interactuar
con la microbiota del intestino. Diversas bacterias &cido lacteas, homofermentativas, se han
encontrado en el pulque como: Leuconostoc citreum, Lactobacillus mesenteroides,
Lactobacillus kimchi, Lactobacillus acidophilus, siendo esta ultima reportada con
capacidad probidtica y utilizada para la elaboracion de productos comerciales. En la
actualidad no existen un reporte acerca de la identificacion completa de los
microorganismos del pulque, por lo que especies que no han sido identificadas, pueden

conferirle al pulque el caracter de bebida con capacidad probidtica (Escalante y col., 2004).

Varias evidencias arqueologicas, sugieren que el pulque se ha utilizado desde

tiempos prehispanicos como enema. Recientemente, se ha demostrado que esta practica
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puede haber tenido efectos beneficiosos sobre la salud de los seres humanos, debido al

enriquecimiento del tracto digestivo con bacterias probioticas potenciales (Lemus, 2006).

Ademas, en informes experimentales recientes, se ha demostrado la actividad prebiotica de

la inulina que contiene el aguamiel, ya que aumenta el crecimiento de las BAL (Mancilla-

Margalli y Lopez, 2006; Ramirez-Higuera, 2012).

Calcio
Fosforo

Hierro

Vit. Bl
(tiamina)

Vit. B2
(riboflavina)

Niacina
Piridoxina

Ac. Ascorbico

Proteinas

Carbohidratos
totales

Tabla 7. Composicion quimica del pulque.

Brena Cervantes Escalante
y col. (2010) (2004)
10
10
0.70 15 %
0.02 (mg) 7%
0.02 (mg) 6 %
0.30 (mg) 10 %
14 — 33 (mg %)
6.2 (mg) 45 %
0.44 (grs)

2.5 Lactobacillus pentosus.

Cervantes- Méndez y col.
Contreras y (2012)
Pedroza-
Rodriguez
(2007)
1 g/L 0.31 g/100 ml
4.76 g/L 3.5 gr/100 ml

El género Lactobacillus, es uno de los géneros mas importantes de bacterias de acido

lacticas (BAL) e incluye mas de 174 especies de bacterias (Dsmz, 2008). Los

Lactobacillus son catalasa negativos, Gram positivos y por lo general, en forma alargada.

Se encuentran en una gran variedad de habitats, incluyendo vegetales y el tracto
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gastrointestinal de los animales (Tannock, 2004) y se emplean en la fabricacion de
alimentos fermentados, tales como productos de soya, productos de pescado, productos
vegetales, pan, bebidas alcohdlicas, productos l&cteos y fabricacion de queso (Rhee y col.,
2011).

Los lactobacilos se han asociado en gran medida con la fermentacién de alimentos y
mas recientemente, se han utilizado como probidticos, ya que pueden promover la salud en

los seres humanos y los animales (Lebeer y col., 2008).

Los Lactobacillus pentosus tienen forma alargada (1-1.2 pum por 2-5 pum), se pueden
encontrar individualmente, en parejas o en cadenas cortas, son Gram positivo, inmoviles,
crecen a 10 y 40 °C, pero no a 45 °C; anaerobios facultativos, heterofermentativos,

producen &cido lactico, Voges-Proskauer positivo (Zanoni y col., 1987).

Se ha demostrado que ciertas cepas de Lactobacillus pentosus ejercen efectos
probidticos, mejorando la inmunidad de la mucosa intestinal y la resistencia a las
infecciones bacterianas (Izumo y col., 2011; Kotani y col., 2010). La secuencia del genoma
IG1 de Lactobacillus pentosus, es una cepa bilis-resistente y presenta una bacteriocina con
actividad frente a una amplia gama de bacterias patdgenas, por lo que es importante
explorar sus propiedades biotecnolégicas y probidticas (Maldonado y col., 2011). En un
estudio reciente, se evalué que Lactobacillus pentosus aislado de la miel del estomago de
abeja A. dorsata, tiene caracter antimicrobiano y podria considerarse como conservante

natural, para su posible uso en la industria alimentaria (Tajabadi y col., 2013).

En la presente investigacion, se trabajé con una cepa de Lactobacillus pentosus,
aislada de queso tenate, cuyo genero fue confirmado mediante analisis bioquimico y
molecular; la cual mostr6 un efecto antagénico significativo contra S. Typhimurium, E. coli
0157:H7, L. monocytogenes y S. aureus en queso fresco, almacenado en refrigeracion. Esta
cepa también fue capaz de adaptarse y resistir las condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal, aunque se observo una disminucion del 80% de bacterias viables. Por lo
gue se considera que tiene gran potencial para considerarse probidtico, ademas de que

podria ser utilizada en los alimentos como conservador o antimicrobiano natural.
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3 JUSTIFICACION

El cambio continuo en el estilo de vida de hoy en dia, sumado a los efectos
secundarios de las terapias con antibioticos, el incremento de enfermedades
gastrointestinales por factores como una mala alimentacion y estres, ha generado interés a
profundizar en el estudio de medios y procesos que permitan mejorar la calidad de vida del
ser humano. Por ello ha aumentado considerablemente la demanda de nuevos alimentos
funcionales, destacando dentro de estos, los probioticos, los cuales estan definidos como
microorganismos vivos, que al ser administrados en cantidades adecuadas, proporcionan un
efecto benéfico a la salud del huésped.

El consumo de probidticos genera beneficios como son: mantenimiento de la flora
intestinal normal, ayuda al control en la intolerancia a la lactosa, reducen el colesterol,
restablecen la microbiota intestinal, cuando ha sido alterada por el consumo excesivo de
antibidticos y previenen la colonizacion de bacterias patdgenas.

Para que se puedan ejercer dichos beneficios, cuando se consume un alimento con
bacterias probidticas, éstos deben ser estables y activos dentro del alimento y sobrevivir el
paso por el tracto gastrointestinal; sin embargo, algunos factores como el pH y la
temperatura de almacenamiento del alimento, alteran la viabilidad de los probioticos. Para
ello, se ha recurrido a la microencapsulacion, con la finalidad de ofrecer una barrera de
proteccién contra los agentes externos, siendo la técnica de secado por aspersion, la mas
utilizada para la encapsulacion de bacterias probi6ticas.

Por otro lado, tenemos al pulque, una bebida tradicional mexicana que se obtiene de
la fermentacion de la savia del maguey, el cual esta compuesto por algunos minerales,

vitaminas, principalmente del complejo B y proteina.

28



JUSTIFICACION

En el presente trabajo se propone microencapsular la bacteria Lactobacillus
pentosus, que ha demostrado tener un gran potencial probidtico, usando la técnica de
secado por aspersion, utilizando pulque como solvente, con lo cual se pretende obtener un
producto en polvo, el cual pueda ser consumido por el ser humano y que ademas de
contener a la bacteria encapsulada, presente los beneficios nutrimentales que le pueda

conferir el pulque, sin la presencia del alcohol.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Optimizar el proceso de encapsulacion de Lactobacillus pentosus mediante secado
por aspersion usando una mezcla de almidén-pulque, asi como evaluar la sobrevivencia y

estabilidad de la bacteria encapsulada.

4.2. Objetivos especificos.

e Caracterizar fisicoquimicamente el pulque, para identificar su contenido
nutrimental.

e Optimizar por metodologia de superficie de respuesta el proceso de
encapsulacion, con una mezcla de almidon — pulque, de Lactobacillus
pentosus, utilizando secado por aspersion.

e Evaluar la actividad de agua, el contenido de humedad, el contenido de
proteina y la morfologia de las microcépsulas.

e Evaluar la sobrevivencia de Lactobacillus pentosus encapsulado en funcion
del pH y la presencia de sales biliares.

e Evaluar la sobrevivencia de Lactobacillus pentosus encapsulado, a

temperatura ambiente y 4 °C, durante 3 meses.
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5 MATERIALESY METODOS

5.1 Materiales.

5.11

512

Equipo de laboratorio.

Autoclave Felisa Mod. FE-399

Autoclave Yamato Scientific Sterilizer SM 200

AquaLab Lite Decagon Devices.

Balanza Analitica Adam Equipment Mod. AQT 1500

Cuenta colonias DARKFIELD QUEBEC Mod. 3325 American Optical
Dispensador Dispensette 111 Var. 1-10 mL Brand

Homogenizador Ultra Turrax IKA

Incubadora LAB-LINE AMBI-HI-LOW

Incubadora bacterioldgica blue M Electric Company Mod 100 A
Incubadora precision 3BGm Serie 30307629

Micropipeta BRAND 100-1000 mL

Microscopio Motic Mod. SFC-28 Instrumentos Opticos de Precision
Parrilla de calentamiento. BArnstead Thermolyne. Cimarec
Potenciémetro Thermo Electron Corporation. Orién Star Series
Refrigerador Lab-LINE Environners REB800/804

Secador BUCHI Mini Spray Dryer B — 191

Vortex 2 Genie Mod. G-560 Scientific Industries

Material bioldgico.

La cepa de Lactobacillus pentosus resistente a rifampicina fue proporcionada por el

laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Area Académica de Quimica, de la

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

5.1.3

Materiales
El almiddn N-lok fue proporcionado por la empresa Ingredion, México.
Se utilizé un lote de 15 litros de pulque, elaborado en el rancho Nexpa, de

Epazoyucan, Hidalgo.
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5.2 Metodologia.

5.2.1 Cuantificacion de proteina en pulque.

Para la determinacion de proteina, se utilizo el método Kjeldahl siguiendo la técnica
930.29 de la AOAC (1990). La muestra (0.5 mL) se sometio a una digestion con 0.1 g de
sulfato de cobre y 20 mL de &cido sulfarico en un digestor Kjeldhal 8U marca ESEVE,

modelo DIK-08, con lo cual se convirtid el nitrégeno organico en nitrégeno amoniacal.

Después de 4 horas de digestion, se procedio con la destilacion que se llevé a cabo
en un destilador marca Gerhardt utilizando NaOH al 30% para que el amoniaco se liberara.
Se destil6 la muestra utilizando 50 mL de solucion de acido borico para recibir el destilado.
El programa de destilacion utilizado fue el siguiente: tiempo de entrada de sosa 8 s (10
mL/s), 5 s de mezclado y 360 s de destilacion a 60 °C. Finalmente se titulé con H2SO4 0.2
M que en forma indirecta es proporcional al contenido de nitrégeno. El factor de

conversion utilizado fue 6.25 para obtener el contenido de proteina.

5.2.2 Determinacién de pH en pulque.

El pH se midi6 directamente con un potenciémetro, de acuerdo a lo reportado en la

norma mexicana NMX-V-041-1972.

5.2.3 Determinacion de coliformes totales en pulque.

Se realizé siguiendo la metodologia descrita por Camacho y col. (2009). Para ello,
se colocaron 10 mL de pulque con 90 mL de agua de peptona y se homogenizo la muestra.
Se realizaron 4 diluciones decimales consecutivas, transfiriendo 1 mL de muestra a tubos
con 9 mL de agua de peptona. Se depositdé 1 mL de cada dilucidn en cajas Petri estériles,
por triplicado y se adicionaron 20 mL, aproximadamente de agar bilis rojo violeta, fundido
y enfriado a 45 °C, en cada caja. Se homogenizo la muestra con el agar, haciendo

movimientos rotatorios y se incubaron las cajas en posicion invertida durante 24 h a 37 °C.

5.2.4 Determinacion de grado alcohoélico en pulque.

Se realizd la determinacion por destilacion de acuerdo a la NOM-142-SSA1-1995.
Para ello se midieron en un matraz volumétrico 250 mL de pulque y 10 mL de agua
destilada; se conect6 el matraz de destilacién que contenia perlas de vidrio, al refrigerante

mediante el adaptador. Se colocd 25 mL de agua destilada en el matraz de recepcién, el
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cual se mantuvo sumergido en un bafio de agua-hielo durante el curso de la destilacion.
Cuando la cantidad de destilado contenida en el matraz, se acercé a la marca (unos 0,5 cm
abajo de la marca de aforo), se suspendio la destilacion y retiro el matraz de recepcion.

Se llevd a la marca con agua destilada, homogenizo y transfirié el destilado a una
probeta. Después de vaciar el destilado hasta unos 10 cm abajo del nivel total. Se introdujo

el alcoholimetro cuidadosamente y se mantuvo separado de las paredes de la probeta.

5.2.5 Preparacion de la cepa para su microencapsulacion.

La activacion de la cepa de Lactobacillus pentosus, se hizo mediante doble
transferencia en tubos, conteniendo 9 mL de caldo Lactobacilli (MRS), para ello se
inocularon con 100, 200 y 300 pL del concentrado celular de la cepa y se incubaron a 37 °C
por 24 y 48 h. Transcurridos estos tiempos, se realizd el conteo de bacterias por triplicado,
por el método de vaciado en placa. Para ello, se hicieron 9 diluciones decimales,
transfiriendo consecutivamente 1 mL de la muestra a tubos con 9 mL de agua de peptona.
Se depositdé 1 mL de cada dilucion en cajas Petri estériles y se adicionaron 25 mL,
aproximadamente, de agar MRS atemperado a 45 °C, en cada caja. Se homogenizo la
muestra con el agar, haciendo movimientos rotatorios y se incubaron las cajas en posicion
invertida durante 48 h a 37 °C.

5.2.6 Microencapsulacion de Lactobacillus pentosus.

5.2.6.1 Preparacion del material de pared y mezcla con la bacteria.

Las células de la bacteria se obtuvieron después de la activacion por doble
transferencia en caldo MRS a 37 °C por 24 h. El concentrado celular (aproximadamente
10° UFC/ mL), fue obtenido por centrifugacion a 3500 rpm por 20 min; el precipitado
celular se lavo con 20 mL de agua de peptona y se centrifugo nuevamente. A la par, se
prepar6 la mezcla de almidon — pulque (previamente ajustado a pH 7 con NaOH al 10 %).
Se homogenizo la mezcla almidon — pulque de acuerdo al disefio experimental planteado.
La viabilidad de las bacterias fue determinada en la suspension de almidon — pulque,
obteniendo las UFC antes de secar, utilizando el método de vaciado en placa descrito en la

seccion 5.2.4.
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5.2.6.2 Secado por aspersion.

La microencapsulacion de la bacteria se realizé en un secador por aspersion a escala
laboratorio, de acuerdo al disefio experimental (Tabla 8); en un equipo BUCHI Mini Spray
Dryer B — 191, equipado con una boquilla con un diametro de 0.5 mm. La solucion de
alimentacion se mantuvo bajo agitacion magnética a temperatura ambiente, y se introdujo
en la camara de aspersion a través de una bomba peristéltica, con una tasa de flujo de
alimentacion de 4 mL/min. El flujo de aire se mantuvo a 400 mL/h. Después del secado por
aspersion las microcapsulas secas se colectaron en frascos de vidrio y se almacenaron para

los posteriores analisis.

5.2.7 Sobrevivencia después del secado por aspersion.

El recuento bacteriano después del secado por aspersion se realizo por triplicado por
el método de vaciado en placa. Se tomd 1 g de microcapsulas y se colocaron en 9.0 mL de
diluyente de citrato de sodio al 2% (dilucion 1), con la ayuda de un vortex, estas se
solubilizaron. Se realizaron 8 diluciones mas de la muestra en tubos con 9 mL de agua de
peptona. Se tomd una alicuota de 1 mL de las diluciones 10™> a 107°y se colocaron en
cajas Petri, para luego agregarles agar MRS y homogenizarlas. A continuacion las cajas
fueron incubadas en posicion invertida a 37 °C durante 48 h y se realizd el recuento de
colonias, este procedimiento se realizd el mismo dia en que fueron obtenidas las

microcapsulas.

El rendimiento de microencapsulacion es decir, el porcentaje de viabilidad de las
bacterias encapsuladas, fue calculado empleando la siguiente formula (Behboudi-Jobbehdar
y col., 2013):

N
% de viabilidad = — x 100 (Ec. 1)

Donde N representa el numero de bacterias viables en las capsulas después del

secado por aspersion y No es el logaritmo de células viables antes del secado.

5.2.8 Tincion de Gram.

Se colocd una gota de agua en un portaobjetos, se tomé con la ayuda de un asa
bacterioldgica, una fraccion de una colonia y se extendio en el portaobjetos, se mezcld
uniformemente con el agua. La muestra se fijo a la flama, se adicionaron unas gotas de
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cristal violeta, hasta cubrir la muestra, se dejé 1 min, el exceso del colorante se elimind con
agua corriente, despueés se le adiciono lugol y se dejo reposar por 1 min, se lavd con agua y
después con una solucion de alcohol por 20 s para decolorar, se enjuago con agua para
eliminar el alcohol — cetona y se agregé safranina por 1 min; por ultimo, se lavo con agua
destilada y se dejo secar al aire. Las tinciones se observaron al microscopio a 100 X para

buscar caracteristicas tipicas de las bacterias &cido lacticas.

5.2.9 Caracterizacion de las microcapsulas después del secado por aspersion.
5.2.9.1 Contenido de humedad.

El contenido de humedad de las microcapsulas fue determinado acorde al método
44-15.02 (AACC, 2000), donde 2 g de muestra fueron colocados en charolas de aluminio y
se secaron en una estufa a 105 °C, durante 24 h. El contenido de humedad fue calculado por

diferencia de peso antes y después de secar la muestra, de acuerdo a la siguiente formula:

eso inicial-peso final
% de humedad = P P

x 100 (Ec. 2)

peso inicial

5.2.9.2 Actividad de agua.
Para determinar la actividad de agua de las microcapsulas, se empleé un equipo
Aqua Lab. Las muestras fueron colocadas en contenedores propios del equipo y la

medicion se realiz6 a temperatura ambiente (x 25 °C).

5.2.9.3 Higroscopicidad.

Se sigui6 la metodologia de Sulieman y col. (2014), con algunas modificaciones.
Para ello se pes6 1 g de muestra en charolas de aluminio y se colocaron en frascos
herméticos, conteniendo una solucion saturada de NaCl (75.3 % HR), después de 7 dias, las
muestras fueron pesadas y la higroscopicidad fue expresada como g de humedad absorbida
en 100 g de muestra. El calculo se realiz6 de acuerdo a la formula:

(peso final —peso inicial) X 100
peso inicial X (100—humedad/100)

Higroscopicidad (g /100 g) = (Ec. 3)

5.2.9.4 Caracterizacion morfolégica de las microcapsulas por SEM.
Se determind usando un equipo de microscopia electrénica de barrido marca Jeol,

modelo JSM-6300, se us6 un detector de electrones secundarios y bombardeo de electrones
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a 15 kV, se colocaron las muestras en alto vacio (9.75 * 10~° Torr) (Rajam vy
Anandharamakrishnan, 2015). Las muestras se montaron sobre un porta muestra de
aluminio de 12 mm de didmetro, tipo PIN, previamente preparado con cinta adhesiva de
carbén de doble cara. Con el fin de hacer que la superficie reflejara el haz de electrones, las

muestras fueron recubiertas con particulas de oro.

5.2.10 Almacenamiento de Lactobacillus pentosus a 25y 4 °C.

Para ello se colocaron 3 gramos de células microencapsuladas en 12 cajas Petri. Se
taparon y colocaron en bolsas re-sellables de pléstico, fueron almacenadas a 4 °C 'y 25 °C.
Posteriormente se determind la sobrevivencia de las bacterias, utilizando la metodologia de

vaciado en placa antes mencionada realizando un muestreo semanal durante 3 meses.

5.2.11 Resistencia de Lactobacillus pentosus a pH.

La cepa se cultivd en caldo MRS a pH 6.5 y se incubé a 37 °C durante 24 h.
Posteriormente, se tom6 1 mL, con una concentracion aproximada de 10° UFC / mL y se
inocul6 en un tubo con caldo MRS y pH ajustado a 2 y 3 con HCI 0.1 N (Conway y col.,
1987). La muestra se incubd a 37 °C por 3 h (1, 2 y 3 h). Se conform6 un control, al

cultivar la cepa en caldo MRS a pH 6.5 bajo las mismas condiciones.

Se efectud el conteo de bacterias sobrevivientes por la técnica de vaciado en placa a
los tiempos de 0, 1, 2 y 3 h. Se evalué bajo este mismo procedimiento la bacteria
encapsulada. El porcentaje de resistencia a pH acido fue calculado por la siguiente ecuacion
(Kociubinski y col., 1999):

% R pH = [(UFC/mL) mrs pH 2-3 X 100] / (UFC/mL) mrs pH 6.5

5.2.12 Resistencia de Lactobacillus pentosus a sales biliares.

Para la evaluacion de la resistencia de la cepa a sales biliares, primero se reactivaron
las células en caldo MRS y se incubaron a 37 °C durante 24 h. 1 mL del cultivo fue
inoculado en tubos con 9 mL de caldo MRS con 0.0, 0.15, 0.3, 0.5, y 1% de bilis
deshidratada de buey. Al caldo MRS, se le adicionaron previamente 1,38 mL de &cido
acetico. La incubacion se realizo durante 3, 12 y 24 h a 37 °C, en condiciones estaticas
(Gilliland y Walker, 1990; United State Patent No. 5,032,399, 1991). De igual forma, se
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determind el porcentaje de sobrevivencia con respecto al control: % R sales biliares
(Kociubinski y col., 1999):
[(UFC/ML) mRs + sates X 100] / (UFC/mL) mrs
5.2.13 Disefio experimental y analisis estadistico.
5.2.12.1. Estudios preliminares

Al inicio de los experimentos se planeaba trabajar con tres factores: velocidad de
homogenizacion (7000-14000 rpm durante 3 min), porcentaje de sélidos (25 — 30 %) y
temperatura de entrada en el secador (100-140 °C), sin embargo, al comenzar a trabajar
bajo las condiciones de este disefio, no se obtuvo sobrevivencia de las bacterias, por lo que
se evalud el efecto de la homogenizacion de forma independiente, ya que la temperatura
habia sido evaluada en ensayos preliminares. Por lo cual se plantearon dos tratamientos:
uno sin homogenizar y otro con homogenizacion, manejando las condiciones de 3000 rpm
durante 20 s en la mezcla almidén-pulque, una vez agregado el concentrado celular en la
mezcla a 3000 rpm por 5 s. Los resultados obtenidos sirvieron para plantear el disefio de

experimentos para llevar a cabo el proceso de optimizacion de la encapsulacion.
5.2.12.2. Disefio central compuesto

Se utilizd un disefio experimental central compuesto, rotable, con 6 puntos
centrales, se consideraron dos variables independientes: temperatura de entrada de secado
(100 °C - 140 °C) vy porcentaje de sélidos en la mezcla (25 % - 30 %), el disefio consto de
14 tratamientos, con un o = 1.41421 (Tabla 8). Los datos fueron analizados empleando la

metodologia de superficie de respuesta, usando el software Design Expert versién 7.0.0.

Los datos experimentales fueron ajustados con un modelo cuadratico de segundo

orden:
Yi=bg +b;X; + byXy + byXi Xy +byg Xi2 + by X5 (Ec 6)

Donde Yi, son las respuestas, X1 es la temperatura de entrada de secado (°C) y X2 es
la cantidad de solidos totales (%) y by, by, by, byy, byy Y by, son los coeficientes de

regresion.
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Tabla 8. Disefio experimental central compuesto rotable con dos variables independientes.

Tratamiento Temperatura (°C) Soélidos (%)
1 120 27.5
2 120 27.5
3 120 27.5
4 120 27.5
5} 120 27.5
6 100 25
7 92 27.5
8 140 25
9 120 31

10 100 30
11 148 28
12 120 27.5
13 140 30
14 120 24.0

5.2.14 Optimizacion.
La optimizacién se realizd6 mediante metodologia de superposicion de superficies,
empleando el software Design Expert version 7.0.0. La respuesta seleccionada para realizar

la optimizacion fue el porcentaje de inmovilizacién de bacteria.
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6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Caracterizacion del pulque.

En la Tabla 9, se muestran los resultados de pH, humedad, contenido de etanol y
proteina; el pH fue de 4.1, valor &cido, caracteristico de un pulque tradicional, debido a la
fermentacion que llevan a cabo las bacterias acido lacticas, una humedad de 91.8 % y un
contenido de alcohol de 5.8 %; lo cual concuerda con lo reportado por Ledn y col. (2012),
que reportaron un contenido de humedad de 98% y un contenido de etanol de 6%. Asi
mismo, Trejo-Estrada (2012), reporté un 97 % de humedad y Escalante y col. (2008), un
contenido de etanol entre 5y 10 %. En cuanto a la determinacion de coliformes totales,
éstas no fueron detectadas en la muestra. Para la concentracion de proteina se tuvo un 2.71
%, lo cual no corresponde con lo reportado previamente por Cervantes y Pedroza (2007),

quienes reportaron una concentracion de 1 g/L de protreina en pulque, fermentado por 48 h.

Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica del pulque.

pH 41+0.2
Humedad 91.8+0.01
Proteina (%) 2.71+£0.05
% etanol (v/v) 58+04
Coliformes totales No detectado

Medias de tres replicas + desviacion estandar.

6.2 Activacion de la cepa de Lactobacillus pentosus.

La activacion de la bacteria se realizd con la finalidad de obtener una maxima
concentracion de células viables (10° UFC/mL) en su fase estacionaria, para lo cual se
incubaron las bacterias durante 24 y 48 h y se probaron las concentraciones de 100, 200 y
300 pL, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 10, donde se observd que
independientemente de la concentracion inicial del inoculo, se obtuvo una concentracion
de 9.0 - 9.5 log UFC/mL a las 24 h; mientras que a las 48 h, se observo una disminucion de

1 log en la concentracion, ya que solo se obtuvieron 8.0 — 8.5 log UFC/mL.
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Tabla 10. Evaluacion de la sobrevivencia de la bacteria Lactobacillus pentosus a 24 y 48 h.

Tratamiento Conteo a las 24 h Conteo a las 48 h
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
Con 100 pL de bacteria 9.3+0.22 8.2+0.2°2
Con 200 pL de bacteria 9.2+ 0.42 8.4+0.17
Con 300 pL de bacteria 9.0+0.52 8.1+£0.42

Medias de tres replicas + desviacion estandar.

6.3 Microencapsulacion de Lactobacillus pentosus.
6.3.1 Evaluacion de la homogenizacion.

Los resultados se muestran en la Tabla 11, donde se observo que el mejor porcentaje
de viabilidad de la bacteria se obtuvo en el tratamiento donde se aplicé la homogenizacion
con un 97.9 %, no encontrandose diferencia en el tratamiento sin homogenizacién, donde se
obtuvo un 93.6%, esto puede ser debido a que al homogenizar la mezcla con el concentrado
celular al ser un tiempo muy corto no se ve afectada su viabilidad pero si es el tiempo

suficiente para tener una mayor interaccion entre los componentes.

Con los resultados obtenidos anteriormente se procedié a obtener un nuevo disefio
central compuesto rotable con 6 puntos centrales (Tabla 8), considerando solo las variables
de porcentaje de solidos (25 — 30 %) y temperatura de entrada en el secador (100-140 °C),

obteniéndose un total de 14 tratamientos para realizar posteriormente la optimizacion.

Tabla 11. Viabilidad de Lactobacillus pentosus, evaluando la homogenizacion.

Tratamiento Antes del secado  Después del secado  Viabilidad
(Log UFC/ml) (Log UFC/ml) (%)

Con homogenizacion 9.5+0.08 9.3+ 0.07 97.9

Sin homogenizacion 9.1£0.10 8.7+ 0.08 91.6

Medias de tres replicas + desviacion estandar.

6.3.2 Sobrevivencia después del secado por aspersion.
La sobrevivencia de las bacterias, después del proceso de secado, fue expresada
como porcentaje de viabilidad. En la Tabla 12, se presentan los resultados obtenidos de la

viabilidad de las bacterias, en donde se observo que el mayor porcentaje se tuvo cuando se
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emplearon las temperaturas de secado de 92 y 100 °C, dando un porcentaje de viabilidad de
98 £ 0.4 %, el resultado mas bajo se obtuvo cuando se emple6 la temperatura de secado de
148 °C con un 79.24 % de viabilidad.

Estos resultados fueron analizados mediante la metodologia de superficie de
respuesta y el analisis de varianza (Tabla 13), arrojé que el modelo de regresion cuadratico
utilizado fue significativo, con un valor de R? ajustada de 0.8517, un coeficiente de

variacion de 2.69, p de F del modelo < 0.0001, y la falta de ajuste no fue significativa.

Tabla 12. Viabilidad de Lactobacillus pentosus obtenida para el disefio experimental.

Tratamiento Temperatura (°C) Soélidos (%) Viabilidad (%0)

1 120 27.5 94.02
2 120 27.5 96.14
3 120 27.5 91.24
4 120 27.5 96.61
5 120 27.5 95.95
6 100 25 98.41
7 92 27.5 98.05
8 140 25 85.50
9 120 31 97.14
10 100 30 98.39
11 148 28 79.24
12 120 27.5 91.47
13 140 30 84.68
14 120 24.0 97.76

Los coeficientes estimados, del modelo cuadratico, ajustado para la viabilidad
(Tabla 14), muestran que la variable de temperatura, en sus términos lineal y cuadratico,

presento efectos estadisticamente significativos (p<0.01).
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La influencia de la temperatura y del contenido de solidos, sobre la viabilidad de las
bacterias, se ilustra en la Figura 4, donde se observo que a mayor temperatura de secado, la
viabilidad de las bacterias disminuye, en cuanto al porcentaje de solidos no se observd
ningun efecto, obteniendo un 98.9 % de viabilidad de las bacterias a una temperatura de

100 °C (porcentaje mas alto).

Se ha reportado que durante el secado por aspersion, la temperatura de salida, tiene
un efecto mas dominante en el secado de las particulas, que la temperatura del aire de
entrada (Anandharamakrishnan y col., 2008). Tras la atomizacion de las gotitas dentro del
secador, entran en contacto con el aire caliente y como resultado se tiene la evaporacion del
agua, y las particulas se enfrian rapidamente a la temperatura de bulbo hiumedo, que es
alrededor de 40 — 50 °C (Oldfield y col., 2005). Sin embargo, como las particulas se
mueven cerca de la parte inferior de la cAmara de secado, la temperatura de las particulas se
aproxima a la temperatura del aire de salida (Anandharamakrishnan y col., 2008). La
temperatura de salida mas alta y un secado rapido, influyen en la supervivencia de las

células después de secado, asi como durante el almacenamiento (Rajam Yy col., 2012).

El equipo de secado por aspersion utilizado en esta investigacién no permite un
control de la temperatura de salida, por lo que solo se tuvo control sobre la temperatura de

entrada pero, al tener control sobre ella, la temperatura de salida si se ve modificada.

Rajam y Anandharamakrishnan (2015), encapsularon Lactobacillus plantarum
(MTCC 5422) mediante secado por aspersion, con un fructooligosacéarido, manejando una
temperatura de entrada de 110 £ 2 °C y de 55 + 3 °C en la salida del secador, obteniendo un
72.82% de viabilidad de la bacteria. Las condiciones de secado de temperatura empleadas
por estos autores fueron parecidas a las usadas en este estudio, ya que cuando se manejé
una temperatura de entrada en el secador de 100 °C, la temperatura de salida fue de 56 °C,
sin embargo se obtuvo una mayor viabilidad de bacterias (98.9 %), lo cual puede estar

relacionado con el tipo de materiales empleados para la encapsulacion.
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Tabla 13. Analisis de varianza para las respuestas de viabilidad, higroscopicidad, actividad

de agua y humedad en las microcapsulas.

R? C.V. Valor F pdeF Falta de
Respuesta ajustada (%) (modelo) ajuste
Viabilidad 0.8517 2.69 40.04 <0.0001 0.7051
Higroscopicidad -0.0575 4.60 0.65 0.6623 0.1128
Aw 0.1201 13.79 1.98 0.1091 0.0234
Humedad 0.7538 11.96 24.88 <0.0001 0.0265

Tabla 14. Coeficientes estimados del modelo ajustado y nivel de significancia para las

respuestas de porcentaje de viabilidad, higroscopicidad, actividad de agua y humedad.

Respuesta Intercepto Lineales Interaccién Cuadréticos
b b4 b, by, by b,
Viabilidad 93.34 -6.64 -0.18 -0.26 -2.70 1.76
(< 0.0001) (0.7259) (0.7343) (< 0.0001) 0.0041
Higroscopicidad 7.87 -0.045 -0.075 0.029 0.12 -7.773E-003
(0.5877) (0.4542) (0.8230) (0.1505) (0.9375)
Aw 0.25 -0.022 -1.932E-003 = 2.417E-003 @ 1.018E-003 -5.343E-003
(0.0045) (0.7791) (0.8040) (0.8967) (0.4788)
Humedad 2.58 -0.69 7.200E-003 0.31 0.24 0.12
(<00001) (09165 (0.0030)  (0.0022)  (0.1206)

Modelo en el cual b;= temperatura de entrada en el secador (°C), b,= so6lidos totales (%)

para la ecuacion 6.
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Figura 4. Efecto de la temperatura y del porcentaje de sélidos sobre la viabilidad de
Lactobacillus Pentosus.

6.4  Caracterizacion de las microcapsulas después del secado por aspersion.

6.4.1 Contenido de humedad y actividad de agua.

En la Tabla 15, se presentan los resultados del contenido de humedad y de actividad
de agua, para los diferentes tratamientos, en las microcapsulas obtenidas después del secado
por aspersion, donde se puede observar que el contenido de humedad estuvo entre 2.03 —
3.73 %, mientras que los valores de actividad de agua fueron de 0.183 — 0.300. Una vez
realizado el andlisis de varianza, siguiendo la metodologia de superficies de respuesta para
la humedad, se observo que el modelo de regresion cuadratico fue significativo, con un
valor de R? ajustada de 0.7538, un coeficiente de variacion de 11.96, p de F del modelo <
0.0001, la falta de ajuste fue significativa (0.0265), lo que indica que solo existe un 2.65%
de probabilidad de que la falta de ajuste podria haber ocurrido debido al error. Los
coeficientes estimados del modelo cuadratico ajustado para el contenido de humedad
muestran que la variable de temperatura, en sus términos lineal, cuadratico y la interaccion

presentaron efectos estadisticamente significativos (p<0.01).
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Tabla 15. Contenido de humedad, higroscopicidad y actividad en las microcapsulas

obtenidas después del secado por aspersion.

Tratamiento = Temperatura Solidos Higroscopicidad Humedad

(°C) (%0) (g 100g~1) aw (%)
1 120 27.5 8.30 0.263 2.72
2 120 275 7.82 0.243 2.23
3 120 27.5 7.92 0.221 2.33
4 120 27.5 7.95 0.244 2.97
5 120 27.5 7.63 0.274 3.33
6 100 25 8.22 0.300 3.27
7 92 27.5 8.21 0.240 3.73
8 140 25 8.78 0.239 2.03
9 120 31 8.70 0.244 2.83
10 100 30 7.76 0.261 3.47
11 148 28 8.08 0.216 2.13
12 120 27.5 8.18 0.183 2.50
13 140 30 8.08 0.209 247
14 120 24.0 8.03 0.206 2.53

Para los valores de actividad de agua, el modelo propuesto no se ajustd, por lo que no
fue significativo, obteniéndose una p de F de 0.1091, R? ajustada 0.1201, un coeficiente de
variacion de 13.79. y la falta de ajuste fue igualmente significativa (0.0234) Los
coeficientes estimados del modelo cuadratico ajustado, demostraron que solo la variable de

temperatura, en su término lineal, tuvo efecto estadisticamente significativo (p<0.01).

De acuerdo a los resultados experimentales, el menor contenido de humedad y de
actividad de agua, en las microcapsulas, después del secado, se obtiene a una temperatura
de entrada de 140 °C, siendo estas de 1.4% y 0.186, respectivamente. A 100 °C se tuvo un
4.4 % de humedad y una actividad de agua de 0.321 (Figuras 5 y 6).
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Figura 5. Efecto de la temperatura y del porcentaje de sélidos sobre el porcentaje de

humedad.
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Figura 6. Efecto de la temperatura y del porcentaje de solidos sobre la actividad de agua.
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6.4.2 Higroscopicidad.

Los resultados de higroscopicidad obtenidos en las microcdpsulas oscilaron entre
7.63y8.78 g 100 g~ (Tabla 15). El andlisis de varianza mostrd que el modelo de regresion
cuadratico planteado no fue significativo, con un valor de R? ajustada -0.0575, un
coeficiente de variacion de 4.60, p de F del modelo 0.6623, y la falta de ajuste no fue
significativa (Tabla 13). Los coeficientes estimados del modelo cuadrético ajustado (Tabla
14) muestran que ninguna de las dos variables presentd efectos estadisticamente
significativos (p<0.01). La influencia de la temperatura y del contenido de sélidos sobre la

higroscopicidad en las microcapsulas se ilustra en la Figura 7.

84}
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| ‘\/ /
100.00 - 30.00
- ..
120.00 2 27.50
130.00

Temperatura (°C) 2620 Solidos Totales (%)

Higroscopicidad

140.00 25.00

Figura 7. . Efecto de la temperatura y del porcentaje de solidos sobre la higroscopicidad.

6.5  Optimizacion del proceso de secado.

La optimizacion del proceso de secado por aspersion, para microencapsular la
bacteria Lactobacillus pentosus, se realizd mediante la metodologia de sobreposicion de
superficie de respuestas. La respuesta seleccionada para realizar la optimizacion fue el
porcentaje de viabilidad de la bacteria, ya que los resultados de humedad, actividad de agua

e higroscopicidad, no fueron significativos y no se ajustaron al modelo propuesto. El
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principal criterio establecido para determinar el area Optima para llevar a cabo la
microencapsulacion, fue encontrar el mayor porcentaje de viabilidad de bacterias
encapsuladas. Las condiciones dptimas de secado (Figura 8) se establecieron como una
temperatura de entrada en el secador de 100 °C y con 30 % de sdlidos, para tener una
viabilidad de 99.1 % de bacteria. En un trabajo realizado por Cortés y col. (2014), donde
encapsularon la bacteria Lactobacillus casei ATCC 334, mediante secado por aspersion,
utilizando el almidon N-lok, a una temperatura de secado de 100-110 °C, obtuvieron una
inmovilizacion de 89.7 %, menor viabilidad a la que mostro Lactobacillus pentosus a
condiciones similares. La Figura 9 muestra el area que corresponde a las mejores

condiciones de secado.

Las microcapsulas obtenidas bajo estas condiciones de secado, presentaron una
humedad de 3.3 %, actividad de agua de 0.259 e higroscopicidad de 7.9 g 100g~!. De
acuerdo a Tonon y col. (2009), una actividad por debajo de 0.3 en las microcapsulas es
positiva, ya que se tiene una mayor estabilidad de éstas durante el almacenamiento. En
cuanto al contenido de humedad residual, el tener valores menores a 4-5 %, es un pre-
requisito para la produccion comercial de polvos, obtenidos mediante secado por aspersion,
para tener buenas caracteristicas de manejo, tales como la capacidad de alto flujo, baja
pegajosidad y aglomeracion, asi como una maxima viabilidad de probidticos (Barbosa-

Canovas y col., 2005).

El bajo contenido de humedad y actividad de agua encontrados en las microcapsulas
podria favorecer la sobrevivencia de los microorganismos encapsulados, pero es necesario
determinar las mejores condiciones en las que estos puedan mantener su viabilidad durante

el almacenamiento con el tiempo.

6.6 Morfologia macroscopica de colonias y Tincion de Gram.

En la Figura 10, se muestran las colonias desarrolladas en medio MRS (medio de
cultivo para aislamiento y recuento de lactobacilos a partir de alimentos, productos lacteos
y flora intestinal) de Lactobacillus pentosus encapsulado, donde se observo una morfologia
en sus colonias con una superficie ovalada, de un color blanco cremoso, con un tamafo

mediano a grande.
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Figura 8. Condiciones dptimas de secado para obtener la mayor viabilidad de

Lactobacillus pentosus microencapsulado.

Overlay Plot
3200
3025 —
2850
3
2675
25.00 | S T
B90.00 9500 10000 10500 11000

Figura 9. Regidn 6ptima del proceso de secado por aspersion para la microencapsulacion

de Lactobacillus Pentosus, donde la respuesta seleccionada fue la viabilidad (%).
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Figura 10. Morfologia macroscépica de colonias de Lactobacillus pentosus.

En las colonias obtenidas, se realizé una tincion de Gram, con el objetivo de
verificar que las células desarrolladas fueran Gram positivo. La tincion de Gram es una
técnica de laboratorio que permite identificar distintos tipos de bacterias, segun se coloree
su superficie. Se utiliza para poder referirse a la morfologia celular bacteriana,
considerandose bacterias Gram positivas, las que se visualizan de color morado, y Gram

negativas, a las que se visualizan de color rosa o rojo.

La tincion de Gram de las células muestreadas (Figura 11) después del proceso de
secado por aspersion, revelo una coloracion morada — azul y una morfologia de bacilos

aislados o en cadenas cortas, lo cual coincide con las caracteristicas reportadas para
Lactobacillus pentosus.

Figura 11. Tincion de Gram de las células desarrolladas en las colonias con la bacteria
Lactobacillus pentosus microencapsulada.
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6.7 Caracterizacion morfoldgica de las microcapsulas (SEM).
La morfologia de la superficie de las capsulas pueden ser lisa (regular y esférica) o
irregular (desigual) con o sin presencia de poros, los cuales son los responsables de reducir

la eficiencia de encapsulacion (Mortazavian y col., 2007).

Las microcapsulas obtenidas después del secado por aspersion (Figura 12) obtenidas
a las condiciones de optimizacién presentaron la morfologia caracteristica de microcapsulas
producidas por secado por aspersion, con la formacion de poros en la superficie, como
resultado de la evaporacion rapida del agua, de forma ovalada y con un tamafio menor a 50
pum; lo cual es deseable, ya que de acuerdo a lo reportado por Pérez-Leonard y col. (2013),
las microcapsulas redondas u ovaladas, tienen una buena dispersabilidad y pueden ser

distribuidas homogéneamente en el producto al cual se quieren incorporar.

En cuanto al tamarfio, las cépsulas con un tamafio mayor a 100 um, pueden ser
detectadas en la boca, cuando se incorporan a un sistema alimenticio y menores a 10 pum,
brindan poca proteccidn contra agentes externos; por lo que el tamarfio de particula deseado

oscila entre 15— 100 pm.

I 16‘4- Fi1 L@&1
UAEH 2Ky X1,588 16mm

Figura 12. Microfotografias de microcépsulas con Lactobacillus pentosus después del
secado por aspersion (condiciones 6ptimas).

Presentaron una cobertura uniforme de las células y no se observé evidencia de
células de la bacteria en el exterior de las microcapsulas. La morfologia de las
microcapsulas obtenidas en este trabajo son similares a las reportadas por Crittenden y col.
(2006), Rodriguez-Hueso y col. (2007) y Ying y col. (2010).
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La presencia de hendiduras en la superficie de las microcapsulas, afecta
negativamente el libre flujo de los polvos, debido a que conduce a la formacion de
agregados, el utilizar una mayor temperatura durante el secado por aspersion, la formacién
de hendiduras en la superficie, disminuye por un efecto de expansion rapida de las
particulas (Rosenberg y Young, 1993), sin embargo, este caso en particular puede afectar la

viabilidad de las células bacterianas.

6.8 Tolerancia de Lactobacillus pentosus encapsulado a pH acido.

Se evalud la tolerancia de la bacteria libre y encapsulada a pH 2, 3 y 6.5. Los
resultados son presentados en la Tabla 16. En forma general, se tiene que para la bacteria
libre, tanto a pH 2 y pH 3, existié una pérdida de viabilidad de las bacterias de 1 Log
UFC/mL, después de 3 h exposicidn de la bacteria a éstos valores de pH, sin embargo; a pH
6.5 (usado como control), la viabilidad de la bacteria se mantuvo con 9 Log UFC/mL, tanto

al inicio como después de las 3 h de exposicion.

Tabla 16. Tolerancia de Lactobacillus pentosus encapsulada a diferentes valores de pH.

pH Tiempo O Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3
(inicio) (1 h) (2 h) (3h)

Bacteria libre 2 9.18 +0.06 9.07 £0.04 8.55+0.06 7.8 £0.03
3 9.17 £ 0.03 9.10+0.02 8.64 +0.03 7.06 +0.04

6.5 9.14+0.03 9.12 £+ 0.05 9.0+ 0.04 7.690.03

Bacteria encapsulada 2 9.22+0.02 9.17 £ 0.06 9.1+0.05 8.5+0.03
9.24+0.03 9.22+0.03 9.12+0.04 8.3+0.09
6.5 9.2+0.03 9.29+0.03 9.2+0.05 8.18 +0.04

Para la bacteria encapsulada, tanto a pH 2 como a 3, se mantiene un valor de 9 Log
UFC/mL, valor similar al que se presentd en el control (pH 6.5), observandose que el
proceso de encapsulacion protege a las bacterias contra el medio &cido, aun transcurridas
las 3 h de exposicion de la bacteria encapsulada, tanto a pH 2 y 3, ya que se obtuvo una
disminucion menor a 1 Log UFC/mL. Favaro-Trinidade y Grosso (2001) reportaron una
disminucion de solo 1 Log UFC/mL para L. Acidophilus encapsulado en una matriz de

celulosa mediante secado por aspersion después de 2 h de exponer la bacteria a pH acido.
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6.9 Tolerancia de Lactobacillus pentosus encapsulado a sales biliares.

Los resultados para la tolerancia a sales biliares de Lactobacillus pentosus son presentados
en la Tabla 17. Para ello se evaluaron 2 concentraciones de sales biliares 0.5 y 1.5 %
durante 24 h; realizando una cuenta de bacterias viables a 0, 6, 12 y 24 h de expuestas las
bacterias libres y encapsuladas. Para la bacteria libre, a una concentracion de 1.5 %,
después de las 24 h de evaluacion, se tuvo una disminucién de 1.27 Log UFC/mL, sin
embargo; con la bacteria encapsulada, a la misma concentracion y tiempo, se mantuvo una
concentracion de bacterias de 9 Log UFC/mL, demostrando asi, que la encapsulacion le
brinda una mayor proteccién a la bacteria. Resultados similares presentaron Favaro-
Trinidade y Grosso (2001), quienes reportaron que L. acidophilus demostro tener una buena
tolerancia, después de exponer la bacteria encapsulada usando celulosa como material de

pared a una concentracidn de 2 % de sales biliares, durante 12 h de exposicion.

Tabla 17. Tolerancia de Lactobacillus pentosus encapsulado a diferentes concentraciones
de sales biliares

Sales Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3
biliares (%) (inicio) (6 h) (12 h) (24 h)

Bacteria libre 0 9.02 £0.02 9.17 £ 0.04 9.12 £ 0.09 9.1+£0.2

0.5 9.10+0.05 9.1+0.03 9.08 £ 0.04 8.1+04

1.5 9.07 £ 0.04 9.13+0.04 9.09 + 0.05 7.8+0.3
Bacteria encapsulada 0 9.15+0.05 9.11 £ 0.08 9.07£0.10 9.21+0.03
0.5 9.18 +0.03 9.17 £ 0.04 9.0 +0.14 9.10+0.07
1.5 9.13+0.05 9.03+0.05 9.01 +£0.08 9.09+0.10

6.10 Estabilidad de las microcéapsulas con Lactobacillus pentosus a 4 °Cy 30 °C.

La sobrevivencia de Lactobacillus pentosus encapsulada a 30 °C, se evalud durante
12 semanas, a 4 °C, iniciando con una concentracion de bacterias de 9.14 Log UFC/g y por

9 semanas a 30 °C, con 9.22 Log UFC/g de concentracion inicial.

A 30 °C, solo se evaluo durante 9 semanas, ya que se observo una gran disminucion
de la concentracion de bacterias viables con respecto a la concentracion inicial, ya que a
este tiempo se alcanzd una concentracion de 3.5 Log UFC/g; mientras que a 4 °C, se

mantuvo mas estable y por ello, se pudo realizar la evaluacion durante las 12 semanas
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establecidas inicialmente. En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos durante todo

el almacenamiento.

Tabla 18. Sobrevivencia de Lactobacillus pentosus durante el almacenamiento.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Semana 4°C 30 °C

0 9.14 £0.19 9.22 £0.15
1 9.04 +£0.23 8.55+0.2
2 9.03+£0.27 8.12 £0.19
3 9.03+0.22 7.58 £0.22
4 9.02 +0.28 7.28+0.21
5 9.02+0.17 6.63 +£0.18
6 9.04 +£0.13 5.71+0.26
7 9.07 £0.15 4,81 +0.27
8 9.05+0.18 4.6 +0.23
9 9.02+0.15 3.5+0.16
10 8.99+0.14

11 8.91+0.15

12 8.86 +0.14

En la Figura 13, se muestra la sobrevivencia de las bacterias encapsuladas a 30 y 4
°C, en la cual se observa que a 30 °C, se presenta una disminucion gradual de la
sobrevivencia de la bacteria, conforme avanza el tiempo de almacenamiento, ya que de una
concentracion inicial de 9.22 Log UFC/mL, solo se mantiene 3.5 Log UFC/mL después de
las 9 semanas en almacenamiento. Cortés y col. (2014), reportaron una disminucién de 1.1
Log UFC/mL para L. casei ATCC 334 encapsulada en una matriz de almidén N-lok,
después de 21 dias de almacenamiento a 25 °C. A la temperatura de 4 °C, la viabilidad de
la bacteria encapsulada se mantuvo constante, ya que de una concentracion inicial de 9.14
Log UFC/mL, al final de las 12 semanas de almacenamiento, se tuvo una concentracién de
8.86 Log UFC/mL.

El material de pared utilizado en este estudio presento una buena proteccion para la
bacteria de Lactobacilllus pentosus encapsulada mediante secado por aspersion vy
almacenada a 4 °C durante 3 meses, ya que mantuvo una concentracion de bacterias
superior a 10° — 107 UFC/g, concentracion recomendada y necesaria para aplicaciones
practicas. Contrario a estos resultados, algunos autores Texeira y col. (1997) y Anal y
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Singh (2007), quienes reportaron que la microencapsulacion, utilizando el secado por
aspersion, es poco recomendada, debido a la alta mortalidad de los microorganismos por
efectos simultaneos de la deshidratacion.

Mientras que Cortés y col. (2014) reportaron resultados favorables para L. casei
ATCC 334, encapsulado mediante secado por aspersién con almidon N-lok durante un
periodo de almacenamiento a 4 °C durante 35 dias, mostrando una sobrevivencia de 8.54
Log UFC/g.
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Figura 13. Sobrevivencia de Lactobacillus pentosus almacenado a4 y 30 °C

En la Figura 14, se muestran las microfotografias de las microcapsulas obtenidas con
Lactobacillus pentosus almacenadas a 4 °C, se observé que desde del inicio, hasta después
de las 12 semanas de almacenamiento, la integridad de las mismas en funcién del tiempo de
almacenamiento (semana 4, 8 y 12), lo cual ayuda a que la sobrevivencia de la bacteria

dentro de las capsulas se conserve a una buena concentracion (£ 9 Log UFC/mL)
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Figura 14. Microfotografias de Lactobacillus pentosus encapsulado y almacenado a 4 °C.

(A) semana 0, (B) semana 4, (C) semana 8 y (D) semana 12.
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7 CONCLUSIONES

El proceso de homogenizacion de la mezcla, previo al secado por aspersion, permitio
obtener una mejor encapsulacion de las bacterias, esto puede ser debido a que el
tiempo de homogenizacion es corto, por lo tanto no afecta la viabilidad de la bacteria y
al mismo tiempo se logra una mayor interaccion de la mezcla con la bacteria. La
homogenizaciéon para la mezcla almidon — pulque fue a 3000 rpm durante 20 s y
cuando se hace la incorporacion de la bacteria a la mezcla a 3000 rpm pero solo
durante 5s.

Una vez realizado el proceso de optimizacion mediante el secado por aspersion, las
condiciones optimas encontradas fueron 100 °C y con un 30 % de soélidos, obteniendo

un 98.9 % de inmovilizacion de bacteria.

Con la observacion de las microcdpsulas usando SEM, se comprueba que se tiene la
formacion de la capsula y con la tincion de Gram, la presencia de la bacteria

encapsulada.

Los datos de higroscopicidad (7.9 g/100 g), humedad (3.3 %) y actividad de agua
(0.259); al ser bajos en las microcépsulas obtenidas a las condiciones de optimizacion
resultan favorables, ya que pueden aumentar la estabilidad de las capsulas durante el

almacenamiento.

La temperatura de almacenamiento, es un factor importante para la viabilidad de los
microorganismos encapsulados, ya que, en las microcapsulas almacenadas durante 12
semanas a 4 °C, se ha mantenido una sobrevivencia de bacteria de 9 Log (UFC/g) y
una buena integridad de la cépsula.
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