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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sobrevivencia de Bifidobacterium breve
(B. breve) durante su microencapsulaciéon en matrices poliméricas de almidon alto
en amilosa (A), de concentrado de proteina de suero (CPS) y sus mezclas,
mediante el método de secado por aspersion; la sobrevivencia del microorganismo
a lo largo de su almacenamiento en yogurt en su forma encapsulada y su forma
libre durante 28 dias a 4°C; asi como la sobrevivencia en condiciones simuladas
del tracto gastrointestinal después de 2 y 4 semanas de almacenamiento. Los
materiales encapsulantes basados en almidon fueron fosfatados por extrusion
(ext), adicionados con diferentes proporciones de CPS y por el método
convencional (conv) en suspension Los materiales encapsulantes fueron
caracterizados mediante la determinacién del grado de sustitucién e indices de
solubilidad y absorcion de agua (ISA e IAA). La viabilidad de B.breve fue
determinada en agar MRS adicionado de cisteina y vancomicina (MRS-cv). Los
materiales modificados por extrusion presentaron un mayor grado de sustitucion
que los modificados por el método convencional. Los materiales extrudidos
mostraron valores de ISA (9-12%) mas altos que el almidon fosfatado por el
método convencional (3.7%). El contenido de humedad de las capsulas
preparadas con los polimeros individuales y sus mezclas oscil6 entre 3 'y 6%. La
viabilidad B. breve durante el secado por aspersion se preservé de manera similar
con todos los materiales probados, con excepcién del Aext y Aconv cuyas
muestras presentaron un menor nimero de células viables después del secado.
Durante el proceso de fermentacién del yogurt el namero inicial de células
adicionadas de B. breve tanto para bacterias encapsuladas como no
encapsuladas se increment6. Las bacterias encapsuladas en los diferentes
materiales poliméricos y sus mezclas mostraron una mayor sobrevivencia durante
el almacenamiento que las bacterias no encapsuladas. Un comportamiento similar
se observo al exponer las células almacenadas en yogurt a condiciones simuladas
del tracto gastrointestinal. Los resultados mostraron que los materiales preparados
por extrusion y por método convencional brindaron una proteccion muy similar a
las células a la ofrecida por el material control, a diferencia del comportamiento en
la viabilidad de bacterias no encapsuladas.

(Palabras clave: microencapsulacion, probioticos, B. breve)



SUMMARY

The aim of the present work was to study the survival of Bifidobacterium breve
through its microencapsulation process by spray drying, in polymeric matrices
made of high amylose starch (A), whey protein concentrate (CPS) and blends of
both. The survival of the encapsulated microorganism was also evaluated during
their 28 day-storage at 4°C in yoghurt followed by their exposure to simulated
gastrointestinal conditions after 2 or 4 weeks of storage. Wall materials based on
starch were phosphorylated by means of extrusion (ext), mixed with different ratios
of CPS and by the conventional method (conv), in a slurry using sodium
trimetaphosphate as the phosphorylating reagent. Chemically modified materials
were characterized by determining their degree of substitution and their water
solubility and absorption index (ISA and IAA). B. breve survival was determined in
MRS agar with cysteine and vancomicin added (MRS-cv). Moisture content of the
microcapsules was determined using a gravimetric method and their morphology
using scanning electron microscopy and confocal microscopy. Materials esterified
by the extrusion method showed a greater substitution degree compared to the
ones modified by conventional means. Extruded materials showed ISA values (9-
12%) higher than the ones phosphorylated by the conventional method (3.7%).
Moisture content of all the capsules was between 3 and 6%. Viable counts of B.
breve during their spray-drying were preserved in a similar way with all the
materials tested. During the fermentation process of the milk the initial count of
cells was increased for free and encapsulated cells. Encapsulated bacteria showed
greater survival throughout their storage time in yoghurt than free cells and a
similar trend was observed after their expose to simulated gastrointestinal
conditions. Results indicated that the materials prepared by extrusion and the
conventional method protected the cells to a similar extent as the CPS, while the
greatest decrease in the viable count of the cells was observed for the free
bacteria.

(Keywords: microencapsulation, probiotics, B. breve)
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1. INTRODUCCION

Los alimentos funcionales son productos alimenticios convencionales o
modificados que se considera que proveen beneficios a la salud mas alla de la
nutricion basica. El término “alimentos funcionales” cubre un muy amplio rango de
productos, ejemplos tipicos incluyen alimentos de consumo diario que se fortifican
con nutrimentos, como es el caso de cereales para desayuno a los que se les
adiciona acido folico y yogurts que contienen probidticos (Williamson, 2009). El
mercado de probidticos es uno de los sectores de mas rapido crecimiento

actualmente (Jones y Jew, 2007).

Los probidticos son microorganismos que se utilizan para suplementar
diversos alimentos y asi crear alimentos funcionales (Pimentel-Gonzalez et al.,
2009). Los efectos que se atribuyen a los probidticos incluyen: el control de
infecciones intestinales, una mejor utilizacibn de la lactosa en personas con
intolerancia, actividad anticarcindgena, control de niveles de colesterol sérico y
mejora del sistema inmune (Krasaekoopt, 2003; lyer y Kailasapathy, 2005). Para
cambiar significativamente el ambiente del intestino, la Federacién Internacional
de Lacteos recomienda que las bacterias probiéticas se encuentren en el producto
por lo menos en un nimero de 10’ ufc / g (Sultana et al., 2000; Mortazavian et al.,
2007). Sin embargo, en algunos paises se ha aceptado un niumero de al menos
10° microorganismos vivos por g 6 mL de producto al momento del consumo
(Krasaekoopt et al., 2003). Ademas, se ha sugerido una ingestion diaria de
alrededor de 108 y 10° células viables (Anal y Harjinder, 2007). El nimero varia en

funcion de la cepa y el efecto en la salud deseado (Champagne y Gardner, 2005).

El yogurt y productos relacionados han sido utilizados como el vehiculo
mas popular para la incorporacion de organismos probiéticos (Sultana et al.,
2000). Sin embargo, la viabilidad de los microorganismos probidticos se ve
afectada por las condiciones de fermentacibn como el pH, temperatura,
composicién del medio, entre otros factores (Pimentel-Gonzalez et al., 2009). Esta

pérdida de viabilidad de microorganismos probidticos se da tanto en los productos
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alimenticios como a traves de su paso por el tracto gastrointestinal y ha alentado a
los investigadores a encontrar métodos nuevos y eficientes para conservar la
viabilidad, entre los que se encuentra la microencapsulacion (Sultana et al.; 2000,
Gouin, 2004). Actualmente se utilizan varios métodos para encapsular
microorganismos, como son el método de extrusion, de emulsion y de
coacervacion que proveen a las células de buena proteccion, sin embargo la
mayor aplicacion de estos métodos ha sido a nivel de laboratorio, ya que
presentan diversas dificultades para su escalamiento a nivel industrial,
especialmente costos elevados de produccion. El secado por aspersion es un
método de microencapsulaciéon con posibilidades de escalamiento a bajo costo,
sin embargo tiene limitantes importantes pues los microorganismos se ven
afectados por el propio proceso de encapsulacion, debido a las agresivas
condiciones a que se exponen durante el secado por aspersion (Sultana et al.,
2000; Gouin, 2004), ademas de que existe una limitada disponibilidad de

materiales encapsulantes adecuados para microorganismos.

El objetivo general del presente trabajo fue desarrollar nuevos materiales
encapsulantes, a partir de biopolimeros naturales, utilizando almidén alto en
amilosa fosfatado por extrusion y el por método convencional, adicionado de bajas
concentraciones de proteina de suero, para Su uUso como agente
microencapsulante de probiéticos mediante la técnica de secado por aspersion. Se
evalué el efecto del proceso de microencapsulacion sobre la viabilidad de las
bacterias encapsuladas después del proceso de secado en las diferentes matrices
poliméricas, utilizando como control el concentrado de proteina de suero (CPS),
asi como la sobrevivencia de B.breve en su forma encapsulada y su forma libre
durante su almacenamiento en un alimento vehiculo (yogurt) por un periodo de 28
dias a 4°C y durante su paso por condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

después de dos y cuatro semanas de almacenamiento.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Alimentos funcionales

El término “alimentos funcionales” nacié en Japon, en los afos 1980’s
cuando en este pais se desarrollaron programas de investigacion a gran escala
para el analisis y desarrollo de las funciones de los alimentos. Como resultado, se
establecié una categoria de alimentos con mayores beneficios potenciales como
parte de un esfuerzo nacional para reducir los elevados costos de seguridad
social, surgiendo asi el concepto de alimentos para un uso especifico en salud
(FOSHU). En los afios 1990’s, una variedad de términos relacionados con el
término japonés FOSHU aparecieron por todo el mundo, entre ellos el de
“alimentos funcionales”. En términos practicos un alimento puede ser considerado
como funcional si se demuestra satisfactoriamente que afecta benéficamente una
o mas funciones en el cuerpo, mas alld de un adecuado efecto nutrimental, de
forma que resulte relevante para mejorar el estado de salud y bienestar y/o reducir
el riesgo de enfermedad. Un alimento funcional debe de permanecer en forma de
alimento y debe de demostrar sus efectos en cantidades que normalmente se
espera sean consumidas en la dieta y no a través de suplementos en forma de
pildora o capsula, sino parte del patrén normal de la alimentacién (Roberfroid,
2000). De acuerdo a la Asociacion Americana de Dietistas (ADA) todos los
alimentos son funcionales en algun nivel fisioldgico pues proveen de nutrimentos y
otras sustancias que suministran energia, mantienen o promueven el crecimiento,
0 mantienen y reparan procesos vitales. Sin embargo, de acuerdo a esta
asociacion, el término “alimentos funcionales” especificamente se utiliza para
definir alimentos que pueden ser convencionales (como el ajo y las nueces) o
modificados (como los alimentos fortificados, enriquecidos o adicionados) que
proveen beneficios que van mas alla de la nutricion basica como pueden ser

reducir el riesgo de enfermedades y / o promover una salud 6ptima (ADA, 2009).



El desarrollo de alimentos funcionales tiene actualmente un gran interés
para los sectores comercial, académico y gubernamental. Los productos
alimenticios que tienen beneficios a la salud por sus capacidades funcionales son
altamente aceptados por los consumidores y son prometedores en cuanto a la
reduccion de la morbilidad, mortalidad e incremento en la calidad de vida de la
poblacion en general. Dentro de los alimentos funcionales de mayor interés
comercial actualmente se encuentran los alimentos que contienen acidos grasos

omega 3, esteroles de plantas y microorganismos probidticos (Jones y Jew, 2007).

2.2 Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que transitan el tracto
gastrointestinal (Tannock et al., 2000) y tienen un efecto benéfico en el huésped
durante su transito, mejorando el balance microbiano intestinal (Krasaekoopt et al.,
2003). Después de ingerirlos en namero suficiente, brindan beneficios a la salud

mas alla de la nutricion general inherente (Picot y Lacroix, 2004).

Los probiéticos han atraido el interés entre los consumidores debido a sus

beneficios potenciales sobre la salud, entre los que se incluyen:

- Control de infecciones intestinales: las bacterias lacticas, que
colonizan el intestino humano, inhiben el crecimiento de microorganismos
indeseables y de bacterias que contaminan los alimentos, como la Salmonella spp,
que se puede encontrar en el tracto gastrointestinal. El efecto probiético ha sido
atribuido a la produccion de acido, de bacteriocinas, competencia con patégenos,
asi como el fortalecimiento del sistema inmune entre otros (Krasaekoopt, 2003).

- Mejor utilizacion de la lactosa en personas con intolerancia: Los
cultivos normales de yogurt, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus, producen B-galactosidasa en presencia de bilis. Se

ha concluido que la mejoria en la digestion de la lactosa resulta de la produccion



de esta enzima intestinal y no de la hidrdlisis de la lactosa antes del consumo de la
leche que contiene L. acidophilus (Krasaekoopt, 2003).

- Actividad anticarcindgena: Inhibicion de bacterias que convierten
procarcindbgenos en carcindgenos, activacion del sistema inmune, incremento de
la peristalsis disminuyendo el tiempo de estancia de patégenos y carcindgenos al
acelerar la velocidad de transito a través del intestino (Kailasapathy y Chin, 2000).

- Control de niveles de colesterol sérico: Especialmente para cepas de
L. acidophilus. Aunque existe dudosa evidencia cientifica para este uso (Khedkar
et al., 1993; MedlinePlus, 2008).

- Estimulacién del sistema inmune: Incremento de respuestas inmunes
tanto no especificas (funcion fagocitica, actividad de células NK) como especificas
(producciéon de anticuerpos, produccion de citocinas y proliferacion de linfocitos)
(Kailasapathy y Chin, 2000).

2.2.1 Bacterias probioticas

Las bacterias mé&s comunmente utlizadas para la produccién de
alimentos probidticos son especies de lactobacilos y mas recientemente de
bifidobacterias (lyer y Kailasapathy, 2005) como son: Lactobacillus acidophilus, L.
lactis, L. casei, Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. breve y B. infantice
(Mortazavian et al., 2007). Lactobacilos y bifidobacterias residen en el intestino

bajo y colon, respectivamente (Motohiro et al., 2006).

2.2.1.1 Lactobacilos
Los lactobacilos constituyen un grupo de bacterias gram-positivas, no
formadoras de esporas, catalasa negativas, que carecen de citocromos y son
anaerobicas, sin embargo son aerotolerantes, estrictamente fermentativas. Su
principal producto final, resultado de la fermentacion de carbohidratos es el acido
lactico. Las bacterias acido lacticas estan asociadas a alimentos ricos en
nutrimentos como la leche, carne y vegetales, ademas de ser miembros de la flora

normal de la boca, intestino y vagina en mamiferos (Axelsson, 2004).
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2.2.1.2 Bifidobacterias

Las bifidobacterias son bacterias de formas bacilares, gram-positivas,
inmoviles y no esporuladas, las cuales tienen una pared externa irregular y son
generalmente cOncavas. Son microorganismos estrictamente anaerobios, aunque
el grado de tolerancia al oxigeno depende de la especie y del medio de cultivo.
Son aisladas de animales y humanos. La temperatura éptima para el desarrollo de
las especies humanas, B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. breve, B. adolescentis,
B. angulatum, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, y B. dentium, esta entre 36
y 38°C, no crecen por debajo de los 20°C y no resisten temperaturas por arriba de
46°C. El pH éptimo de crecimiento es entre 6.5y 7.0, mientras que a pH menores
de 5.0 o mayores de 8.0 no hay crecimiento. A diferencia de los lactobacilos que
cuentan con las enzimas aldolasas y glucosa-6-fosfatasa deshidrogenasa, las
bifidobacterias cuentan con la enzima glucosa-6-fosfatasa deshidrogenasa. La
fermentacién de dos moles de glucosa por bifidobacterias da como resultado tres
moles de acetato y dos moles de lactato (Ballongue, 2004).

2.2.1.2.1 Bifidobacterium breve (B. breve)

B. breve es una bifidobacteria que se aisla de humanos, principalmente
de nifios menores de 7 meses, fermenta ribosa, manitol, esculina y amigdalina,
pero no fermenta arabinosa o xilosa. Tiene una tolerancia a la temperatura
considerada como baja (<40% de sobrevivencia a 55°C en comparacién con la
sobrevivencia a 42°C), sin embargo su tolerancia al oxigeno se considera
moderada (entre 5 y 30% de crecimiento aerébico comparado con crecimiento
anaerobico) (Simpson et al., 2005). B. breve, como otras bacterias lacticas,

produce algunas vitaminas durante la fermentacion (ver Cuadro 1).

Este microorganismo se reconoce por su capacidad para regular la
microflora intestinal lo cual permite una condicion gastrointestinal mas saludable
(Champagne y Gardner, 2005). Se ha visto una mejoria mas rapida de la flora
intestinal y del estado de salud de nifios que sufren de diarrea, después de la

ingestion de leche fermentada con B. breve (Ballongue, 2004).



Cuadro 1: Produccion de vitaminas por Bifidobacterium breve (Ballongue, 2004)

Tiamina | Ribofla- Pirido- Ac. folico Cobala- Ac.ascor- | Ac. Nicoti- | Biotina (H)
(B1) vina (B2) | xina (B6) (B9) mina (B12) bico (C) nico (PP)
+ + ++ + + ++ +++ ++

2.3 Lacteos y probidticos

La industria de la leche en México es una industria en expansion. La
tendencia al consumo de derivados lacteos en México se ha incrementado en
afos recientes debido a factores como la modificacion de la piramide poblacional,
la reduccion en la natalidad, envejecimiento de la poblacion, el cuidado de la salud
y la nutricion por algunos sectores de la poblacién, el aumento del ingreso per
capita, entre otros. En el 2007 el consumo per cépita de leche fue de 12 litros y 2
kilogramos de derivados lacteos como queso y yogurt, con una marcada tendencia
a incrementarse en este ultimo rubro, principalmente el del yogurt bebible (Trejo
Gonzalez, 2009). Segun la Encuesta Industrial Mensual Ampliada (INEGI, 2009) el
yogurt tuvo una produccion de 7,315 toneladas con valor de $128,547,000.00 lo

cual representa un 2.3% mas que lo equivalente al mismo mes del afio 2008.

Dentro del mercado de lacteos, el mercado de probioticos es actualmente
uno de los sectores de mas rapido crecimiento (Jones y Jew, 2007). La industria
de los lacteos ha encontrado en los cultivos probiéticos una herramienta para el
desarrollo de nuevos productos, de los cuales muchos son a base de yogurt. En
los Estados Unidos, aproximadamente el 60% de los yogurts refrigerados
contienen cultivos probidticos. Se ha visto que los productos lacteos (yogurt,
yogurt congelado, leches fermentadas carbonatadas, helado y quesos) son
buenos vehiculos para el consumo de probiéticos por humanos (Champagne y

Gardner, 2005). A pesar de que existen otros vehiculos para probiéticos como los




productos a base de soya, los productos lacteos siguen siendo actualmente los

mas utilizados y apropiados (Champagne y Gardner, 2005).

Para ejercer un efecto terapéutico y nutricional en el consumidor, los
microorganismos probiéticos deben de permanecer metabdlicamente estables y
activos en el producto y sobrevivir el paso a través del tracto digestivo superior en
namero suficiente para estar en forma viable cuando se encuentren en el intestino
del huésped (Sultana et al.,, 2000). Sin embargo, se ha observado una baja
viabilidad de cultivos probidticos tanto en yogurt y leches fermentadas, como
durante su paso a través del tracto gastrointestinal al ser consumidos (Mortazavian
et al., 2007). Varios factores se han sefialado como responsables de la pérdida de
viabilidad de los cultivos probidticos contenidos en yogurt y leches fermentadas
como son: la acidez, el pH, la concentracion de acido lactico y acético, el peréxido
de hidrégeno producido, el contenido de oxigeno disuelto (Picot y Lacroix, 2004),
la temperatura de almacenaje, la concentracién de la proteina de suero (Anal y
Harjinder, 2007), asi como el dafio que pueden sufrir durante su procesamiento
(Picot y Lacroix, 2004; Mortazavian et al., 2007).

Ante la pérdida de viabilidad en alimentos y a través de su paso por el
tracto gastrointestinal, se han buscado nuevas formas de proteger a las células. La
microencapsulacion es una de las técnicas mas novedosas y efectivas para este
fin (Sultana et al., 2000; Gouin, 2004).

2.4  Microencapsulacion

De manera general, la tecnologia de encapsulacion en el procesamiento
de alimentos incluye el recubrimiento de particulas diminutas de ingredientes
(acidulantes, grasas y sabores) que se puede lograr por técnicas de
microencapsulacion (Forsell, 2004). La microencapsulacion es una tecnologia de

empaquetamiento de materiales sélidos, liquidos y gaseosos en miniatura,



capsulas selladas que pueden liberar sus contenidos a tasas controladas bajo la

influencia de condiciones especificas (Sultana et al., 2000).

Una microcapsula consiste de una membrana semipermeable, esférica,
delgada, y fuerte que rodea un centro sélido/liquido (Sultana et al., 2000), con un
diametro que va de 1 a 2000 ym, dependiendo de la tecnologia aplicada (Forseell,
2004). Las microcapsulas pueden ser disefiadas para liberar gradualmente
ingredientes activos y pueden ser abiertas por diversos medios, incluyendo
fractura por calor, solvatacion, difusion y presidén. Una cubierta también puede ser
disefiada para liberar el componente activo en areas especificas del cuerpo (Anal
y Harjinder, 2007). Existen varios ingredientes alimenticios que han sido

encapsulados (ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Ingredientes alimenticios que han sido encapsulados (Forsell, 2004)

Tipo de ingrediente

Agentes saborizantes como aceites, especias, sazonadores y edulcorantes
Acidos, alcalis y amortiguadores

Lipidos

Agentes redox

Enzimas y microorganismos

Agentes leudantes

Conservadores

Antioxidantes

Colorantes

Agentes con sabores u olores desagradables

Aceites esenciales, aminodacidos, vitaminas y minerales




Una gran variedad de materiales encapsulantes ha sido aprobada para
alimentos. Dichos materiales pueden ser hidrofilicos, como carbohidratos y
proteinas, o hidrofébicos, como grasas, aceites y ceras. Los materiales basados
en almidon pertenecen al grupo de los carbohidratos y son los materiales mas
utilizados para encapsulacion. Sin embargo, un solo material dificilmente provee
un desempefio perfecto, por ello se pueden utlizar combinaciones como
carbohidratos y proteinas para preparar microcapsulas con las caracteristicas
deseadas (Forseell, 2004). La eleccion del mejor material encapsulante depende
no sélo de la funcionalidad deseada y del material a encapsular sino también en
gran medida de la tecnologia de manufactura (Forseell, 2004). Existen varias
técnicas de microencapsulacion aplicadas a alimentos, como son el secado por
aspersion, liofilizacion, extrusidén, coacervacion, co-cristalizacion, aspersion por
enfriamiento o congelamiento, y recubrimiento por lecho fluidizado (Kashappa
Goud y Hyun, 2005).

2.5 Microencapsulacion de probioticos

La microencapsulacién de microorganismos se define como el proceso de
atrapar y rodear células, cubriéndolas con los hidrocoloides apropiados con el fin
de segregar las células del ambiente que las rodea para reducir el dafio o pérdida
de la viabilidad celular, de forma que resulte en la liberacién de las células en el
medio intestinal en el mejor estado fisioldégico posible (Sultana et al., 2000;
Krasaekoopt et al., 2003). En el caso de la microencapsulacién de probioticos
existe la necesidad de disefiar capsulas o recubrimientos entéricos para que las
células encapsuladas puedan sobrevivir al jugo gastrico del estbmago humano, en

donde el pH puede ser tan bajo como 2.

Se tienen varios reportes de la eficacia de la microencapsulacion
utilizando varios metodos y materiales sobre la conservacion de la viabilidad de
microorganismos probioticos. Picot y Lacorix (2004) observaron una mayor

sobrevivencia en ambientes de pH hasta de 1.5 de B. infantis inmovilizada en
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capsulas de gelana-xantana. De acuerdo a Sultana (2000), la viabilidad de B.
pseudolongum encapsulado en una matriz de acetato ftalato de celulosa se
preservé en un numero aceptable durante su transito en jugos gastricos e
intestinales simulados. La adicién de almidén resistente (Hi-maize) como agente
prebiodtico en capsulas de alginato resulto en la recuperacion de un mayor numero
de Lactobacillus casei debido al efecto sinérgico de gelificacion del almidén y
alginato que confiri6 una proteccion a las células atrapadas durante el secado
(Sultana et al., 2000). Kailasapathy (2006) report6 que cepas de Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium lactis encapsuladas en matrices de almidon vy
alginato presentaron una alta sobrevivencia de las bacterias en el producto
durante el almacenamiento, ademas de que no afectaron substancialmente las

caracteristicas sensoriales de yogurt.

2.5.1 Materiales encapsulantes para probiéticos
Entre los materiales mas utilizados para la encapsulacion de probidticos se

encuentran los siguientes:

2.5.1.1 Alginato y sus combinaciones

El alginato es un heteropolisacarido lineal natural extraido de diferentes
tipos de algas. Tiene 2 unidades estructurales que consisten de &cidos D-
manurdnico y L-gulurénico Los cationes divalentes como el calcio se unen
preferencialmente a los polimeros de alginato incrementando la viscosidad o
formando geles dependiendo de la concentracion. Las ventajas de las capsulas de
alginato son que este hidrocoloide forma facilmente matrices de gel alrededor de
las células bacterianas y dichas matrices no son toxicas para el cuerpo, son de
bajo costo, utilizan condiciones de proceso moderadas (como la temperatura), son
de facil preparaciéon y aplicacion y permiten la liberacion en el intestino de las
células atrapadas. Sin embargo, las capsulas de alginato son susceptibles al
ambiente acido por lo que pierden estabilidad mecanica y se fracturan en
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ambientes que contienen acido lactico, lo cual genera una rapida difusion de la
humedad y otros fluidos a través de las cipsulas. Estos problemas en estabilidad
se presentan durante la fermentacién acido lactica y causan la salida de las
células de las burbujas (Krasaekoopt, 2003) provocando una reducciéon en las
propiedades de barrera contra factores ambientales no favorables. Otra
desventaja es su dificultad para aplicarse a gran escala debido a que su costo es

elevado (Mortazavian et al., 2007).

2.5.1.2 Mezclas de xantana-gelana
Esta mezcla, en la proporcion éptima (1:0.75 para xantana:gelana) es
resistente a condiciones acidas, ademas esta goma se puede estabilizar con iones
de calcio. A pesar de que la goma gelana puede generar capsulas para la
microencapsulacién, no se utiliza por si sola para este propdsito por la alta
temperatura a la que forma el gel (80 — 90°C durante 1 h) lo cual resulta en el
dafo de las células probiéticas (Mortazavian et al., 2007).

2.5.1.3 Carrageninay mezclas

K-carragenina es un polisacarido que requiere altas temperaturas para
disolverse (60 — 90°C), especialmente cuando se utiliza a altas concentraciones
como 2% a 5%. Cuando una solucién con probiéticos se afiade a una solucion de
este polimero esterilizado y enfriado (40 — 45°C), el enfriamiento subsecuente a
temperatura ambiente da como resultado una gelatinizacion. La adicion de iones
monovalentes como el potasio en forma de KCI lleva a la formacién de las
capsulas de gel. Sin embargo, se ha reportado que KCI tiene un efecto inhibitorio
en algunas bacterias lacticas, ademas de que el potasio en altas concentraciones
es dafino para el cuerpo. Mezclas de carragenina y goma de algarrobo han dado
buenos resultados en la encapsulacion de bacterias adicionadas a productos
lacticos fermentados como yogurt, sin embargo, la formacion del gel de la mezcla

de k-carragenina y goma de algarrobo depende de iones calcio, que tiene efectos
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adversos tanto en la viabilidad de Bifidobacterium spp. como en el equilibrio

electrolitico del cuerpo humano (Mortazavian et al., 2007).

2.5.1.4 Acetato ftalato de celulosa
Este componente contiene grupos de ftalato cargados negativamente. Es
soluble a pH = 6, pero insoluble a pH < 5. Es ampliamente utilizado en la
encapsulacion de farmacos por su naturaleza segura con fines de ingestion

humana (Mortazavian et al., 2007).

2.5.1.5 Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal con carga negativa obtenida a partir
de sus grupos amino procedentes de la diacetilacion de la quitina. Es soluble a pH
< 6 y forma una estructura de gel por gelacion ionotropica. El quitosano se ha
utilizado para recubrir capsulas de gelatina. Sin embargo su eficiencia en la
conservacion de la viabilidad de células probidticas no es satisfactoria, por lo que
se utiliza como material para cubiertas y no para capsulas (Mortazavian et al.,
2007).

2.5.1.6 Proteinas de suero

El aislado de proteina de suero, que es uno de los productos secundarios
de la produccion del queso, puede ser un sistema efectivo de pared para
microcapsulas que contienen grasa anhidra de leche, proveyendo de una barrera
efectiva contra la oxidacion. Otra propiedad importante de las proteinas de suero
es su habilidad para formar geles inducidos por sal a temperatura ambiente. Esta
gelificacion en frio generalmente se obtiene afadiendo iones Ca?* a una
suspension de aislado de proteina de suero precalentado bajo ciertas condiciones
controladas (pH y ambiente mineral). El calor incrementa las propiedades

emulsificantes de las proteinas de suero y la estabilidad de las emulsiones. Las
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proteinas de suero son ampliamente utilizadas como emulsificantes por sus
propiedades tensoactivas, forman una membrana protectora en la superficie de las
gotas de grasa que evitan la coalescencia entre éstas. El aislado de proteina de
suero se ha propuesto recientemente para la proteccion y liberacion subsecuente
en el intestino de moléculas bioactivas sensibles al ambiente gastrico (Picot y
Lacroix, 2003a). Ademas de la encapsulacion, el concentrado de proteina de
suero se utiliza para enriquecer las mezclas del yogurt e incrementar la capacidad
amortiguadora del yogurt y para retardar la reducciéon del pH durante el

almacenamiento (Kailasapathy y Chin, 2000).

2.5.1.7 Almidon alto en amilosa fosfatado como material

novedoso para la encapsulacion de probiéticos

Los almidones son polisacéridos que estan formados principalmente por
dos estructuras: amilosa, que es un polimero lineal en el que los residuos de
glucosa estan unidos por enlaces a-D-(1,4) y amilopectina, que es una molécula
mas larga y ramificada con enlaces a-D-(1,4) y a-D-(1,6) (Sajilata et al., 2006). La
proporcién de amilosa y amilopectina en el almidon afecta sus propiedades fisicas,
de textura y de viscosidad durante la coccién del almidon (Champagne, 1996). En
el caso del almidéon de maiz existen varias proporciones de amilosa y amilopectina
gue se han obtenido a través de mutaciones genéticas. El almidén ceroso esta
compuesto casi exclusivamente de amilopectina en el endospermo, mientras que

el almidon alto en amilosa contiene cantidades de amilopectina reducidas.

El almidon alto en amilosa es considerado un almidén resistente que se
ha definido como la suma del almidén y los productos de la degradacion del
almidon no absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos (Shrestha,
2010) los cuales son fermentados en el colon para formar acidos grasos de
cadena corta y que desempeian por tanto funciones nutricionales y fisiologicas
similares a las de la fibra. El almidon alto en amilosa es un material muy atil como
ingrediente en el desarrollo de alimentos funcionales y balanceados

nutricionalmente  (Tharanathan, 2005). Los almidones altos en amilosa se
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caracterizan por tener temperaturas de gelatinizacion mas altas que el almidén
comun, asi como un menor pico de viscosidad y viscosidad final (Hung et al.,
2008).

Con frecuencia los almidones se modifican quimicamente para obtener
propiedades mejoradas o0 especificas y de esta manera extender su uso en
alimentos o aplicaciones industriales. La fosfatacion es un método muy utilizado
para la modificacion quimica de los almidones. La fosfatacion puede producir
fosfatos de mono-almidén por medio de la sustitucion y/o fosfatos de di-almidén
por medio del entrecruzamiento. El tipo de fosfatacion esta determinada por el tipo
de reactivos y las condiciones de la reaccion (Liu et al., 1999; Tharanathan, 2005).
Por ejemplo, se requiere de un pH alcalino para efectuar entrecruzamiento de las
cadenas de almidon con un grupo fosfato al utilizar como sal fosfatante
trimetafosfato de sodio (STMP). La reaccion inicial entre el STMP y el almidon
involucra la apertura del anillo de STMP formando tripolifosfato de almidén el cual
a un pH por arriba de 8 reacciona con el almidén formando fosfato de di-almidon
(entrecruzado) y pirofosfato. A un pH menor de 7 el grupo fosfato del tripolifosfato
de almidon es protonado y ese grupo puede ser eliminado para formar un
monofosfato que al reaccionar con el almidén da como resultado fosfato de mono-
almidon (Lim y Seib, 1993). Los fosfatos de mono-almidon muestran una
viscosidad incrementada (Landerito y Wang, 2005b) mientras que la formacién de
fosfatos de di-almidon ayuda a mantener la integridad del granulo de almidén al
ser expuesto a condiciones severas de procesamiento como pueden ser altas
temperaturas, bajo pH y altas fuerzas de corte (Seker et al., 2003; Tharanathan,
2005, O’Brien et al., 2009). El proceso de esterificacion del almidon con el fosfato
se realiza generalmente por medio de calor. Una vez que se han adicionado las
sales de fosfato al almidén, el calentamiento del almidén se puede llevar a cabo
de dos formas: por método convencional en un horno o por extrusién en donde se
somete a los granulos de almiddn a condiciones de alta presion y temperatura. La
extrusion es un método de facil operacion y bajo costo que, a diferencia de la
fosfatacion por el método convencional en horno, no requiere una cantidad

excesiva de reactivos y da como resultado un mayor grado de fosfatacion (Lim y
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Seib, 1993). Seker y Hanna (2006) mostraron que el entrecruzamiento de un
almidon con STMP a pH alcalino por medio de extrusion dio como resultado un
menor desarrollo de la viscosidad en comparacién con el mismo tipo de almidén
extrudido sin la sal, ademas de que un incremento en la cantidad de esta sal de
fosfato dio como resultado un menor indice de absorcion y de solubilidad en agua
(Seker y Hanna, 2006).

El almidon alto en amilosa fosfatado tanto por el método convencional
como por extrusion muestra una menor eficiencia de fosfatacion que el almidon
ceroso y que el almidén comun. Se ha reportado que almidones altos en amilosa
fosfatados por el método convencional muestran valores de viscosidad maxima y
viscosidad final mas altos en comparacion con sus almidones nativos (Liu et al.,
1999; Landerito y Wang, 2005b). En el caso de los almidones extrudidos, ya sean
modificados o no modificados, generalmente muestran un menor perfil de
viscosidad en comparaciéon con los almidones no extrudidos, ya sea no
modificados o modificados por el método convencional lo cual puede atribuirse a la
desintegraciéon de la estructura del almidon debido a las altas presiones y
temperaturas del proceso de extrusion lo cual facilita la penetracion del agua,
disminuyendo asi la temperatura de gelatinizacion pero también produciendo un
menor perfil de viscosidad (Chang y Lii, 1992). Un estudio en el que se fosfato
almidon alto en amilosa por el método de extrusion utilizando un extrusor de doble
tornillo reveld que los almidones fosfatados por extrusion exhibieron una menor
temperatura de gelatinizacion y una mayor viscosidad final que sus contrapartes
no fosfatadas ni extrudidas, sin embargo dicha viscosidad fue menor que la de los

almidones fosfatados por el método convencional (Landerito y Wang, 2005b).

En cuanto a la digestibilidad de los almidones altos en amilosa fosfatados
se han reportado diferentes resultados dependiendo de la enzima utilizada. Por un
lado, Landerito y Wang (2005 y 2005b) reportaron una disminucion en la actividad
de la enzima B-amilasa en los fosfatos de almiddn tanto modificados por extrusion
como por el método convencional en comparacion con sus almidones nativos, lo

cual se ha atribuido a un posible blogueo de la enzima B-amilasa por parte de los
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grupos fosfato al competir por los iones metélicos, esenciales para la actividad de
esta enzima (Feller et al, 1996) o a que los grupos hidroxilo del almidon sustituidos
por los grupos fosfato son esenciales para la actividad de la enzima (Evers et al.,
1997). Liu et al. (1999) por otra parte, reportaron una tendencia creciente en la
digestibilidad de la enzima a-amilasa en los almidones altos en amilosa al ser
fosfatados por un método convencional en horno, lo cual se ha atribuido a una
mayor accesibilidad de las enzimas a las cadenas del almidon, sin embargo la
digestibilidad de este tipo de almidones fosfatados se mantuvo por debajo del
60%. El proceso de extrusion también parece incrementar el grado de hidrolisis del
almidon lo cual se ha relacionado con un menor contenido de almidon resistente
en las muestras extrudidas en comparaciéon con las no extrudidas (Shrestha et al.,
2010).

Los materiales basados en almidones son de bajo costo, de grado
alimenticio y de facil procesamiento. Una buena alternativa para mejorar su
desempefio en microencapsulacién es utilizarlos en combinacion con proteinas y
lipidos. La eleccion del material encapsulante adecuado depende no soélo del
material a encapsular y su funcionalidad, sino también en gran medida de la

tecnologia de encapsulacion (Forseell, 2004).

2.5.2 Métodos de encapsulacion de probioticos

Para la incorporacion de bacterias probidticas inmovilizadas en productos
alimenticios son deseables preparaciones secas de microcdpsulas insolubles en
agua con tamano de particula bajo (<100um) y controlado. Los cultivos con estas
caracteristicas tienen mayor estabilidad y su manejo y almacenamiento es mas
facil, ademéas de tener bajo impacto sobre las caracteristicas sensoriales del
producto, especialmente la textura (Picot y Lacroix, 2003b). La dificultad técnica y
el alto costo del proceso son factores limitantes importantes para la aplicacion a
gran escala de las tecnologias de microencapsulacion, particularmente de grado

alimenticio. Se han reportado varios métodos para la encapsulacién de bacterias
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probioticas, como son: emulsion, extrusién, coacervacion, capsulas de alginato y

secado por aspersion.

2.5.2.1 Método de emulsion

También conocido como sistema de dos fases, es una técnica en la que
un volumen pequefio de la suspension de células-polimero (fase discontinua) se
afiade a un gran volumen de aceite vegetal (fase continua) como aceite de soya,
de girasol, de canola o de maiz. La mezcla es homogenizada para formar una
emulsion agua en aceite. Una vez que la emulsion es formada, el polimero soluble
en agua debe ser insolubilizado (entrecruzado), con cloruro de calcio, para formar
particulas pequefias dentro de la fase grasa. Entre mas pequefio sea el tamafio de
particula de la fase interna de la emulsion, mas pequefias seran las
microcapsulas. Las burbujas son después recolectadas por filtracion. El tamafio de
las burbujas se controla por la velocidad de agitacién, el cual puede variar entre
25um y 2mm. Esta técnica se ha utilizado exitosamente para encapsular bacterias
acido lacticas. En algunos casos se afiaden emulsificantes para disminuir la
tension superficial y formar asi una mejor emulsion que da como resultado esferas
menores. El emulsificante mas comunmente usado es el Tween 80 a diferentes
concentraciones. Entre los materiales de soporte usados en la técnica de emulsion
se incluyen mezclas de k-carragenina y gomas de algarrobo, acetato de celulosa,
alginato, quitosano y gelatina. Esta técnica puede ser facilmente escalada y el
diametro de las capsulas producidas es menor que en otros métodos como el de
extrusion (Krasaekoopt, 2003). El diametro de las capsulas, ademas de tener un
efecto crucial en la viabilidad de las células probiéticas al influir en su tasa
metabdlica, también influye en las propiedades sensoriales del producto final
(Mortazavian et al., 2007).
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2.5.2.2 Método de extrusion

También llamado método de goteo, es la técnica mas antigua y la mas
comun para hacer cdpsulas con hidrocoloides. Consiste en la preparacion de una
solucion de hidrocoloide en la que se agregan los microorganismos. Esta
suspension de células se extrude a través de una aguja obteniendo gotas que
caen libremente en un bafio con un disolvente frio, el cual solidifica las capsulas.
El tamafio y la forma de las burbujas dependen del didmetro de la aguja y de la
distancia de la caida libre, respectivamente. Este método es muy popular debido a
su facilidad y simplicidad asi como a la alta retencion de la viabilidad celular
obtenida. El material de soporte mas utilizado para la extrusiéon es el alginato. Para
formar las burbujas, una suspension de células es mezclada con una solucién de
alginato de sodio, y la mezcla es goteada en una mezcla que contiene un catién
multivalente (generalmente Ca** en forma de CaCl,). Las gotas forman esferas de
gel instantdneamente, atrapando las células en un entramado tridimensional de
alginato entrecruzado i6nicamente. El diametro de las cdpsulas formadas por este
método es de 2 a 5mm. Sin embargo, el uso de este método para la produccion en
larga escala no es factible, debido a la lenta formacion de las microcapsulas
(Mortazavian et al., 2007).

2.5.2.3 Coacervacion

La coacervacion es una tecnologia que puede lograr un alto nivel de
atrapamiento celular (hasta 99%), ademas ofrece posibilidades de liberacién
controlada basadas en el esfuerzo mecanico, temperatura o liberacion sostenida.
La coacervacion es utilizada tipicamente para encapsular aceites esenciales de
sabores, pero también se puede adaptar para la encapsulacion de aceites de
pescado, nutrimentos, vitaminas, conservadores, enzimas, etc. El fundamento de
la microencapsulacion por coacervacion (simple o compleja) es la separacion de
fases de uno o muchos hidrocoloides de la solucién inicial y posterior depdsito de
la fase coacervada recién formada alrededor del ingrediente activo suspendido o

emulsificado en el mismo medio de reaccion. El sistema hidrocoloide para

19



microencapsulacion por coacervacion mas estudiado y mejor entendido es el
sistema de gelatina / goma acacia. A pesar de las ventajas de la coacervacion
como método de encapsulacion, se han enfrentado graves problemas al intentar
comercializar ingredientes alimenticios coacervados pues el costo del proceso es
muy elevado, el proceso es complejo y la uniébn del material de pared
generalmente involucra glutaraldehido, que debe de ser utilizado cuidadosamente
de acuerdo a la legislacion de varios paises (Gouin, 2004).

2.5.2.4 Secado por aspersion

El secado por aspersion, es el método mas utilizado para la
microencapsulacion en la industria de los alimentos, es econémico vy flexible, y
produce productos de buena calidad. Este proceso puede ser operado en una
base continua, es de facil escalamiento y de bajo costo, sin embargo, el proceso
involucra factores como altas temperaturas, deshidratacion y fuerzas de corte que
al aplicarse simultdneamente originan pérdidas en la viabilidad de las bacterias
probiéticas (Mortazavian et al., 2007). Se ha visto que un adecuado ajuste y
control de las condiciones del proceso, como la temperatura de entrada del aire,
pueden dar como resultado cultivos viables encapsulados con una distribucion y
tamafio de particula adecuado (Kailasapathy, 2002). El proceso involucra la
dispersién del material a encapsular en una solucion de polimeros, formando una
emulsion o dispersion seguida de la homogenizacion de la mezcla y su
atomizacion en una cadmara de secado con aire caliente. La interaccion de la gota
pequefia del liquido con el aire caliente resulta en un rapido calentamiento y
transferencia de masa y genera un producto en forma de polvo fino, es decir, se
evapora el solvente (agua) y se forman las microcdpsulas. El propdsito principal de
la atomizacion es incrementar el area superficial del producto, esto ayuda en la
rapida evaporacion del agua en las superficies, ademas determina el tamafio de
las gotas. Las gotas pierden agua por difusién pero mantienen su forma esférica.
Finalmente el polvo cae al fondo de la cabina y es separado del aire en el ciclon.
La vida de anaquel de un producto secado por aspersion se extiende debido a la
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remocion de agua o humedad. Todos los procesos de secado por aspersion en la
industria de alimentos se llevan a cabo en formulaciones acuosas de alimentacion,
por lo que el material encapsulante debe ser soluble en agua a un nivel aceptable
y de viscosidad limitada. Materiales encapsulantes tipicos incluyen goma acacia,
maltodextrinas, almidones hidrofébicamente modificados y mezclas de los
mismos. Una de las limitantes de la tecnologia del secado por aspersion es el
namero de materiales encapsulantes disponibles. Realmente no se han
desarrollado nuevos materiales recientemente para el secado por aspersion
(Gouin, 2004). Por ello el develar nuevos materiales, modificaciones vy
combinaciones de ellos para el encapsulado de probibticos resulta una

investigacion muy util para el desarrollo de alimentos funcionales.

Varios estudios han demostrado que la encapsulacién por secado por
aspersion es un método efectivo en la proteccion de las células encapsuladas
tanto de las condiciones del proceso, como del ambiente en el que se almacenan
y en su paso a través del tracto gastrointestinal (Sultana et al., 2000; Talwalkar y
Kailasapathy, 2003; Picot y Lacroix, 2004; Champagne y Gardner, 2005;
Mortazavian et al. 2007). El método de microencapsulacion descrito por Picot y
Lacroix (2004) mostro que la dispersion de células frescas de Bifidobacterium spp.
en una suspension de base de proteina de suero tratada térmicamente, seguido
de secado por aspersion de la mezcla, fue un método factible para preservar la

viabilidad celular de los probi6ticos.

Para la eleccién de la cepa a utilizar como probidtico encapsulado se
deben de considerar varios aspectos, entre ellos la facilidad de su produccién a
nivel industrial, costo, efecto biolégico deseado, competencia entre cultivos
lacticos, asi como su adaptacion al proceso al que serd sometida (Champagne y
Gardner, 2005) como es la tolerancia a altos niveles de cizallamiento y
condiciones de deshidratacion y calor en el caso del secado por aspersion (Picot y
Lacroix, 2004). Se ha visto una tendencia mayor de las bifidobacterias, en
comparacion con los lactobacilos, a resistir las condiciones del proceso de secado

por aspersion, asi como una mayor tolerancia de células de bifidobacterias
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encapsuladas a las condiciones acidas del estbmago. Favaro-Trindade (2002)
reportaron que B. lactis fue mas resistente al proceso de secado por aspersion
que L. acidophilus en todos los tratamientos térmicos probados; Sultana et al.
(2000) mostraron que células encapsuladas, por un método modificado utilizando
calcio y alginato, de las cepas L. acidophihlus y L. casei fueron méas sensibles a
condiciones de alta acidez comparadas con células encapsuladas por el mismo
meétodo de B. infantis; Picot y Lacroix (2004) encontraron que de entre dos cepas
de Bifidobacterium probadas, las células de la cepa de Bifidobacterium breve
R0O70 (BB R0O70) tuvieron un mayor rendimiento de encapsulacion, es decir mayor
namero de células viables dentro de las capsulas producidas mediante secado por
aspersion en comparacion con células de la cepa Bifidobacterium longum R023
(BL R 023) encapsuladas de la misma manera, lo cual podria atribuirse a una

mayor tolerancia térmica de BB R070.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios ha habido un interés creciente por el efecto de los
microorganismos probioticos en la salud humana. La incorporacion de éstos en
alimentos ha ido en aumento. El efecto biolégico de un cultivo probidtico esta
relacionado con la cepa, asi como la forma y cantidad en que son consumidos. En
particular, la industria de productos lacteos ha considerado a los probiéticos como
una herramienta importante para el desarrollo de nuevos productos ya que los
derivados lacteos han mostrado ser buenos vehiculos para hacer llegar los
probiéticos al consumidor. Sin embargo, diferentes estudios han documentado que
las bacterias probidticas muestran una considerable reduccién en su sobrevivencia
al ser incorporadas en diferentes productos lacteos, por lo que se han propuesto
algunas técnicas de microencapsulacion que protejan a las bacterias probidticas
durante los diferentes procesos. El secado por aspersiéon es un método de facil
escalamiento a nivel industrial y bajo costo en comparaciéon con otros métodos de
encapsulacion. Varios estudios muestran la proteccion de células encapsuladas
mediante secado por aspersion contra condiciones adversas durante su
almacenamiento en un alimento vehiculo y en su paso a través del tracto
gastrointestinal (Sultana et al., 2000; Talwalkar y Kailasapathy, 2003; Picot y
Lacroix, 2004; Champagne y Gardner, 2005; Mortazavian et al., 2007). Una de las
principales limitantes de la tecnologia del secado por aspersion es el namero
reducido de materiales encapsulantes disponibles y las condiciones de secado
que disminuyen la viabilidad durante el proceso. En este trabajo se proponen
nuevas formulaciones de materiales encapsulantes de probidticos mediante la
fosfotacion, por método convencional y por extrusion, de almidén de maiz alto en
amilosa, utilizado ademéas en mezclas con concentrado de proteina de suero, asi
como la evaluacion del efecto de microencapsulacion en la viabilidad de los
microorganismos durante el proceso de secado por aspersion, en un sistema
alimenticio modelo (yogurt) y en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.
Con este estudio se busco contribuir con el desarrollo de materiales para su uso

en la microencapsulacion mediante secado por aspersion, asi como generar un
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mayor conocimiento sobre el comportamiento del microorganismo estudiado

(Bifidobacterium breve).

4. HIPOTESIS

a. La viabilidad de Bifidobacterium breve, partiendo de una concentracion
inicial aproximada de 10° UFC / mL, se preservard en un ndmero suficiente

después de su paso por las siguientes etapas:

- Durante el encapsulado mediante secado por aspersion en una matriz de

proteina de suero y almidon fosfatado.

- Después del almacenamiento por 28 dias a 4°C de las bacterias

encapsuladas adicionadas en un alimento modelo acido (yogurt).

- Después de someter las bacterias encapsuladas y almacenadas en yogurt
por 2 y 4 semanas, a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal: pH
2.0y pH 8.0 a 37°C.

b. La viabilidad del microorganismo durante estas etapas se conservara en
mayor numero en el caso de las células encapsuladas que en su forma

libre.
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5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la viabilidad de B. breve después de ser encapsulado por secado

por aspersion en materiales novedosos preparados a partir de dos biopolimeros

naturales: almidén fosfatado, por método convencional y por extrusion, y proteina

de suero. Evaluar ademas el potencial de las capsulas de dichos materiales para

preservar la viabilidad de las bacterias durante su incorporacion y almacenamiento

en yogurt, asi como durante su exposicion a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal a diferentes tiempos de almacenamiento.

5.1 Objetivos especificos

5.1.1

5.1.2

5.1.3

5.14

Preparar 'y caracterizar fisicoquimicamente  materiales

encapsulantes novedosos.

Caracterizar el crecimiento de B. breve ATCC 15700 y definir el
tiempo de incubacion en el que alcanza su fase de crecimiento
logaritmico tardio en la que el microorganismo es mas estable

para su microencapsulaciéon mediante secado por aspersion.

Microencapsular mediante secado por aspersién células viables
de B. breve utilizando almidén alto en amilosa fosfatado por el
método convencional (Aconv) y por extrusion (Aext), y
concentrado de proteina de suero (CPS), asi como sus mezclas
en diferentes proporciones, que permitan preservar su viabilidad

durante el proceso.

Determinar la tasa de sobrevivencia de B. breve después del
proceso de microencapsulacion mediante secado por aspersion,

en los diferentes materiales de pared.
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5.1.5

5.1.6

5.1.7

5.1.8

5.1.9

Determinar la fase de incorporacion de B. breve a un vehiculo
modelo (yogurt para beber) mediante la adicion de los probidticos
encapsulados antes y después de la fermentacion del yogurt

llevada a cabo por un cultivo iniciador de adicion directa.

Adicionar en yogurt para beber las capsulas de materiales
modificados por método convencional utilizando como control

microorganismos sin encapsular.

Adicionar en yogurt para beber las cépsulas de materiales
modificados  por  extrusion utiizando  como  control

microorganismos sin encapsular y 90Aconv.

Evaluar periddicamente la sobrevivencia de B. breve encapsulado
y en su forma libre en yogurt durante un periodo de

almacenamiento de 4 semanas a 4°C.

Exponer las bacterias, encapsuladas y en su forma libre
adicionadas al yogurt a condiciones gastrointestinales simuladas
y evaluar su tasa de sobrevivencia en diferentes periodos de
almacenamiento (2 y 4 semanas).
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NOTA: Los numeros que aparecen en la estrategia experimental corresponden a los
empleados en los objetivos especificos. Algunos objetivos especificos se obviaron en el

diaarama nor cuestidon de espacio.

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOLOGIA

Se utilizo el cultivo liofilizado de la cepa de coleccion ATCC 15700 de B.
breve. El medio de cultivo para la bacteria fue agar deMan Rogosa Sharpe (MRS).
Se utiliz6 almidon alto en amilosa y concentrado de proteina de suero como
materias primas para las cépsulas. Como sal fosfatante para la modificacion
quimica de los materiales matriz se utilizé trimetafosfato de sodio (STMP) que fue
adquirido de Sigma Chemical Co, al igual que la cisteina y el fosfato monobasico y
dibasico de sodio. Para la elaboracion del yogurt se utilizé leche en polvo
descremada. Se empledé como antibiético una marca comercial de vancomicina.
Para la observacion en el microscopio confocal se utilizaron los colorantes FITC
(fluorescein-isotiocianato) y Congo Red adquiridos de Molecular Probes. El resto
de los quimicos utilizados fue de grado reactivo a menos que se especifique lo

contrario.

7.1 Modificacién y caracterizacion de los materiales

7.1.1 Fosfatacién por extrusion

La fosfatacion del almidén alto en amilosa y de dos mezclas de éste con
concentrado de proteina de suero (10% y 25% respectivamente) por extrusion se
realiz6 de acuerdo al método reportado por Chang y Lii (1992) con algunas
modificaciones. La extrusion se llevdo a cabo en un extrusor de laboratorio de
tornillo simple, diseflado y manufacturado por Cinvestav-IPN, Querétaro. Las
temperaturas del barril utilizadas fueron 45°C, 100°C y 130°C para la zona de
alimentacion, de transicion y de alta presion respectivamente. Se utilizd una
velocidad de tornillo de 68 rpm, velocidad de alimentacion de 7 g / min, relacion
de compresion del tornillo de 1:2 y un dado con un diametro de salida de 4.0 mm.
Se adicionaron 8 g de trimetafosfato de sodio por cada 100 g de sélidos en base

seca Yy las muestras fueron acondicionadas a un contenido de humedad entre 26
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y 27%. El agente fosfatante se disolvio en agua y la solucién fue asperjada
directamente sobre las muestras de almidon y sus mezclas con proteina de suero.
Las muestras fueron homogenizadas manualmente y el pH fue ajustado a 8.6 +/-
0.2 con una solucion de hidroxido de sodio al 5%. Las muestras acondicionadas
se dejaron equilibrar durante 12 h en bolsas de polietiieno cerradas y
almacenadas a 4°C para su posterior extrusion. Las muestras extrudidas fueron
secadas en una estufa a 45°C durante 24h, pulverizadas en un molino de martillos
(Pulvex, México, modelo 200) y cribadas usando una malla con una apertura de
180 um. Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente en una bolsa de

polietileno cerrada para su posterior caracterizacion.

7.1.2 Fosfatacion por método convencional

La fosfatacion del almidon alto en amilosa por el método convencional se
llevé a cabo en una suspension de almidon de acuerdo al método propuesto por
Paschall (1964) con algunas modificaciones. A una suspension de almidén (56 g /
100 ml de agua destilada) se le adicionaron 2.5 g de sal de trimetafosfato de sodio
(STMP) por 100 g de almidon en base seca y se ajusto el pH a 8 utilizando una
solucion de NaOH al 5%. La suspensién fue colocada hasta sequedad a 45°C en
una estufa (Binder 115-UL) y posteriormente se colocd en la estufa a 130°C
durante 2h. Las muestras fueron molidas en un molino de martillos. El polvo fue
cribado en una malla con una apertura de 180 ym y almacenado a temperatura
ambiente en una bolsa de polietileno cerrada para su posterior caracterizacion. La
cantidad de STMP utilizada se eligid en base a los resultados obtenidos por Lim y
Seib (1993).

7.1.3 Determinacion del grado de sustitucion de los materiales
modificados

El contenido de fosforo de los materiales modificados y sin modificar se

determiné siguiendo el método descrito por Smith y Caruso (1964). Se realizaron 2

repeticiones para cada analisis y se reporto el valor promedio.
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El grado de sustitucion se calculd con la ecuacion:
GS = 162P/(3100-124P).
El porcentaje de fésforo se obtuvo de acuerdo a la siguiente férmula:
% fosforo = (P x volumen de dilucién x 100) / (volumen de la alicuota x peso en
gramos de la muestra x 1000).
Donde P = contenido de fosforo (mg/100ml) en el almidén fosfatado.
Grado de sustitucion = (162 x % fésforo) / 3100 — 124 x % fésforo).

7.1.4 Determinacion del indice de solubilidad en agua (ISA) e
indice de absorcion de agua (IAA) de los almidones
fosfatados

Ambos indices se determinaron a los materiales fosfatados y sin fosfatar
siguiendo el método descrito por Anderson y col. (1969) con algunas
modificaciones. Se realizaron tres repeticiones para cada andlisis y los valores se
reportaron como un promedio. Para cada muestra, se pesaron 0.25 g en un tubo
de centrifuga y se adicionaron 3 mL de agua destilada. Los tubos se mantuvieron
a 30°C y en agitacion constante por 30 minutos. Enseguida, se centrifugaron a
6000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se decant6é en un crisol de
aluminio, puesto previamente a peso constante, se evaporo en una estufa a 105°C
durante 2 h y el peso del residuo en el crisol se registr6 como residuo de
evaporacion. Por otra parte, el peso del pellet que quedé en el tubo de centrifuga

se registrdo como residuo de centrifugacion.

Los indices de absorcion de agua (IAA) y de solubilidad en agua (ISA) se

calcularon de acuerdo a las siguientes relaciones:

Feso delresiduo de evaporacion

|SA =
Fesoseco de lamuestra

A100

B Feso delresiduo de centrifugacion
Feso de la muestra - Peso delresiduo de evaporacion

|AA
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7.2 Caracterizacion de Bifidobacterium breve

Cabe mencionar que todo el material utilizado para la manipulacion de B.
breve (medios de cultivo, frascos de dilucion, diluyentes, soluciones, varillas de
cristal, puntas para pipeta, entre otros) fue esterilizado por medio de calor himedo
a 121°C durante 15 min en autoclave, a menos que se indiqgue un método

diferente.

7.2.1 Activacién de la cepa
El cultivo liofilizado de Bifidobacterium breve fue activado mediante una
transferencia en 3ml de caldo MRS suplementado con 0.05% (p/v) L-cisteina-HCI

(MRS-c) bajo condiciones de anaerobiosis a 37°C por 24 h.

7.2.2 Conteo de microorganismos

Como técnica para contar las unidades formadoras de colonia (UFC) de
B. breve se utilizd el método de siembra de extensidén en superficie. Se colocaron
con una micropipeta 100 pl del medio con las células a contar sobre una caja petri
con agar MRS-c, el liquido con las células se extendi6 sobre el agar hasta
sequedad utilizando una varilla en forma de “L”. El agar se prepar6 de acuerdo a lo
especificado por el proveedor y se vacié en cajas petri estériles. Las cajas
sembradas se incubaron a 37°C durante 48 h en jarras anaerobicas utilizando
sobres generadores de diéxido de carbono (BD GasPak*EZ Anaerobe Container
System, USA). Transcurrido el tiempo de incubacion se contaron y registraron las
UFC de cada caja. Para hacer posible la cuenta de bacterias y que dicha cuenta
fuera confiable se procurd que en cada caja sembrada hubiera aproximadamente
entre 25 y 250 UFC. Para ello, previo a la siembra de las bacterias, se realizaron
las diluciones decimales pertinentes dependiendo de la concentracion inicial del
cultivo. Las diluciones se realizaron colocando en un tubo de ensaye 1 mL del

cultivo celular en 9 mL de solucién de peptona de carne al 0.1%.
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7.2.2.1 Conteo de B. breve en yogurt

Para contar las células de B. breve viables en el yogurt se utilizé la
técnica ya descrita (ver 7.2.2) con la diferencia de que el agar MRS-c fue
adicionado de 5mg / L de vancomicina (MRS-cv), después de la esterilizacion,
cuando el medio alcanz6 una temperatura aproximada de 40°C. Ademas, las
diluciones de las muestras de yogurt previas a su siembra se realizaron en 9 mL
de solucién amortiguadora de fosfatos* y no en solucién de peptona de carne.
*La solucion amortiguadora de fosfatos se prepar6 con 33 mL y 67 mL de

soluciones 0.2 M de fosfato monobasico y dibasico de sodio respectivamente.

7.2.2.2 Conteo de células de B. breve con un nivel de estrés
fuerte

El nimero de microorganismos con un nivel de estrés fuerte (determinado
después del proceso de secado por aspersion, durante su almacenaje en yogurt y
durante su exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal) se
obtuvo de acuerdo al porcentaje de inhibicidbn en el crecimiento de B. breve en
agar MRS-cv adicionado de 2% de Cloruro de Sodio (2% NaCl) en comparacion
con el crecimiento del microorganismo en el mismo medio sin la adicién de NaCl,
utilizando el método de siembra por extensidon en superficie ya descrito (ver 7.2.2).

La cantidad de NaCl se eligié en base a lo reportado por Dave y Shah (1996).

7.2.3 Curvade crecimiento

La curva de crecimiento de las bifidobacterias se llevd a cabo con el
objetivo de identificar el tiempo aproximado en el que el microorganismo
alcanzaria la etapa final de la fase logaritmica tardia y principio de la estacionaria
de su ciclo de vida. Ademéas se verificO que el crecimiento de B. breve no
disminuyera en presencia de vancomicina, antibiético utilizado para inhibir la flora
asociada en el yogurt. La curva de crecimiento se llevé a cabo de dos formas:
monitoreando manualmente el crecimiento en el cultivo y utilizando un equipo de

monitoreo automatico Bioscreen.
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7.2.3.1 Monitoreo manual del crecimiento de B. breve

Se inocularon 5 pl del cultivo de B. breve previamente activado (ver 7.2.1)
en un frasco de dilucion con 100mL de caldo MRS-c y se tom6 una muestra para
determinar el inéculo inicial por el método de siembra de extension en superficie
(ver 7.2.2). El frasco de dilucion inoculado se puso a incubar herméticamente
cerrado a 37°C por un total de 48 h durante las cuales se realizaron monitoreos
periodicos de la viabilidad de las células (horas 12, 23, 28, 31, 36 y 48) por el
meétodo de siembra de extension en superficie (ver 7.2.2). Con la cuenta de UFC

obtenidas en cada hora muestreada se construy6 una curva de crecimiento.

7.2.3.2 Monitoreo en Bioscreen del crecimiento de B. breve

Se activé el cultivo liofilizado de B. breve (ver 7.2.1) en 3 mL de caldo
MRS-c. Se hicieron tres diluciones decimales en solucion de peptona al 0.1 %. Por
otro lado, en los pozos de una placa para Bioscreen se colocaron por separado
290 pl de caldo MRS-c, caldo MRS-cv, caldo MRS-v y caldo MRS por triplicado.
De la tercera dilucion del cultivo activado, previamente realizada, con una
micropipeta se colocaron 10 pl en cada pozo previamente llenado con caldo MRS.
El equipo se programé para realizar lecturas cada 20 min a 37°C durante 48 h. Los
analisis se hicieron por triplicado y se considerd un control negativo (300 ul sin
células) para cada medio probado. La densidad éptica registrada por el equipo se
relacion6 con las UFC a partir de la curva de calibracion realizada en el mismo

equipo (ver Apéndice 2).

7.2.4 Preparaciéon de la cepa para su microencapsulacion

La cepa probidtica activada (ver 7.2.1) se inoculé en 100 ml de caldo
MRS-c y fue incubada a 37°C durante 16 h para obtener aproximadamente 10°
UFC / mL en fase logaritmica tardia. Las bacterias fueron recuperadas del medio
mediante centrifugacion a 4500 rpm por 15 minutos (Centrifuga Hermle modelo

Z383) y lavadas dos veces en solucion salina al 0.085% bajo las mismas
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condiciones de centrifugacion. Después de los dos lavados se desecho la solucion
salina y se conservo el pellet de bacterias para ser utilizado en el proceso de

microencapsulacion.

7.3  Microencapsulacion de células de B. breve y caracterizacion

fisicoquimica de las capsulas obtenidas por secado por aspersion

7.3.1 Preparacion de materiales matriz

Se prepararon suspensiones acuosas con un contenido de solidos de
10% de los siguientes materiales encapsulantes: Aext, Aconv, CPS, dos mezclas
extrudidas de Aext/CPS, y una mezcla de Aconv/CPS preparados de acuerdo a
las proporciones descritas en el Cuadro 3. Las soluciones fueron homogenizadas
durante 3 min en un Homogenizador CAT modelo X120 a velocidad maxima; el pH
se ajustd a 7 con una soluciébn de NaOH al 2%, se calentaron en bafio maria
durante 10 min a 80 °C. Las suspensiones se enfriaron a temperatura ambiente
antes de agregar las bacterias. En cada suspension del material matriz se
dispersaron aproximadamente 10° UFC/ml de células de Bifidobacterium breve
previamente lavadas y centrifugadas (ver 7.2.4). Antes de la microencapsulacion
por secado por aspersion se tomd una muestra de 1 mL para determinar la

concentracion de bacterias (ver 7.2.2) antes del proceso de secado.

7.3.2 Microencapsulacion de B. breve por secado por aspersion

El proceso de microencapsulacion se llevd a cabo en un secador por
aspersion de laboratorio marca Buchi, modelo B-191 (Btichi, Flawil, Switzerland).
Las condiciones de operacion del secador fueron las siguientes: temperatura de
aire de entrada de 160°C, temperatura de aire de salida (se registré entre 55 y
65°C dependiendo del material matriz), capacidad de bomba de alimentacion y
aspiracion de 35 y 90% respectivamente, con un diametro de boquilla de
alimentacion de 0.7 mm. Las capsulas fueron recuperadas del vaso colector del

secador con una espatula estéril y almacenadas en frascos de vidrio estériles que
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fueron cerrados herméticamente y almacenados en refrigeracion a 4°C para
estudios posteriores. Antes de secar cada muestra las piezas del secador por
aspersion fueron lavadas y desinfectadas con alcohol al 70%, el alcohol se dej6é

evaporar por completo antes de montar el equipo.

Cuadro 3: Materiales matriz utilizados para la microencapsulacion de B. breve.

Materiales sin modificacién quimica

a. Concentrado de proteina de suero (CPS)

Materiales fosfatados por método convencional

b. Almidon alto en amilosa fosfatado por método convencional con STMP (Aconv)

c. Mezcla de 90% almidén alto en amilosa fosfatado por método convencional con
STMP y 10% CPS (90Aconv)
Materiales fosfatados por extrusién

d. Almiddn alto en amilosa fosfatado por extrusion con STMP (Aext)

e. Mezcla de 90% almidon alto en amilosa y 10% CPS fosfatados por extrusion con
STMP (90Aext)

f. Mezcla de 75% almiddn alto en amilosa y 25% CPS fosfatados por extrusion con
STMP (75Aext)

7.3.3 Determinacién de la viabilidad de B. breve después del
proceso de secado por aspersion

Se suspendieron por triplicado 0.5 g de cépsulas de cada material en

tubos con 4.5 mL de diluyente de peptona al 0.1 %. Las suspensiones se agitaron

en un vortex (Thermolyne, tipo 37600 Mixer), USA) a velocidad méxima durante 1

min, de acuerdo a lo establecido en un experimento preliminar, y se sembraron

(ver 7.2.2 y 7.2.2.2) para determinar la viabilidad de B. breve antes y después del
secado por aspersion.

35




7.3.4 Determinacion del contenido de humedad en Ilas
microcapsulas

El contenido de humedad de las microcipsulas se determind

gravimétricamente mediante secado en estufa con circulacion forzada a 105°C

durante 2 horas.

7.4 Incorporaciéon de Bifidobacterias en yogurt

7.4.1 Determinacién del tiempo de adicion de las bacterias
encapsuladas durante el proceso de elaboracion del yogurt

Se prepar6 yogurt utilizando leche descremada en polvo reconstituida en

agua destilada, con un contenido de solidos del 10% (p/p) de acuerdo a lo
reportado por Picot y Lacroix (2004) con algunas modificaciones. La mezcla de
polvo de leche descremada y agua se esterilizé a 115°C por 15 min y se enfrié a
42 +/- 1°C antes de su inoculacién con una cepa comercial de cultivo lactico
iniciador de adicién directa (Lyofast, SACCO, Italia). La leche recién inoculada con
el cultivo iniciador se dividio en 4 partes de 20 mL cada una colocandola en
frascos de vidrio estériles con tapa. A dos de los frascos con leche y cultivo
iniciador (Antes 1 y Antes 2) se les adicion6 0.1 g de B. breve encapsulado en
90Aext por cada 10 mL de yogurt de inmediato, antes de la fermentacion de la
leche, mientras que la leche de los otros dos frascos (Después 1 y Después 2) se
fermentd Gnicamente con el cultivo iniciador. La fermentacion de las 4 muestras se
llevé a cabo a 42°C +/- 1°C durante aproximadamente 6 h hasta alcanzar un pH
de 4.5. Al terminar la fermentacion de la leche se adicioné 0.1 g de B. breve
encapsulado en 90Aext a los frascos Después 1 y Después 2. Se determiné por
recuento en placa (ver 7.2.2) el nimero de bacterias adicionadas a cada frasco de
yogurt y el nimero de bacterias después de la fermentacién para el caso de la
muestra en los frascos Antes 1 y Antes 2. Todos los frascos con yogurt fueron
almacenados en refrigeracion (4°C) y la viabilidad de las bifidobacterias fue

monitoreada semanalmente durante 2 semanas.
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Al finalizar las 2 semanas de almacenamiento en yogurt se expusieron las
4 muestras a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccion 7.5 con la diferencia de que en el cambio de
las células del jugo gastrico al jugo intestinal, después de su centrifugacion para
retirar el jugo gastrico se colocé en el pellet de células 1 mL de amortiguador de
fosfatos, en lugar de 1 mL del sobrenadante de jugo gastrico, y 9mL de jugo

intestinal.

7.4.2 Incorporacion en yogurt de B. breve encapsulado en
matrices modificadas por método convencional

El yogurt utilizado como alimento modelo para evaluar la viabilidad de las
bacterias encapsuladas durante su almacenamiento en dicho producto se preparé
utilizando leche descremada en polvo reconstituida en agua destilada, con un
contenido de solidos del 10% (p/p) de acuerdo a lo reportado por Picot y Lacroix
(2004) con algunas modificaciones. La leche reconstituida se esteriliz6 a 115°C
por 15 min y se enfrid a 42 +/- 1°C antes de su inoculacién con un cultivo lactico
iniciador de adicién directa (Lyofast, SACCO, ltalia). La leche recién inoculada con
el cultivo iniciador se dividié en 12 partes de 40 mL y fue colocada en frascos de
vidrio estériles con tapa. De inmediato, antes de la fermentacion de la leche con el
cultivo iniciador, en cada frasco se adicion6 0.1 g de bacterias probiéticas
encapsuladas por cada 10 mL de yogurt 6 10° células / mL en el caso de las no
encapsuladas. En los frascos 1 a 3 se adicionaron células de B. breve
encapsuladas en CPS, en los frascos 4 a 6 células encapsuladas en 90Aconv, en
los frascos 7 a 9 células encapsuladas en Aconv y en los frascos 10 a 12 las
bifidobacterias sin encapsular. Todos los analisis se hicieron por triplicado y se
reporté el promedio y la desviacién estandar de los resultados obtenidos. La
fermentacién de la leche adicionada de cultivo lactico iniciador y de las bacterias
probioticas se llevo a cabo a 42°C +/- 1°C durante aproximadamente 6 h hasta
alcanzar un pH de 4.5. Antes y después de la fermentacion de la leche se tomaron
4 mL de muestra de cada frasco y se hicieron las diluciones correspondientes en

amortiguador de fosfatos pH 7 para su posterior conteo en agar MRS-cv con y sin
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NaCl (ver 7.2.2 y 7.2.2.2). Todos los frascos con yogurt fueron almacenados en
refrigeracion (4°C) y la viabilidad de las bifidobacterias fue monitoreada
semanalmente durante 4 semanas. Al finalizar las 4 semanas de almacenamiento
en yogurt se expusieron las 12 muestras a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal de acuerdo al procedimiento descrito en seccién 7.5.

7.4.3 Incorporacion en yogurt de B. breve encapsulado en
matrices modificadas por método convencional y por
extrusion.

Se preparé la leche para el yogurt de la forma ya descrita (ver 7.4.2) con
la diferencia de que ésta vez se obtuvieron 18 partes de 40 mL cada una. Se
adicion6 a la leche el cultivo iniciador de inoculacion directa en la cantidad
sefalada por el proveedor y 0.1 g de bacterias probidticas encapsuladas por cada
10 mL de leche 6 10%° células / mL en el caso de las no encapsuladas. Se
adicionaron por separado en los frascos con leche por triplicado, células de B.
breve encapsuladas en CPS, 90Aconv, Aext, 90Aext, 75Aext y las bifidobacterias
sin encapsular. Todos los analisis se hicieron por triplicado y se reporté el
promedio y la desviacion estandar de los resultados obtenidos. La fermentacion de
la leche adicionada de cultivo lactico iniciador y de las bacterias probidticas se
llevé a cabo a 42°C +/- 1°C durante aproximadamente 6 h hasta alcanzar un pH
de 4.5. Antes y después de la fermentacién de la leche se tomaron 4 mL de
muestra de cada frasco y se hicieron las diluciones correspondientes en
amortiguador de fosfatos pH 7 para su posterior conteo en agar MRS-cv con y sin
NaCl (ver 7.2.2). Todos los frascos con yogurt fueron almacenados en
refrigeracion (4°C) y la viabilidad de las bifidobacterias fue monitoreada
semanalmente durante 4 semanas. A las 2 semanas de almacenamiento en
yogurt se expusieron las 18 muestras a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal de acuerdo al procedimiento descrito en seccion 7.5.
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7.5 Tolerancia a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

Se evaluo in vitro la sobrevivencia de las células encapsuladas y en su
forma libre adicionadas en yogurt, en condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal, de acuerdo a lo reportado por Charteris y col. (1998) y Blazenka y
col. (2000) con algunas modificaciones.

Para la exposicion de las muestras a condiciones géastricas simuladas se
adicionaron 3 mL de saliva artificial y 24 mL de jugo géastrico simulado a 3 g de la
muestra de yogurt con probioticos, se homogenizaron las muestras manualmente
por 1 minuto y se colocaron a 37°C durante 2 h. Se monitore0 la cuenta viable (ver
7.2.2.1y 7.2.2.2) recién colocados la saliva y el jugo gastrico simulado y a las 2
horas de residencia en estas soluciones. A continuacidbn se expusieron las
muestras a condiciones intestinales simuladas. Para ello se tomaron 25 mL de las
suspensiones y se centrifugaron a 10, 000 g por 3 minutos. Se decant6 el
sobrenadante y sobre la pastilla se adicion6 1 mL del sobrenadante recién
decantado mas 9 mL de jugo intestinal simulado, las muestras se colocaron a
37°C durante 4 horas. La cuenta viable de estas suspensiones fue determinada
recién agregado el jugo intestinal simulado, alas 2 hy a las 4 h de residencia.

La saliva artificial fue preparada diluyendo 6.2 g de cloruro de sodio, 2.2 g
de cloruro de potasio, 0.22 g de cloruro de calcio y 1.2 g de bicarbonato de sodio
en 1 L de agua destilada. La mezcla se esterilizé a 121°C durante 15 min. Los
jugos gastrico e intestinal simulados fueron frescos, preparados el dia del
experimento. Para el jugo gastrico simulado se resuspendieron 3 g de pepsina en
1 L de solucién salina estéril al 0.5% acidificada a pH 2 con acido clorhidrico 0.1
M. El jugo intestinal simulado fue preparado con 1 g de pancreatina y 1.5 g de
sales biliares en 1 L de solucion salina al 0.5% estéril, el pH se ajusté a 8 con
solucién de NaOH 0.1 M.
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7.6 Microscopia de las capsulas

7.6.1 Microscopio Electronico de Barrido (ESEM)

Las capsulas de B. breve en CPS, 90 Aconv y 90 Aext fueron observadas
en un microscopio Philips / FEI LaBy Environmental Scanning Electron Microscope
ubicado en el departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Alberta,
Ed., Canada. Para su observacion, las muestras se montaron en una matriz

metalica y se recubrieron con una capa delgada de oro y paladio.

7.6.2 Microscopio confocal

Las capsulas de B. breve en CPS, 90 Aconv y 90 Aext fueron observadas
en un microscopio Leica TCS-SP2 Multiphoton Confocal Laser Scanning
Microscope (TCS-MP) ubicado en el departamento de Ciencias Biologicas de la
Universidad de Alberta, Ed., Canada. Todas las capsulas fueron previamente
tefiidas con el colorante FITC (fluorescein-isotiocianato), especifico de proteinas y
gue da una coloracion verde, en una concentracion de 0.01% en 80% etanol por
10 min y después con el colorante Congo Red, especifico para carbohidratos y
que da una coloracién roja, en una concentracién de 100 ppm en 15 mM KH,POy,,
pH 8 durante 15 minutos Unicamente las capsulas de 90 Aconv y 90 Aext. Ambos
colorantes fueron lavados con sus respectivos diluyentes para eliminar el exceso

de color antes de su observacion en el microscopio.

7.7 Disefio y Analisis estadistico

Los tratamientos fueron aleatorizados para su aplicacion. El disefio
estadistico que se utilizo para la microencapsulacion fue de un factor con 6 niveles
(a. CPS, b. Aconv, c. 90Aconv, d. Aext, e. 90Aext, f. 75Aext). Para la evaluacion
de la viabilidad durante el almacenamiento y la tolerancia a condiciones simuladas
del tracto gastrointestinal se empled un disefio de un factor con siete niveles, los
seis ya mencionados para la microencapsulacion mas el correspondiente a las
bifidobacterias sin capsula. Los resultados se analizaron mediante un andlisis de
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varianza y se compararon las medias entre si utilizando una prueba de Tukey.

Todos los analisis se realizaron con el programa JMP version 5.0.1.
Definicién de variables y réplicas:

1. Modificacion quimica de los materiales encapsulantes: dos métodos

de fosfatacion, convencional y por extrusion, tres repeticiones.

2. Encapsulamiento de B. breve por secado por aspersion. una

combinacion de condiciones del equipo, tres repeticiones.

3. Adicion de las capsulas al yogurt y almacenaje: una temperatura de

almacenamiento (4°C), tres réplicas.

4. Exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal: una

combinacion de condiciones por experimento, tres réplicas.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1  Modificacion y caracterizacion de los materiales

8.1.1 Determinacion del grado de sustituciéon de cada material

De acuerdo a la curva de calibracion realizada para determinar el grado
de fosfatacion de todos los materiales matriz (ver Apéndice 1) se obtuvieron los
resultados mostrados en la Figura 1. La tendencia en el porcentaje de fésforo de
los materiales fosfatados por extrusion fue mayor que el de los materiales
fosfatados por el método convencional. Los resultados mostrados fueron ajustados
restando la cantidad de fosforo presente originalmente en el almidon alto en
amilosa, el cual fue de aproximadamente de 0.12%. En el caso de materiales
combinados con concentrado de proteina de suero, aunque éste contiene cierta
cantidad de fosforo debido a que la leche contiene de origen este mineral entre
otros que son transferidos al suero durante su extracciéon (Sammel et al., 2007),
éste no se considero para el ajuste por ser el almidén el componente mayoritario y
por que el método utilizado para la determinacion de fésforo es especifico para
carbohidratos. La diferencia en la tendencia en las cantidades de fdsforo
encontradas entre los materiales modificados por ambos métodos se atribuy6 a
que el proceso de extrusion presenta en general una mayor eficiencia en el
proceso de fosfatacion (Martin-Martinez et al, 2004) ademéas de que en los
materiales fosfatados por extrusién se adicion6 una mayor cantidad de STMP (8 g
por cada 100 g de sdlidos) que en los materiales modificados por método
convencional (2.5 g por cada 100 g de almiddn). La cantidad de STMP adicionada
a los materiales extrudidos estuvo basada en los resultados obtenidos por Kim et
al. (2006), sin embargo el porcentaje de fosforo obtenido en las muestras
modificadas en el presente estudio fue mayor al reportado por dichos autores. En
ambos estudios se utilizaron condiciones de extrusion similares y la misma sal
fosfatante, las diferencias entre estudios fueron el tipo de extrusor (de uno 6 dos

tornillos) y el tipo de almidén (maiz o arroz) a pesar de que se ha reportado una
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mayor eficiencia de fosfatacion en el almidon de arroz que en el de maiz, nuestro
resultado fue contrario (Sitohy et al., 2000). La cantidad de STMP adicionada a las
muestras fosfatadas por método convencional en el presente estudio se defini6 de
acuerdo a los altos porcentajes de fésforo obtenidos en nuestras muestras
modificadas por extrusion y a lo reportado por Lim y Seib (1993). Se disminuyo el
contenido de fésforo en los materiales modificados por método convencional en
comparacion con la cantidad de fosforo agregada a las muestras fosfatadas
previamente por extrusion en el presente estudio, tomando en consideracion que
la cantidad maxima de fésforo permitida en alimentos para almidones modificados
es de 0.4% equivalente a un grado de sustitucion de 0.02 (Martin-Martinez et. al,
2004).
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Figura 1: Porcentaje de fésforo y grado de sustitucion de los materiales matriz
modificados por método convencional y por extrusion.
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8.1.2 indice de Solubilidad y de Absorcion de Agua (ISA e IAA)

Los resultados obtenidos de la determinacion del ISA e IAA de los
materiales matriz modificados quimicamente se muestran en la Figura 2. Los
materiales modificados por extrusion tuvieron en general un indice de solubilidad y
de absorcion de agua mas alto que los materiales modificados por el método
convencional, esto ha sido atribuido a que los granulos sometidos a las
condiciones de alta presion y temperatura durante el proceso de extrusion
sufrieron cierto dafio permitiendo que el agua pueda acceder con mayor facilidad
(Landerito y Wang, 2005b). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por
Seker y Hanna (2006) quienes obtuvieron un ISA mayor en muestras extrudidas
con un 5% de STMP que en muestras no extrudidas. Dichos autores reportaron
ademas un menor ISA en muestras fosfatadas por extrusion con 15% STMP (el
doble de STMP adicionado en el presente estudio) que en muestras no extrudidas,
lo cual se atribuyé a un mayor grado de entrecruzamiento entre las cadenas del
almidon. Un mayor entrecruzamiento permite una menor filtracion y pérdida del
material sélido del almidon incrementando con ello la resistencia a la ruptura del
granulo lo cual resulta deseable para ciertas aplicaciones del almidén, sin
embargo, un alto nivel de entrecruzamiento en materiales modificados con fines de
uso en alimentos por este método es de dificil obtencion pues al incrementar la
cantidad de STMP se rebasa facilmente el limite de fosfatacion permitido en
alimentos (0.4%). La desintegracion de la estructura del almidon durante el
proceso de extrusion también se ha asociado con una menor temperatura de
gelatinizacion, mayor grado de hidrélisis y menor perfil de viscosidad de los
almidones extrudidos, modificados o no modificados, que en almidones no
extrudidos (Chang y Lii, 1992).

8.2 Caracterizacion de Bifidobacterium breve

De acuerdo a las curvas de crecimiento obtenidas en el Bioscreen y de

forma manual (Figuras 3y 4-A), B. breve alcanza un maximo de crecimiento entre
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Figura 2. indices de solubilidad y absorcion en agua (ISA e 1AA) de los materiales
fosfatados por método convencional o por extrusion. Las letras minusculas indican
diferencias en el ISA y las mayusculas en el IAA entre los tratamientos.

9.3y 9.6 UFC / mL en aproximadamente 24 h en medio MRS-c, mientras que el
inicio de su fase estacionaria y el final de su fase logaritmica tardia se sitla
alrededor de las 15 h a 20 h. Este resultado coincide con lo reportado por Nguyen
(2009). Los cultivos que se utilizaron para la microencapsulacién se dejaron crecer
durante 15 h hasta alcanzar el final de su fase logaritmica tardia, por ser en esta
etapa del crecimiento en la que las células se encuentran mas estables (Keller y
Maxcy, 1984; Kolter et al., 1993; Anderson et al., 2003) y tienen por lo tanto mayor
posibilidad de preservar su viabilidad ante las condiciones de calor y
deshidratacion propias del proceso de secado por aspersion. En la Figura 4-B se
observa que de los medios de cultivo probados (MRS, MRS-c, MRS-cv y MRS-v)
el Unico que mostro diferencia significativa fue el MRS, en el cual el niumero de
bacterias obtenido a las 28 h fue mayor que en los demas medios. Este resultado
fue contrario a lo reportado por algunos autores (Sultana et al., 2000; Picot y
Lacroix, 2004; Kailasapathy, 2006), que refieren que el medio Optimo de

crecimiento para B. breve y otras bifidobacterias requiere de L-cisteina-HCI. Para
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fines de comparacion de nuestros resultados y de acuerdo a lo reportado en la
literatura, en el presente estudio se utilizd el medio de cultivo MRS adicionado de
L-cisteina-HCI para el crecimiento de la cepa. Por su parte, la vancomicina
(antibidtico cuyo mecanismo de accion es inhibir la sintesis de la pared celular de
algunos microorganismos) en una concentracion de 5 mg / L no afect6 el
crecimiento de B. breve en comparacion con el crecimiento del microorganismo en
el medio utilizado para su crecimiento (MRS-c), por lo que este antibidtico se
utilizé en los experimentos con yogurt para inhibir el crecimiento del cultivo
iniciador y obtener el recuento Unicamente de B. breve. Nuestros resultados
coinciden con lo reportado en una tesis doctoral de la Universidad Politécnica de
Valencia® en donde se menciona que dos cepas de Bifidobacterium breve no

fueron susceptibles a una concentracién de 30 ug / ml de vancomicina.
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Figura 3. Curva de crecimiento de B. breve realizada manualmente. Activacion de la cepa
a 37°C durante 24 horas e in6culo inicial de 5 pyl en 100mL de agar MRS-c.

! Universidad Politécnica de Valencia. Departamento de biotecnologia. Caracterizacion de cepas del género
Bifidobacterium con caracter probiético. Maria Carmen Collado Amores. Valencia, Noviembre de 2004.
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Figura 4. Curvas de crecimiento de B. breve obtenidas en Bioscreen. Activacién de la
cepa a 37°C durante 24 horas e indculo inicial de 5 microlitros en 100mL de agar MRS-c.
A. Crecimiento de B. breve en caldo MRS con 0.05% (p/v) de L-cisteina-HCL (MRS-c); B.

Crecimiento de B. breve en caldo MRS, MRS con 5% de L-cisteina-HCL (MRS-c), MRS
con 5 mg /L de vancomicina (MRS-v) y MRS con cisteina y vancomicina (MRS-cv). Los
resultados que se muestran son el resultado de tres réplicas.

Los valores promedio del crecimiento de B. breve reportado como Log

(UFC / mL) en la Figura 4 se obtuvieron a partir de la conversion de las unidades
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de densidad Optica registradas por el Bioscreen utilizando para ello una curva de

calibracion (ver Apéndice 2)

8.3 Microencapsulacion de células de B. breve y caracterizacion
fisicoquimica de las capsulas obtenidas por secado por aspersion

8.3.1 Viabilidad de B. breve encapsulado después del proceso de
secado por aspersion

En cuanto a la preservacion de la viabilidad de B. breve durante el
proceso de secado por aspersion, se observa en la Figura 5 que todos los
materiales matriz probados, tanto el CPS como los fosfatados por método
convencional y por extrusion, mostraron una tendencia similar en la proteccion al
microorganismo durante el proceso de secado. La disminucion de la viabilidad de
B. breve durante el proceso de secado por aspersion para todos los materiales fue
de entre 0.3 y 0.6 log. Es importante mencionar que las capsulas de B. breve en
Aext fueron de dificil dispersion en el medio de muestreo, no se logré una total
dispersion de las capsulas y parte de ellas quedaron asentadas, por lo que la
viabilidad real de B. breve encapsulado en este material podria ser mayor a la
reportada. Nuestros resultados en cuanto a la preservacion de la viabilidad de B.
breve durante el proceso de secado por aspersion coinciden con lo reportado por
Picot y Lacroix (2004), quienes observaron una disminucion de sélo 1 log en la
viabilidad de B. breve (BB R070) durante su encapsulaciéon en aislado de proteina
de suero por medio de secado por aspersion. Este resultado puede atribuirse a
una alta tolerancia de B. breve al calor, ademas de la proteccion brindada por los
materiales encapsulantes. En el Cuadro 4 se muestra la disminucion de la
viabilidad total de B. breve por cada material encapsulante, como vemos los
materiales que menor disminucion de la viabilidad mostraron fueron el CPS, y las
dos combinaciones de éste con Aext, siendo los que mayor pérdida mostraron el
Aext y el Aconv por si solos. Cabe destacar que la combinacion de un pequefo
porcentaje de CPS (10%) con almidon alto en amilosa fosfatado por extrusion con
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STMP brinda una proteccién a las células durante el proceso de secado muy
similar a la proteccion brindada por el CPS por si s6lo, el cual es un material que
ya ha sido probado para la protecciébn de bacterias probidticas durante su
almacenamiento en yogurt y exposicion a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal (Picot y Lacroix, 2004).

Para poder realizar la comparacion de la viabilidad de B. breve antes y
después del proceso de secado por aspersion (Figura 5) fue necesario hacer un
ajuste en las unidades de los microorganismos viables en las capsulas pues esta
medicidn se obtuvo originalmente por unidad de peso de las capsulas (g), mientras
que la viabilidad en la solucion matriz se obtuvo por unidad de volumen (mL) (ver
Apéndice 3).

10.0 1

9.8 4

9.6 1 I

9.4 1

9.2 4

9.0 1

Promedio Log (UFC/ mL)

8.8 4 *

8.6 4

T T
Antes Después

Secado por aspersion

Figura 5: Viabilidad de B. breve en la solucion de materiales modificados por método
convencional y por extrusion con STMP (antes del secado por aspersion) y una vez
encapsulado (después del secado). Los asteriscos indican diferencias en la viabilidad de
las cépsulas con respecto a la solucién inicial (antes de secar) para cada material. Los
resultados que se muestran son productos de tres réplicas.
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Cuadro 4. Disminucién de la viabilidad de B. breve durante su encapsulacion por secado

por aspersion en materiales modificados por método convencional y por extrusion.

encasaiante | o Gurants o) seeato Log (UFG I miy .| Eror estandar
90Aext 0.24864327" 0.06582219
75Aext 0.24892717" 0.0504893
CPS 0.25810673" 0.10152381
90Aconv 0.31016107%® 0.00755198
Aconv 0.57574022% 0.0478678
Aext 0.63260012 0.08481856

8.3.2Estimacion del numero de bacterias estresadas durante el

proceso de secado por aspersion

Por el método de extension en superficie en agar MRS-c adicionado de
2% NaCl se obtuvo un aproximado de la cantidad de bacterias probidticas que
resultaron fuertemente estresadas durante del proceso de microencapsulacion
(Figura 6). Estos resultados muestran una mayor tendencia de estrés en bacterias
encapsuladas en materiales modificados por método convencional en
comparacion con las células encapsuladas en concentrado de proteina de suero y
en los materiales fosfatados por extrusion. La implicacion practica de tener células
estresadas es que éstas pueden desarrollarse si se transfieren a su medio 6ptimo,
sin embargo en condiciones adversas como lo es el pH &cido del yogurt y las
condiciones gastrointestinales tienen pocas posibilidades de sobrevivir. Considerar
el nivel de estrés de las células ayuda a tener una idea mas real de lo que
sucedera con el producto al ser consumido en cuanto al numero de

microorganismos que realmente llegaran viables al intestino.
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Figura 6. Porcentaje de células de B. breve estresadas, en un nivel detectable por una
concentracion de 2% NacCl adicionado al medio de cultivo, durante el proceso de secado
por aspersion en diferentes materiales matriz.

8.3.3Contenido de humedad de las cdpsulas

Se obtuvo un contenido de humedad de las capsulas de entre 3.57% y
6.58%. El porcentaje de humedad para las cdpsulas de cada material se muestra
en la Figura 7. Este resultado coincide con el reportado por otros autores que
obtuvieron contenidos de humedad de alrededor de 4% en capsulas con
probioticos obtenidas por secado por aspersion (Gardiner et al., 2000). Algunos
autores también han reportado contenidos de humedad més bajos, de alrededor
de 2% (Picot y Lacroix, 2004) sin embargo en general se considera que un
contenido de humedad menor de 4% a 5% es una condicibn segura de
almacenamiento a largo plazo en cuestion de estabilidad del producto (Chavez y
Ledeboer, 2007).
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% Humedad

Figura 7. Porcentaje de humedad de las capsulas obtenidas por medio de secado por
aspersion con los diferentes materiales matriz.

8.3.4 Rendimiento

Se denomindé como rendimiento en este estudio al porcentaje de
capsulas obtenido con respecto a la cantidad inicial de solucion matriz de cada
material. Como se observa en la Figura 8, los materiales a base de una mezcla
del concentrado de proteina de suero con almidén alto en amilosa, ya sea
fosfatado por el método convencional o por extrusion, dieron mayor rendimiento
que los materiales a base de s6lo almidén o concentrado de proteina de suero.
Dado que el presente estudio es un experimento a nivel de laboratorio, en el que
por cuestiones técnicas y del equipo gran parte del material no se puede recuperar
del ciclon del secador por aspersion, los rendimientos mostrados aqui son
relativos y Unicamente pueden dar una idea general del rendimiento del material
encapsulante en cuanto a la cantidad de capsulas obtenidas durante el proceso de
secado, sin embargo estos resultados no pueden escalarse a nivel industrial, en
donde el rendimiento podria ser diferente.
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Figura 8. Tendencia del rendimiento del material encapsulante en cuanto a la cantidad de
capsulas obtenidas después del secado por aspersion de la solucién matriz.

8.4 Determinacion del tiempo de adicién de las bacterias encapsuladas

durante el proceso de elaboracién del yogurt

El objetivo de este experimento fue determinar si existia alguna diferencia
significativa al adicionar las bacterias probidticas encapsuladas al yogurt antes o
después de la fermentacién de la leche durante el proceso de elaboracién del
mismo, en cuanto a la disminucion de la viabilidad de las bifidobacterias en el
yogurt durante 2 semanas y/o al someterlas a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal después del almacenamiento.

La disminucién del pH de la leche durante su proceso de fermentacion fue
similar para las muestras en las que se ferment6 en presencia del cultivo iniciador
comercial y de B. breve encapsulado y en las que se fermenté Unicamente en
presencia del cultivo iniciador comercial (Cuadro 5). Por lo que desde el punto de
vista técnico de la fermentacién de la leche durante el proceso de produccién del
yogurt, la presencia de B. breve no parece modificar la forma en que

tradicionalmente se realiza (sin el cultivo probidtico unicamente con el iniciador).
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Esto se puede atribuir a que las células de B. breve encapsulado no contribuyeron
al proceso de fermentacion de la leche, por lo menos no a la disminucion de su
pH, sin embargo se requieren mas analisis para concluir que este microorganismo
encapsulado en 90Aext no tiene una participacion en el proceso de fermentacion
de la leche. Por motivos de salubridad no se monitore6 el pH de las muestras del
yogurt durante todo el proceso de fermentacion, sino solamente al final, el
monitoreo en cada hora se realizé en una muestra control que consistié de la

leche reconstituida y el cultivo iniciador comercial.

Cuadro 5. pH de la leche después de 5.4 horas de fermentacion en presencia de cultivo
lactico iniciador comercial y del cultivo lactico iniciador mas microorganismos probiéticos

(Antesl y Antes 2) en el proceso de preparacion de yogurt.

Control Antes Error estandar Después Error estandar

4,582 4,552 0.03 4.615% 0.025

Como se puede ver en la Figura 9, las bacterias encapsuladas en 90Aext
y adicionadas a la leche antes de su fermentacién durante el proceso de
elaboracion del yogurt, incrementaron su numero inicial aproximadamente en 0.8
log presumiblemente a lo largo del proceso de fermentacion de la leche con el
cultivo iniciador a 42°C durante aproximadamente 6 h. Dicho nimero de bacterias
se mantuvo durante las 2 semanas de almacenamiento a 4°C. Por otra parte, las
bacterias encapsuladas adicionadas a la leche ya fermentada no mostraron este
incremento y Unicamente mantuvieron su numero inicial durante el
almacenamiento de 2 semanas. Este incremento significativo en el numero de
microorganismos probidticos en las muestras en las que se agregaron junto con el
cultivo iniciador se ha atribuido a que las condiciones de fermentacion de la leche
favorecieron no soélo el desarrollo del cultivo iniciador sino también el de B. breve.
Picot y Lacroix (2004) reportaron un ligero incremento de las bacterias probioticas
libres, adicionadas antes de la fermentacion junto con el cultivo iniciador, durante

la fermentacion de la leche, sin embargo no se reporta dicho hallazgo para las
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bacterias encapsuladas. Se ha reportado ademas que la inoculacion de la leche
con el cultivo probittico antes de su fermentacion brinda mayor tolerancia a las
bacterias probioticas a las condiciones ambientales al crecer junto con el cultivo
iniciador (Gardini et al., 1999).

9+ —=&— Antes
—e— Después

Promedio Log (UFC/mL)

7\‘\‘\‘(‘\‘\‘\ T T 1 7
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

Figura 9. Viabilidad de B. breve encapsulado en 90 Aext, adicionado a la leche antes o
después de la fermentacion en el proceso de la elaboracion del yogurt y almacenado
durante 2 semanas.

Al ser sometidas las células, después de ser almacenadas en yogurt
durante dos semanas, a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal se
puede ver que tanto las células encapsuladas adicionadas antes como las
adicionadas después de la fermentaciéon de la leche disminuyeron su viabilidad en
aproximadamente 1 log con respecto a su numero antes de ser sometidas a las
condiciones gastrointestinales simuladas (Figura 10). Las bacterias agregadas

antes de la fermentacibn de la leche se mantuvieron en un nUdmero
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significativamente mayor que las agregadas después, al final de su exposicion a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. Esta predominancia en numero
se mantuvo durante todo el experimento, desde el final de la fermentacion de la
leche hasta el final de su exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas, a
pesar de haber sido agregadas inicialmente en el mismo nimero que las que se
agregaron después del proceso de fermentacion. Por ello y tomando en cuenta
que en estudios previos se ha agregado el microorganismo probidtico antes de la
fermentacién de la leche (Sultana et al., 2000; Picot y Lacroix, 2004; Kailasapathy,
2006) y que desde el punto de vista tecnologico es preferible adicionar el cultivo
probiético junto con el iniciador, pues representa un paso menos en el proceso de
produccion, se decidié adicionar las capsulas antes del proceso de acidificacion,
junto con el cultivo lactico iniciador, para todos los materiales que se probaron en

yogurt como alimento modelo en experimentos subsecuentes.
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Figura 10. Exposicién a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal de B. breve
encapsulado, adicionado a la leche antes o después de su fermentacion durante el
proceso de elaboracion del yogurt y almacenado durante 2 semanas.
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8.5 Viabilidad en yogurt de B. breve encapsulado en materiales

modificados por método convencional

En cuanto a la viabilidad de B. breve encapsulado en matrices de almidén
alto en amilosa modificadas por método convencional y adicionado en la leche
junto con el cultivo iniciador comercial antes de la fermentacion de la leche durante
el proceso de elaboraciéon del yogurt, en la Figura 11 se muestra como durante la
fermentacion de la leche B. breve, tanto libre como encapsulado, mostré una
tendencia a incrementar su numero, fenOmeno observado también en el
experimento previo (ver 8.4). En este caso el Unico material que no mostré un
incremento significativo en el nUmero de bacterias durante la fermentacion fue el
CPS. El incremento de B. breve encapsulado en Aconv y 90 Aconv, asi como del

microorganismo libre fue de alrededor de 0.5 log.
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Figura 11. Cambio en el numero de células de B. breve tanto encapsulado en materiales
modificados por método convencional y CPS como en el de B. breve no encapsulado
durante la fermentacién de la leche (42°C / 6 h) en el proceso de elaboracion del yogurt.
Los asteriscos indican diferencias significativas en la viabilidad del microorganismo antes
y después del proceso de fermentacion de la leche. Los resultados mostrados fueron
obtenidos a partir de dos réplicas.
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En la Figura 12 se observan los resultados de la viabilidad de B. breve
durante el almacenamiento de yogurt por 4 semanas a 4°C en su forma libre y
encapsulado en matrices modificadas por método convencional y en concentrado
de proteina de suero. A pesar de que entre la semana cero y la cuatro todos los
materiales mostraron una disminucién significativa en el nimero de células de B.
breve con respecto a su numero inicial, en el Cuadro 6 puede observarse que la
mayor disminucién de la viabilidad fue mostrada por las células sin capsula,
seguidas de las células encapsuladas en Aconv. Las células encapsuladas en
CPS y 90Aconv son las que menor disminucidn de su viabilidad mostraron durante
el almacenamiento en yogurt. La sobrevivencia de la cepa ATCC 15700 de B.
breve, utilizada en el presente estudio, encapsulada en una matriz de concentrado
de proteina de suero fue mayor a la reportada por Picot y Lacroix, quienes
obtuvieron una disminucion de 5 log en 28 dias de la cepa BB R070 de B. breve
encapsulada en aislado de proteina de suero. Esta diferencia en la sobrevivencia
entre las dos cepas de bifidobacterias puede atribuirse a una tolerancia de las
bifidobacterias a las condiciones de almacenamiento del yogurt dependiente de la
cepa previamente observada (Hussein y Kebary, 1999; Picot y Lacroix, 2004) y/o

a la proteccion especifica brindada por los materiales.

Cuadro 6. Disminucién de la viabilidad de B. breve, encapsulado en matrices de almidén
alto en amilosa fosfatado por método convencional, CPS y una mezcla de ambos, durante

su almacenamiento en yogurt por 4 semanas a 4°C.

Material encapsulante Disminucién promedio de la viabilidad de B. breve Error estandar
Log (UFC / mL)
Sin capsula 1.3462359° 0.25014663
CPS 0.59145843% 0.24228139
90 Aconv 0.54751627 % 0.14574383
Aconv 0.454947°" 0.08169658
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Figura 12. Cambio en la viabilidad de B. breve encapsulado en materiales modificados por

método convencional y concentrado de proteina de suero, durante su almacenamiento en

yogurt durante 4 semanas a 4°C. Los asteriscos indican diferencias en la viabilidad entre
la semana 0y la 4 para cada material.

8.6 Exposicién a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal de B.
breve libre y encapsulado en materiales modificados por método
convencional y CPS

Al exponer las muestras de yogurt almacenadas por 4 semanas, con
bacterias encapsuladas y en su forma libre a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal, se observé que durante la etapa de exposicion a condiciones
gastricas simuladas (pH 2) no hubo diferencias significativas en la disminucion de
la viabilidad de las bacterias encapsuladas o libres, lo cual se atribuyd a que las
bacterias estaban ya adaptadas a un pH acido al ser el pH del yogurt de 4.5. Sin
embargo, durante la exposicion a condiciones intestinales simuladas (pH 7.5) se
observd una disminucién significativa de la viabilidad de las bacterias

encapsuladas en todos los materiales y de las no encapsuladas con excepcion de
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las encapsuladas en CPS que no mostraron diferencia significativa con respecto a
su numero al inicio de la exposicidn a las condiciones intestinales (Figura 13). Las
bacterias no encapsuladas mostraron la mayor disminucion en viabilidad, teniendo
una disminucion durante la exposicion a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal de 4.8 log (Cuadro 7), y una disminucién total desde el inicio de su
almacenamiento en yogurt hasta este punto de mas de 6 log (Cuadro 10). Las
bacterias que mejor soportaron el transito por las condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal fueron las encapsuladas en CPS que tuvieron una disminucion
total, desde el inicio del almacenamiento en el yogurt hasta el final de las
condiciones intestinales simuladas, de 1.7 log. Las bacterias encapsuladas tanto
en Aconv como en 90 Aconv tuvieron una sobrevivencia intermedia entre las no
encapsuladas y las encapsuladas en CPS y mostraron una disminucién de la
viabilidad total aproximada de 3.3 (Cuadro 8); la mayor reduccién en la viabilidad
se dio principalmente durante la exposicion de las bacterias encapsuladas en
estos materiales a las condiciones intestinales simuladas. Nuestros resultados en
cuanto a la sobrevivencia de las bacterias encapsuladas durante su exposicion a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal se contraponen con los
resultados obtenidos por Picot y Lacroix (2004) quienes obtuvieron una
disminucion dramatica (6 log) en el ndmero de microorganismos Vivos
encapsulados durante su exposicion a condiciones gastricas simuladas, numero
gue no sélo no disminuyé durante la subsecuente exposicion a condiciones
intestinales simuladas, sino que durante esta etapa el nimero de bacterias viables
se incremento6 en 3.5 log. Se debe de tomar en consideracién que la metodologia
utilizada en el presente trabajo y la utilizada por Picot y Lacroix (2004) en cuanto a
la exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal es diferente, por
lo que la comparacién debe de tomarse con reservas. La sobrevivencia de las
células encapsuladas y no encapsuladas durante su transito por condiciones
gastrointestinales simuladas obtenida en el presente trabajo concuerda con lo
obtenido por Kos et al. (2000) en cuanto a que el namero de bacterias
sobrevivientes disminuyé durante toda la progresion de la exposicibn a

condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, sin embargo estos autores
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obtuvieron una mayor disminuciéon en la viabilidad durante la exposicion a

condiciones gastricas simuladas en comparacion con la obtenida en este trabajo.

Condiciones géastricas  |—=—CPS Condiciones intestinales | CPS
—e— 90 A conv —e— Aconv + 10CPS|
9.0 —— Aconv 9.0 —&— Aconv
8.51 Sin capsulal 8.5+ Sin cépsula
- 8.0 ~ 8.0+
E 7.54 ig; £ 7.5
o 7.0 o701 a]
5 651 5 65] ab %
= 6.0 Seol b ;\.}/%
S 55] Ss5] b N\
2 5.0 2 5.0 I
8 451 3 4.5 \?———_% v
S 4.0 § 401 1
o 354 a 351
3.0 T T 3.0 T T T
To géastrico 2 h gastrico To intestinal 2 h intestinal 4 h intestinal

Figura 13. Cambio en la viabilidad de B. breve encapsulado en concentrado de proteina
de suero, almidén alto en amilosa fosfatado por método convencional, una mezcla de éste
con CPS (10%) y de bacterias libres, durante su exposicion a condiciones gastricas e
intestinales simuladas. Los resultados son producto de tres réplicas.

Cuadro 7. Disminucion de la viabilidad de células de B. breve, encapsuladas en
materiales modificados por método convencional, CPS y sin encapsular, durante su

exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas.

Material encapsulante Disminucién promedio de la viabilidad de Error estandar
B. breve Log (UFC/mL)
Sin capsula 4.832108267° 0.2514016
Aconv 2.852349833" 0.20544058
90 Aconv 2.726359667" 0.08217205
CPS 1.164717267° 0.04427893
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Cuadro 8. Disminucion de la viabilidad de células de B. breve, encapsuladas en
materiales modificados por método convencional, CPS y sin encapsular, desde el inicio de
su almacenamiento en yogurt hasta el final de su exposicion a condiciones simuladas del

tracto gastrointestinal.

Material encapsulante Disminucién promedio de la viabilidad de Error estandar
B. breve Log (UFC/mL)
Sin capsula 6.178344167% 0.11691762
Aconv 3.307296833" 0.21390758
90 Aconv 3.273875933" 0.17253325
CPS 1.7561757°¢ 0.23701581

En la Figura 14 se muestra un estimado del porcentaje de bacterias que
resultaron fuertemente estresadas (detectable por la adicién de 2% NaCl al medio
de cultivo) durante la fermentacion y transito por las condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal. Durante la fermentacién el Gnico material que muestra
diferencia significativa es el CPS en el cual aparentemente el nUmero de bacterias
estresadas disminuyé significativamente después de dicho proceso. En cuanto al
nivel de estrés de las células durante la exposicion a condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal no se encontré ninguna diferencia significativa para ninguno
de los materiales encapsulantes ni para las células sin encapsular en el caso de
los materiales encapsulados en materiales modificados por método convencional
(Figura 14-A).

El método utilizado para la evaluacion del nivel de estrés de las bacterias
encapsuladas y no encapsuladas durante los diferentes pasos del proceso no
mostré tendencias claras que lleven a conclusiones precisas, e incluso en varios
de los ensayos las bacterias crecieron mejor en el medio adicionado de 2% de
NaCl que en el no adicionado por lo que parece no ser un método adecuado para
dicho fin. Se requiere de mas analisis utilizando otro medio de deteccion de estrés

para la cepa de B. breve utilizada en este estudio para poder concluir mas
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precisamente sobre el estrés de las bacterias ocasionado por los diferentes

procesos a las que fueron sometidas.

A Il Antes de fermentar
I Después de fermentar
1.2+ I Antes de TGI
I Después TGl

o
o
—
X
S
CPS 90 Aconv Aconv  Sin capsula
Material
Il Antes de fermentar
0.6 - [ Semana 2
B ] Il Semana 4
&)
o
—
k2
S
T Material
0.4
0 5_' 90 Aconv 90 Aext 75 A ext Aext CPS  Sin cépsula
0.6 -

Figura 14. Porcentaje de células de B. breve que resultaron estresadas durante su
exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, detectado por la adicion de
2% de NaCl en su medio de cultivo. A. encapsuladas en materiales modificados por
método convencional, CPS y sin encapsular B. Encapsuladas en materiales fosfatados

por método convencional y por extrusion, CPS y sin encapsular.
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8.7 Viabilidad en yogurt de B. breve encapsulado en materiales

modificados por método convencional y por extrusion

La fermentacion de la leche durante el proceso de elaboracion del yogurt
en presencia del cultivo iniciador y del cultivo probiético dio como resultado una
tendencia a incrementar el numero de células probiéticas durante este proceso. En
este experimento el incremento en el nimero de bacterias durante la fermentacion
de la leche fue significativo Unicamente para los microorganismos encapsulados
en CPS, 90 Aconv y para las células sin capsula. La tendencia en el incremento en
el nimero de las bacterias probioticas durante la fermentacion de la leche coincide
con resultados previamente obtenidos en este trabajo (Figura 9 y 11) y los cuales
se han discutido con mas detalle en apartados previos, sin embargo se tienen
resultados diversos con respecto a los materiales que presentan una diferencia
significativa en el incremento del nimero de bacterias durante este paso del
proceso de elaboracién del yogurt. Mientras que las células no encapsuladas y las
encapsuladas en 90 Aconv mostraron este incremento significativo todas las
veces; el CPS, el 90 Aext y el Aconv sélo tuvieron un incremento significativo en
uno de dos ensayos, siendo los Unicos que nunca mostraron un incremento

significativo el Aext y su combinacion con 25% CPS.

Después de la fermentacion de la leche, durante el almacenamiento del
yogurt con bacterias encapsuladas y libres se observa que Unicamente las
bacterias sin capsula disminuyeron significativamente su ndmero en la cuarta
semana (Figura 16). En el Cuadro 9 se muestra que las bacterias sin capsula
mostraron una reduccion de aproximadamente 0.3 log durante sus 4 semanas de
almacenamiento en yogurt mientras que todas las bacterias encapsuladas
conservaron su numero e incluso tuvieron una ligera tendencia, aunque no

significativa, a incrementarlo.
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Figura 15. Viabilidad de B. breve encapsulado en materiales modificados
convencionalmente o por extrusion durante la fermentacion de la leche en el proceso de
elaboracion del yogurt. El asterisco indica diferencia para el material marcado entre antes
y después de la fermentacion.
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Figura 16. Viabilidad en yogurt de B. breve, encapsulado en materiales modificados por
método convencional o por extrusion, almacenado en yogurt durante 4 semanas.
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Cuadro 9. Disminucion de la viabilidad de células de B. breve, encapsuladas en
materiales modificados por método convencional, por extrusion, en CPS y sin encapsular,

durante su almacenamiento en yogurt.

Disminucién promedio de la viabilidad
Material encapsulante de B. breve Log (UFC/mL) Error estandar

Sin cépsula 0.35341° 0.10571283
CPS -0.05948° 0.14148546

90 Aconv -0.01658%° 0.13433786

75 Aext -0.0818% 0.04601482

Aext -0.86084%" 0.34450491

90 Aext -0.04207° 0.02312288

8.8 Exposicién a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal de B.
breve libre y encapsulado en materiales modificados por método

convencional, por extrusion y en CPS

Como se puede observar en la Figura 17, el comportamiento en cuanto a
la viabilidad de las células de B. breve encapsuladas tanto en materiales
modificados por método convencional como por extrusibn mostré una tendencia a
mantener su numero durante la exposicion a condiciones gastricas simuladas,
tendencia que se observé también en experimentos previos reportados en el
presente documento (Figuras 10 y 13) y que se ha discutido con anterioridad. Sin
embargo, el comportamiento de los materiales fosfatados por extrusion fue
diferente al mostrado en experimentos previos (Figura 10) en donde se ve una
disminucién gradual de la viabilidad de los microorganismos encapsulados en
90Aconv a diferencia del presente experimento (Figura 17) en donde se ve una
disminucién notoria del nimero de microorganismos, tanto encapsulados en todos
los materiales como libres, al inicio de su exposicion a condiciones intestinales

simuladas, siendo los microorganismos que mayor disminucién mostraron los que
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Figura 17. Viabilidad de B. breve encapsulado en materiales modificados por método
convencional y por extrusion, en CPS y sin encapsular durante su exposicion a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. Los asteriscos indican diferencias
significativas en el material marcado entre el tiempo cero y el Gltimo tiempo monitoreado
ya sea de las condiciones gastricas o intestinales.

Cuadro 10. Disminucién de la viabilidad de B. breve, encapsuladas en materiales

modificados por método convencional, por extrusion, en CPS y sin encapsular, durante su

exposicion a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.

Disminucién promedio de la viabilidad de
Material encapsulante B. breve Log (UFC/mL) Error estandar
Sin cépsula 4.268536° 0.12965035
25 Aext 2.443548° 0.06299642
90 Aext 1.886153° 0.02507028
90 Aconv 1.67794° 0.00488958
Aext 1.604064° 0.1365087
CPS 1.425319° 0.06730057

carecian de capsula. Esta diferencia en la disminucion de la viabilidad entre

ambos experimentos se ha atribuido a una sensibilidad marcada de los

microorganismos al cambio de condiciones gastricas a intestinales, especialmente

el pH, pues la Unica diferencia entre ambos experimentos fue que al transferir las

67




bacterias del jugo gastrico al jugo intestinal en el primer experimento se utilizo
buffer de fosfatos, mientras que en el segundo caso no se utilizé. Se requieren sin

embargo estudios posteriores para confirmar esta atribucion.

8.9 Observacion de las capsulas en Microscopio Electrénico de Barrido
(SEM)

Las imagenes obtenidas a través de la microscopia electronica de barrido
muestran la superficie de las capsulas que contienen a las bacterias. Como se
puede ver en las Figuras 18 a 22 a partir de todos los materiales se obtuvieron
capsulas de diversos tamafios y morfologias. En el caso de las capsulas de CPS
se observaron algunas céapsulas predominantemente redondas con algunas
cavidades en la superficie y cuyo tamafo va desde aproximadamente de 1 a 30
um (Figura 22), a diferencia de las cépsulas de almidon alto en amilosa tanto
fosfatado por método convencional como por extrusion en donde se observan
capsulas con morfologia alargada (Figuras 20 y 21). Estas tendencias en la
morfologia de las capsulas puede atribuirse a diferencias intrinsecas en los
granulos del material encapsulante pues se ha reportado que el almidén alto en
amilosa tiende a tener una morfologia alargada la cual se ha atribuido a que las
moléculas de amilosa de un granulo en el amiloplasto interactian y forman dobles
hélices con moléculas de amilosa de granulos adyacentes evitando asi la division

del amiloplasto y dando como resultado granulos alargados (Jiang et al., 2010).

Por otra parte, los granulos de almiddn alto en amilosa fosfatados tanto
por método convencional como por extrusion también mostraron algunas
diferencias entre si. Las capsulas de almidon alto en amilosa fosfatado por
extrusion (Figura 21C) muestran una forma menos definida y mas particulas
pequefias dispersas, de formas amorfas en comparacion con las capsulas de
almidon alto en amilosa fosfatado por método convencional (Figura 20C) cuyo
tamafio es mas uniforme y cuya forma se muestra mejor definida predominando
capsulas de forma alargada y en forma de dona. Esta diferencia entre los
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materiales modificados por método convencional y por extrusién confirma el dafio
que sufren los granulos de almidén al ser sometidos a las condiciones extremas
de presidon y temperatura (Chang y Lii, 1992). Esta pérdida de integridad de los
granulos expuestos a las condiciones extremas del extrusor también se mostré en
otros resultados obtenidos en el presente estudio como el incremento en el ISA e
IAA.

En el caso de las capsulas de almidon alto en amilosa fosfatado por
método convencional o por extrusion y 10% de concentrado de proteina de suero
(Figuras 18 y 19) muestran predominantemente formas alargadas aunque también
muestran algunas cépsulas redondas tal como se esperaba por la combinacion de
materiales. En estas cdpsulas también se observd una mayor pérdida de
integridad de los granulos sometidos al proceso de extrusion que los fosfatados

por el método convencional.

Figura 18. Imagenes SEM de las capsulas de 90% almidén alto en amilosa fosfatado por
método convencional mas 10% concentrado de proteina de suero (90Aconv).
Resoluciones: A.1500x; B. 10000x; C. 8000x
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Figura 19. Imagenes SEM de las capsulas de 90% almiddn alto en amilosa fosfatado por
extrusion mas 10% concentrado de proteina de suero (90Aext). Resoluciones: A.
10000x; B. 10000x; C. 1500x

Figura 20. Imagenes SEM de las capsulas de almidon alto en amilosa fosfatado por
método convencional (Aconv). Resoluciones: A. 10000x; B. 1500x; C. 8000x
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Figura 21. Imagenes SEM de las capsulas de almidon alto en amilosa fosfatado por
extrusion (Aext). Resoluciones: A. 10000x; B. 1500x; C. 10000x

Figura 22. Imagenes SEM de las capsulas de concentrado de proteina de suero (CPS).
Resoluciones: A. 10000x; B. 1500x; C. 1500x; D. 10000x
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8.10 Observacion de las capsulas en Microscopio Confocal

De acuerdo a la imagen obtenida en el microscopio confocal de las
capsulas de CPS tefiidas con FITC, se puede observar que el tamafio de éstas
esta alrededor de los 10 um, lo cual se encuentra dentro del intervalo observado
en las imagenes obtenidas en el SEM en donde se obtuvieron capsulas de entre 1
y alrededor de 30 um, la diferencia puede deberse al segmento de observacién de
las capsulas al momento de tomar la fotografia. A pesar de estar juntos entre si en
la imagen, se puede apreciar que los granulos tienen una forma esférica
predominantemente con algunas imperfecciones en la superficie, las cuales se
pueden observar mejor en las imagenes obtenidas del SEM para este material
(Figura 23). El colorante FITC se ha utilizado para la fluorescencia de proteinas

(Picot y Lacroix, 2006) dando una coloracién verde.

En el caso de las capsulas de Aconv, se observa en la Figura 24 como
algunas capsulas muestran un color verde brillante con otras mas obscuras en el
fondo que parecen no haberse tefiido y que son la mayoria. El colorante Congo
Red se ha utilizado con gran eficacia para detectar carbohidratos como quitina y
colageno (Michels y Buntzow, 2010), para la deteccion de [B-glucanos vy
compuestos de celulosa en paredes celulares y mas recientemente para tefir
granulos que han sido dafiados por algin proceso, como coccién (Lamb y Joy,
2005). Se ha atribuido la predominancia del colorante verde y de las cdpsulas no
tefiidas en nuestras imagenes de las capsulas de Aconv a que los granulos
estaban integros y no se tifieron de rojo. Las capsulas de almidén modificado por
extrusion muestran por su parte algunos granulos teflidos en rojo que indican la
presencia del almidon en las capsulas, almidon que ademas ha sido dafiado por

las altas temperaturas y presion del proceso de extrusion (Figura 25).
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Figura 23. Imagenes en microscopio confocal de cdpsulas de B. breve en CPS.
Resolucion 20x

Figura 24. Imagenes en microscopio confocal de capsulas de B. breve en 90 Aconv.
Resolucion 100x
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En cuanto a la estructura de las capsulas compuestas tanto de almidon
(90%) como de proteina (10%), la Figura 24-A da una idea de cdmo pueden estar
conformadas las capsulas. Se observa la parte interior de la capsula en rojo, lo
cual es indicativo de la presencia de carbohidratos y la parte exterior en verde, es

decir, conformada de proteina.

Figura 25. Imagenes en microscopio confocal de cipsulas de B. breve en 90 Aext.
Resolucién 100x

9. CONCLUSIONES

En cuanto a la fosfatacion, el proceso de extrusibn ademas de ser un
método que no requiere una cantidad excesiva de reactivos lo cual es favorable
desde el punto de vista econémico y del cuidado del ambiente, es mas eficiente en
cuanto a la fosfatacion de almidén alto en amilosa que el método convencional en
horno. Sin embargo, el grado de degradacion del granulo al que conlleva el
proceso de extrusion se ve reflejado en ciertas propiedades del granulo como un

incremento en el ISA e IAA.
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En cuanto al método de encapsulacion, el secado por aspersion tanto del
almidén alto en amilosa como del concentrado de proteina de suero a una
temperatura de entrada de 160°C, da como resultado capsulas con un contenido
de humedad aceptable (entre 3 y 6%) para la estabilidad del producto durante su
almacenamiento. Ademas, dicha temperatura permite la sobrevivencia de los

microorganismos probidticos encapsulados.

En cuanto a las cepas de probidticos, se determiné que la cepa ATCC
15700 de B. breve alcanza el final de la fase logaritmica tardia de su crecimiento
aproximadamente entre las 15 y 24 h de cultivo. El medio de cultivo 6ptimo para el
crecimiento de esta bacteria fue el agar MRS, sin la adicién de L-cisteina-HCL. Por
otra parte, la vancomicina en la concentracion probada en este estudio no
disminuye el crecimiento de B. breve ATCC 15700 en comparacion con su
crecimiento en agar MRS-c aunque si existe un crecimiento significativamente
menor en presencia de este antibiotico al compararlo con su crecimiento en agar
MRS.

En cuanto a la viabilidad de los microorganismos, durante el secado por
aspersion los materiales que mayor proteccion brindaron al microorganismo fueron
el CPS, 90 Aext y 75 Aext. Sin embargo, el comportamiento de los materiales, en
cuanto a la preservacion de la viabilidad de las células encapsuladas, durante su
almacenamiento en yogurt y subsecuente exposicién a condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal fue diferente y mostr6 variaciones en los diferentes
experimentos realizados. En general, al final de la exposicion a las condiciones
gastrointestinales simuladas, la proteccion del microorganismo fue mayor en
matrices de CPS, seguido de matrices de almidon alto en amilosa fosfatadas tanto
por método convencional como por extrusién, siendo las células no encapsuladas

las que mayor disminucion en su viabilidad mostraron.

En cuanto a la incorporacion de las bacterias probidticas en el proceso de
elaboracion del yogurt se observd que éstas pueden adicionarse a la leche junto
con el cultivo iniciador, previo a la fermentacion. Esto resulta adecuado no

solamente desde el punto de vista tecnolégico pues no altera los pasos del
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proceso original de elaboracion del yogurt, sino que ademas durante la
fermentacién de la leche por el cultivo iniciador también se observo un incremento
en el numero de las células probidticas lo cual desde el punto de vista econémico
es favorable pues podria requerirse la adicion de una menor cantidad de cultivos

probioticos para obtener un alimento funcional.

Se requieren mas estudios para demostrar que la cepa de B. breve no
participa en el proceso de fermentacién de la leche durante la produccién del
yogurt, sin embargo se observéd que no acelero la disminucion del pH del yogurt, lo

cual es favorable en cuanto a la vida de anaquel del producto.

La utilizacién de 2% NaCl en el medio de cultivo como indicador de estrés
de células de la cepa de B. breve estudiada no resulté adecuado, por lo que se
requiere probar otros métodos para una determinacion mas precisa de este

parametro.

Las imagenes obtenidas tanto por microscopia electronica de barrido
(SEM) como por microscopia confocal, indican que el almidon fosfatado por
extrusion sufrié una degradacion que no sufrié el almidon fosfatado por el método
convencional, esto se debe a las condiciones extremas de presion y temperatura
inherentes del proceso de extrusién. En las microfotografias ademéas se pudo
observar que el tamafio de las microcapsulas obtenidas por secado por aspersiéon
esta alrededor de 10 a 30 ym y que el método utilizado de microencapsulacion y/o
tamizaje dio como resultado particulas de varios tamafos. Posiblemente la
estructura de los granulos compuestos de una combinacién de almidén y proteina
involucra el centro de la capsula compuesto de carbohidratos rodeados de una
capa de proteina en el exterior, sin embargo se requieren observaciones con
colorantes mas especificos para los materiales utilizados para confirmar la

observacion obtenida.
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APENDICE 1. Curva de calibracion utilizando fosfato monobasico de potasio

para determinar el grado de fosfatacién de los materiales modificados.

Para conocer el equivalente en porcentaje de fésforo contenido en cada
muestra de material matriz con respecto a las unidades de absorbancia obtenidas
del método espectrofotométrico para la determinacion de foésforo reportado por
Smith y Caruso (1964), se realizO una curva de calibracion siguiendo la
metodologia reportada por los mismos autores. Para la curva de calibracion se
utilizé una solucion estandar fosfato monobasico de potasio en alicuotas de 0.5,
1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg de fosforo aforadas a 100 mL de agua. La curva obtenida se
muestra en la Figura 26, cuya ecuacion fue utilizada para el calculo del porcentaje

de fosforo de los materiales matriz reportado en el presente trabajo (Figura 1).
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Figura 26. Curva de calibracion con fosfato monobasico de potasio para la determinacion
de fésforo de los materiales matriz.
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APENDICE 2. Curvas de calibracion para la conversién de las unidades de
densidad Optica registradas por el bioscreen en UFC.

Para conocer el equivalente de UFC con respecto a las unidades de
densidad Optica obtenidas en el bioscreen, se realiz6 la siembra en placa por
extension en superficie (ver 7.2.2) de varias de las diluciones del microorganismo
monitoreadas en el bioscreen. Con las UFC obtenidas de dicho recuento en placa
se obtuvo una ecuacion (ver Figura 27B) que permitié la conversion a UFC de
todos los resultados obtenidos en el bioscreen durante el crecimiento de B. breve
por 24 h.

En pozos de una placa para Bioscreen se colocé por triplicado 300 ul del
cultivo activado directo, asi como de las diluciones 2, 3, 4, 6, 10, 20 y 50 del
mismo en caldo MRS-c. El equipo se programé para realizar lecturas cada 5 min
durante 30 min a 37°C. Por separado, se sembraron en agar MRS-cv (ver 7.2.2)
algunas de las diluciones probadas para obtener la equivalencia de unidades de

densidad 6ptica obtenidas por el equipo con respecto a UFC.
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Figura 27. Curva de calibracién del crecimiento de B. breve obtenida en el Bioscreen. A.
Unidades de densidad Gptica de las diferentes diluciones de B. breve en caldo MRS-c
registradas por el Bioscreen. B. Relacion de las Unidades de densidad Optica obtenidas
en el Bioscreen con respecto a las unidades formadoras de colonia de B. breve.

APENDICE 3. Ajuste de unidades de las capsulas (gramos a miligramos)

El ajuste de unidades de peso (g) por unidades de volumen (ml) en las
capsulas obtenidas del proceso de secado por aspersion de B. breve en diferentes
materiales matriz se realiz6 tomando en cuenta la concentracion inicial de las
soluciones matriz (10%), su peso (400 g) y su volumen (410 mL) los cuales fueron
medidos en el laboratorio, asi como el contenido de humedad final de las capsulas
el cual fue determinado por un método gravimétrico (ver Figura 7). Se dividi6 el
volumen inicial de la solucién matriz (mL) entre el peso de las capsulas obtenidas
(g) al secar dicha solucion en el secador por aspersion. La relacién obtenida de
mililitros de solucion matriz por gramo de capsulas se utilizd para ajustar los
resultados de viabilidad de B. breve en las capsulas después del proceso de
secado y asi convertir UFC / g de capsulas a su equivalente en UFC / mL. En el

Cuadro 11 se muestra un ejemplo del calculo.
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Cuadro 11. Ejemplo del calculo para la conversién de unidades de peso en unidades de

volumen de las c4psulas obtenidas por secado por aspersiéon

Antes de secar | Pérdida durante el secado | Después de secar
% Humedad 90% 86% 4%
Peso (g) 400 344 56
Volumen (ml) 410
410mL / 56g = 7.329285714 mL / g
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