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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la viabilidad de la levadura probidtica Saccharomyces
boullardii sin encapsular y encapsulada en queso fresco, con el objetivo de proteger al
probidtico de la degradacion con el fin de garantizar un mayor nimero de levaduras
viables en el alimento funcional de acuerdo a lo estipulado por la FAO. El probiético fue
encapsulado con una mezcla de hidrocoloides de alginato de sodio, mucilago de nopal
e inulina empleando la técnica de emulsioén, donde fueron estudiadas las relaciones
entre las propiedades texturales del gel formado por los materiales encapsulantes. Aqui
el alginato de sodio formo6 un gel de mayor dureza. Sin embargo, la incorporacion de
otros hidrocoloides como mucilago de nopal e inulina, disminuyé la fuerza del gel
formando una matriz de gel mas cohesiva y mas resiliente. Con estos resultados se
elaboraron microcapsulas conteniendo a S. boullardii, utilizando a este mismo
microorganismo de manera libre como control. Después de estudios de viabilidad el
simbiotico encapsulado fue agregado al queso fresco, donde se observdé que la
viabilidad fue mayor que cuando se utiliz6 al microorganismo sin encapsular durante 30
dias de almacenamiento a 4°C. Posteriormente, el alimento funcional fue expuesto a
condiciones de acidez a pH de 2.0 y 6.5 durante un periodo de incubacién de 3 hrs,
observandose que la viabilidad del microorganismo libre en el alimento s6lo mantuvo
una supervivencia del 0.081% a pH de 2.0 con respecto a la viabilidad inicial. Por su
parte, cuando el microorganismo se adicion6 al queso en forma encapsulada, logro una
supervivencia del 1.7% con respecto a su viabilidad inicial, conservando una viabilidad
de 107, por lo que resulta adecuado para considerarse como un microorganismo
probiotico bajo las condiciones de aplicacion. A pH de 6.5 la mayoria de las células de
levadura encapsulada quedaron atrapadas dentro de las microesferas, se obtuvo una
viabilidad despues de los 180 min de 57.54% y 40.74%, respectivamente. Tanto en
estado libre como encapsulado, la viabilidad de S. boulardii fue mayor a pH 6.5 que a
pH 2.0. Se logrd obtener un alimento simbidtico con efectos probibticos y prebidticos a
base de S. boulardii e inulina, con la concentracion del microorganismo probidtico

recomendada para que pueda ejercer sus efectos benéficos sobre la salud del huésped.
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ABSTRACT

The viability of the probiotic yeast Saccharomyces boullardii in free and encapsulated
forms in cheese was avaluated, with the aim of protecting the probiotic degradation
to ensure a greater number of viable yeasts in the food functional as stipulated by the
FAO. The probiotic was encapsulated in a mixture of hydrocolloids based on sodium
alginate, cactus mucilage and inulin by the emulsion technique, where they studied
the relationship between the textural properties of gel formed by the encapsulating
material, where sodium alginate gel formed harder, however, the addition of other
hydrocolloids such as cactus mucilage and inulin decreased the strength of the gel
forming a more cohesive gel matrix and more resilient. With these results we
developed microcapsules containing S. boullardii, using the same organism in a free
as a control. After feasibility studies on symbiotic package was added to cheese
where it was observed that viability was greater than the organism used freely for 30
days of storage at 4°C. Subsequently the functional food was exposed to acidic
conditions which were tested at pH 2.0 and 6.5 during an incubation period of 3
hours, respectively, observing that the viability of the microorganism in the food-free
survival rate was only maintained of 0.081% at a pH 2.0 with respect to the initial
viability. Meanwhile, when the organism was added to cheese in encapsulated form,
was observed a survival rate of 1.70% over its initial viability, maintaining a viability of
107, a concentration that is adequate to be considered a probiotic microorganism
under the conditions of application. A pH of 6.5 the viability of the microorganism was
greater when added to cheese in a free state when encapsulated is added, which is
due to the encapsulated cells were not completely released from the microcapsules
in the evaluation stage, after a period 3 hours under these conditions, the viability
obtained was 57.54% and 40.74% respectively. In both in forms, free and
encapsulated, the viability of Saccharomyces boulardii was higher at pH 6.5 than at
pH 2.0. It was possible to obtain a symbiotic food with probiotic and prebiotic effects
based in Saccharomyces boulardii and inulin, with the concentration of probiotic

microorganism recommended to exercise for its beneficial effects on host health.

“Desarrollo de un alimento funcional a base de Saccharomyces boulardii ¢ inulina”

VI



Tesis de Maestria

n

& CIIDIR IPN Michoaca

INTRODUCCION

1

e inulina”

al a base de Saccharomyces boulardii

alimento funcion

“Desarrollo de un



& CIIDIR IPN Michoacan Tesis de Maestria

La relacion entre dieta y salud fue reconocida por la Medicina Tradicional China hacia el
afio 1,000 antes de Cristo. Hace casi 2500 afios que también Hipdcrates menciono:
“Deja que la alimentacion sea tu medicina y que la medicina sea tu alimentacion”, con lo
cual reconoci6 la importancia de la alimentacion en la salud humana y concluyé que el

mantenimiento de la salud se efectla a través de la dieta y la higiene.

Existen cada vez mas pruebas cientificas que apoyan la hipotesis de que ciertos
alimentos tienen efectos fisicos y psicolégicos benéficos, gracias al aporte de los
nutrientes esenciales. La ciencia de la nutricion ha evolucionado a partir de conceptos
clasicos, tales como evitar las deficiencias de nutrientes, hacia los conceptos de

n4

nutricion "positiva" u "optima". Las investigaciones han pasado a centrarse mas en la
identificacion de componentes biolégicamente activos en los alimentos, que ofrecen la
posibilidad de mejorar las condiciones fisicas y psiquicas, asi como de reducir el riesgo

a contraer enfermedades (Boylston et al, 2004)

Por otro lado, la necesidad de contar con alimentos que sean mas beneficiosos para la
salud, se ve apoyada por los cambios socioecondémicos y demogréficos que se estan
dando en la poblacion. El aumento de la esperanza de vida, el cual trae como
consecuencia el incremento de la poblacion de la tercera edad, y el deseo de gozar de
una mejor calidad de vida, asi como el aumento de los costes sanitarios, han
potenciado que los gobiernos, los investigadores, los profesionales de la salud y la
industria alimenticia busquen la manera de controlar estos cambios de forma mas
eficaz. Se ha descubierto que muchos productos alimenticios tradicionales, como las
frutas, las verduras, la soya, los granos enteros y la leche, contienen componentes que
pueden resultar saludables. Ademas de éstos, cada dia se estan desarrollando nuevos
alimentos que afladen o amplian estos componentes beneficiosos, por las ventajas que
suponen para la salud y sus convenientes efectos psicolégicos.

Estos alimentos reciben el nombre de “Alimentos funcionales” y se les define como
aguellos alimentos que ademas de nutrirnos, nos aportan beneficios a la salud vy
reducen el riesgo de enfermarnos, a través de las sustancias biolégicamente activas

que contienen, las cuales son conocidas con el nombre de ingredientes funcionales 6
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nutracéuticos y desempefian una accion especifica en las funciones fisiologicas del
organismo. Existe una gran variedad de alimentos funcionales a disposicion del
consumidor, pero en estos momentos la prioridad es identificar qué alimentos
funcionales pueden mejorar la salud y el bienestar y reducir el riesgo o retrasar la
apariciéon de importantes enfermedades, como las cardiovasculares, el cancer y la
osteoporosis. Como ejemplos de alimentos funcionales destacan aquellos que
contienen determinados minerales, vitaminas, acidos grasos o fibra dietética, asi como
aquellos alimentos a los que se han afadido sustancias biolégicamente activas, entre
las que destacan los fitoquimicos, los antioxidantes y los probioticos, cultivos vivos de

microorganismos beneficiosos (Hansen et al, 2002).

Los microorganismos probioticos generalmente han sido suplementados a los
productos lacteos fermentados, pero también a otros tipos de alimentos, con objeto de
desarrollar los “Alimentos funcionales o Nutracéuticos” que demandan los consumidores
en los mercados mundiales. La simple alimentacién cotidiana es dificilmente favorecer
el establecimiento, crecimiento y desarrollo de una buena flora bacteriana de
proteccion, actualmente se esta recurriendo al desarrollo de alimentos simbidticos; es
decir, alimentos suplementados tanto con microorganismos probioticos como con
sustancias prebidticas que sirven de sustratos fermentativos de los probioticos;
aumentando de esta forma las posibilidades de supervivencia del probidtico en el tracto
gastrointestinal y con ello, aportando los beneficios a la salud del huésped. Los
fructooligosacaridos vy la inulina se encuentran entre los ingredientes prebidticos mas

utilizados en el desarrollo de alimentos funcionales. (Kailasapathy et al, 1997)

Dado que los microorganismos probiéticos no pueden sobrevivir en nimero suficiente y
conservar su actividad en las preparaciones comerciales o en el tracto digestivo del
huésped, actualmente se esta recurriendo a la seleccion de cepas resistentes al acido y
a las sales biliares, asi como a la microencapsulaciéon del probiético con objeto de
incrementar su supervivencia, viabilidad, establecimiento, crecimiento y desarrollo y de
esta forma, proporcionar los efectos benéficos a la salud del huésped (Shah, 2000;
Krasaekoopt et al., 2003).
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La microencapsulacion es un proceso en el cual las particulas son retenidas dentro de
una matriz encapsulante o membrana, para su posterior liberacion. Las técnicas de
microencapsulacion mas utilizadas son: secado por aspersion, extrusion, emulsion,
coacervacion, inclusion molecular, liofilizacion, centrifugacion, co-cristalizacion entre
otras. Entre los polimeros méas utilizados para la microencapsulacion de
microorganismos se tienen los siguientes: alginatos, gelana, quitosano, celulosas, -
carragenina, grenetina, pectina, goma arabiga, goma guar, agar, almidon, dextranos,
jarabes, ceras, parafinas, aceites, grasas, gluten, caseina, albumina y silicatos. La
eleccion de la técnica de encapsulacion dependera del material utilizado como agente

encapsulante, asi como del material a encapsular (Mandal et al, 2005).

Hoy en dia, la gente reconoce en mayor medida, que llevar un estilo de vida sano,
incluida la dieta, puede reducir el riesgo de padecer enfermedades y dolencias, y
contribuir de forma positiva al mejoramiento de la salud y el bienestar de la poblacion en
general. La amplia difusiobn que se est4 dando a la importancia de incluir en nuestra
dieta los alimentos funcionales “per-se”, asi como a los alimentos funcionales
desarrollados, esta contribuyendo a impulsar el desarrollo del mercado de estos

alimentos en todo el mundo.

El objetivo del presente estudio fue investigar el efecto encapsulante de la mezcla
alginato de sodio con inulina y mucilago de nopal, sobre el crecimiento y supervivencia
de la levadura probiética Saccharomyces boulardii adicionada en un alimento durante el

almacenamiento en frio.
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2.1 Alimentos funcionales

Los alimentos son todos aquellos productos que al ser ingeridos, llegan a la sangre,
nutren, reparan el desgaste, dan energia y calor al organismo, sin perjudicarlo ni
provocarle pérdida de su actividad funcional. Otra definicibn mas completa dice que los
alimentos son todos aquellos materiales de origen biolégico necesarios para el buen
funcionamiento de los organismos vivos, los cuales estan compuestos de cantidades
variables de agua, proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales y otros

compuestos, incluyendo los que imparten sabor y color (Badui, 1988).

Los alimentos funcionales se definen como aquellos alimentos que ademas de su
contenido nutrimental, aportan beneficios a la salud, al contener sustancias que
desempefian una accién especifica en las funciones fisiolégicas del organismo; dichas
sustancias reciben el nombre de “ingredientes funcionales 6 nutracéuticos”. El término
de alimento funcional se introdujo por primera vez en Japon en los afios 80's cuando las
autoridades sanitarias Japonesas supusieron que una buena nutricion, mejoraria de
manera importante la salud y con ello disminuirian los costos de prevencion y atencion
global de la poblacion. En este sentido, se introdujo un nuevo concepto de alimentos:
“Alimentos para uso especifico de salud” (Foods for Specified Health Use o FOSHU),
los cuales se desarrollaron para mejorar la salud y reducir el riesgo de contraer
enfermedades. La demanda de este tipo de alimentos ha crecido en paises asiaticos
desde finales del siglo XX y en fechas recientes, su uso se ha extendido rapidamente a
paises de Europa, Africa y América (Buts et al, 2006).

Actualmente la investigacion y desarrollo de alimentos funcionales se basa en el estudio
de los principales ingredientes funcionales o nutracéuticos de los alimentos, con la
finalidad de demostrar su actividad biologica y potencial efecto benéfico para la salud.
Entre los principales ingredientes nutracéuticos de los alimentos se tienen: probiéticos,
prebioticos, fibra dietética, vitaminas, minerales, flavonoides, terpenos, carotenoides,

fitoestrogenos, betaglucanos, acidos grasos Q-3 y Q-6 (Ramirez, 2009).
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2.2 Ingredientes prebidticos

Los prebibticos "promotores de vida" son ingredientes alimenticios no digeribles que
estimulan selectivamente el crecimiento de ciertas bacterias de la flora intestinal,
principalmente Lactobacillus y Bifidobacterias, las cuales tienen efectos benéficos en la
salud del huésped. (Gibson y Roberfroid, 1995). Los requisitos que deben tener los
ingredientes nutracéuticos para ser considerado como prebidticos son: no ser
hidrolizado ni absorbido en la parte superior del tracto digestivo; estimular
selectivamente el desarrollo y metabolismo de la flora bacteriana benéfica del colon vy,
eventualmente inducir efectos sistémicos favorables a la funcion intestinal (Fuller et
al,2007).

Entre los principales ingredientes prebioticos de los alimentos se encuentran algunos
carbohidratos no digestibles como fructanos, oligosacaridos, gentiooligosacéridos,
galactoooligosacaridos, isomaltooligosacaridos y xilooligosacéaridos, polisacaridos y
lactulosa; algunos péptidos y proteinas no digeribles vy, ciertos lipidos y acidos grasos
insaturados. Los Unicos que satisfacen estrictamente el concepto de ingredientes

prebidticos son los fructanos (Wismar et al, 2010).

2.2.1 Fructanos

Los fructanos son polimeros de fructosa que constituyen los principales carbohidratos
de reserva en algunas familias del reino vegetal, o bien, comparten esta funcién con el
almidon y son producidas por microorganismos; se almacenan en raices, tubérculos,
rizomas, inflorescencias y frutos inmaduros; son sintetizados a partir de sacarosa y sélo
contienen un residuo de glucosa en el extremo reductor de la molécula; presentan
diferente grado de polimerizacion, peso molecular, estructura, y por ende, diferentes
propiedades fisicoquimicas y funcionales. De acuerdo a su estructura molecular, los
fructanos se clasifican en “inulinas”, cuando entre las moléculas de fructosa predominan
enlaces glucosidicos B(2,1), o "levanas”, cuando predominan enlaces glucosidicos
B(2,6); sin embargo, se pueden presentar una variedad de estructuras complejas a
través de ramificaciones en las posiciones complementarias $(2,6) de la inulina y en las

posiciones B(2,1) de las levanas; dichas estructuras reciben el nombre de “fructanos
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ramificados” (Figura 1). Derivados de la hidrdlisis de los fructanos anteriores se tienen
los fructooligosacaridos (FOS), fructanos de bajo peso molecular cuyo grado de
polimerizacion es menor a 10 unidades de fructosa (Spiegel et al., 1994; Vijn y
Smeekens, 1999; Lopez et al., 2003).
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Figura 1: Estructura quimica de los fructanos tipo inulina y tipo levana

Madrigal y Sangronis, 2007

2.2.2 Inulinas

Las inulinas fueron descritas por primera vez en 1804 por una cientifica alemana quien
las encontré en una infusion de la planta Inula helenium, a dicha sustancia en 1818.
Thompson la llamé inulina. Son producidas por plantas monocotiledoneas de las
familias Liliaceae, Agavaceae, Amaryllidaceae e Iridaceae, y plantas dicotiledoneas de
las familias Compositae, Boraginaceae, Malpighiaceae, Primulaceae, Stylidiaceae y
Violaceae. Alcanzan grados de polimerizacion hasta de 200 unidades, aunque
generalmente su tamafo oscila entre 30 y 60 unidades de fructosa (Macfarland et al.,
2008).
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2.2.3 Fructooligosacaridos

Los fructoligosacaridos son polimeros de fructosa derivados de la hidrdlisis de los tres
grupos anteriores, sus grados de polimerizacion no rebasan las 10 unidades de fructosa
y presentan un relativamente bajo poder endulzante y muy bajo aporte caldrico, lo cual
los convierte en edulcorantes altamente atractivos para utilizarse en la elaboracion de
alimentos bajos en calorias, asi como en aquellos alimentos dirigidos a personas con
problemas de diabetes (Porter, 1962; Pontis, 1985).

2.2.4 Beneficios que aporta el consumo de alimentos prebidticos

La dosis diaria recomendada para la ingesta de inulina y fructooligosacaridos en los
adultos va mas alla de 10 g/dia y de eleccién, de 20 a 30 g/dia (Manzanares et al.,
2006); mientras que en la poblacién infantil se recomienda su consumo entre 1 a 3 g/
dia (Madrigal y Sangronis, 2007). Los prebiéticos son capaces de provocar dolor y
distension abdominal asi como flatulencias y diarrea, cuando son ingeridos en
cantidades mayores a las recomendadas. Estos sintomas son secundarios al efecto
osmotico y a la fermentacion en la luz intestinal del colon y/o intestino delgado. Sin
embargo, estos sintomas raramente son observados con una dosis diaria menor a 20 g,
existiendo amplia variabilidad interindividual dosis - respuesta. (Manzanares et al.,
2006) De ahi, que algunos autores propongan como dosis efectivas en adultos
cantidades menores a las mencionadas mas arriba: 5 a 15 g de prebidticos al dia
(Macfarland et al., 2008).

Entre los beneficios que aporta el consumo de prebidticos como la inulina y sus

derivados se encuentran los siguientes (Roberfroid, 2007).

a) Dado que los fructanos no son degradados por las enzimas digestivas de nuestro
organismo, estos polimeros desempefian la funcién de fibra dietética y contribuyen a
la salud del consumidor al reducir la absorcion de metales tdxicos, disminuyen el
estrefiimiento por acelerar el transito del bolo fecal en el intestino, no alteran el
indice glicéemico ni las reservas de glucogeno, reducen la concentracion de

lipoproteinas de baja densidad, lo que ocasiona la disminucion de la concentracion
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del colesterol y triglicéridos en sangre; disminuyen la presion arterial en personas
hipertensas e incrementan la absorcion de iones Ca?*, Mg**, Fe**, PO,*, etc..

b) Los fructanos viajan a través del sistema digestivo sin sufrir practicamente alteracion
alguna hasta llegar al intestino grueso, donde actian como ingredientes prebioticos
estimulando el crecimiento de bifidobacterias, cuyos productos de fermentacion lo
constituyen aminoacidos y acidos grasos de cadena corta que causan la disminucion
del pH y con ello, la inhibicion del crecimiento y desarrollo de microorganismos
patdgenos y putrefactivos como Escherichia coli, Clostridium, Listéria, Shigella y
Salmonella (Gibson et al., 1995).

Otro aspecto a destacar de estos ingredientes son sus propiedades funcionales de la
inulina destaca su capacidad gelificante y de retencién de humedad, sirve para dar
cuerpo y mejorar la textura, lo que la convierte en un ingrediente potencial para
reemplazar la grasa, incrementar la palatabilidad y reducir las calorias en los alimentos;
no aporta color, olor ni sabor en los productos en que se utiliza, lo cual le confiere
ventajas sobre ingredientes similares (Spiegel, 1994). Por su parte, los
fructooligosacéaridos con grados de polimerizacion entre 3-6 unidades son de sabor
dulce, de ahi el interés en su utilizacibn como edulcorantes naturales de bajo aporte

calorico (Smeekens, 1998).

Por otro lado, los efectos benéficos de los fructanos originales o afiadidos a los
alimentos se pueden ver alterados durante el procesado de los mismos, a consecuencia
de su exposicion a altas temperaturas, cambios de pH y actividad de agua,
ocasionando importantes cambios en estos carbohidratos a través de las reacciones de
Maillard, las de caramelizacion y las de hidrélisis. Dichos cambios pueden provocar la
pérdida total o parcial de las propiedades nutracéuticas y funcionales de los fructanos

presentes en los alimentos (Matusek et al. 2009).
2.2.5 Fuentes potenciales

Entre las principales fuentes potenciales de fructanos destacan los tubérculos de la

alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus), cuyo contenido de fructanos alcanza el
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80% en base seca; las raices de la planta de achicoria (Chicory intybus), los tubérculos

de la dalia (Dahlia variabilis) y las cabezas o pifias de la planta de agave (Agave

Alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus) Agave Tequilana Weber Azul

T 3

N\ \azs

Tequilana Wever, variedad Azul) (Gibson et al., 1995). (Figura 2)..
Figura 2: Principales fuentes potenciales de fructanos

2.3 Probidticos

En la flora intestinal humana existen mas de 400 especies de microorganismos que
conviven en armonia sintetizando vitaminas, sustancias beneficiosas, contribuyendo a
la absorcion de nutrientes, favoreciendo el metabolismo coldnico de la fibra, mejorando
la digestibilidad, neutralizando sustancias potencialmente patogénicas. El intestino
ofrece substratos y las condiciones para su desarrollo, permitiendo asi que la flora
promueva una mejor funcién intestinal (Manning et al, 2004).

En la vida intrauterina el tracto intestinal es estéril, y es después del nacimiento cuando
la flora intestinal se desarrolla. Durante los primeros dias de vida las bifidobacterias
colonizan el intestino protegiendo al nifio de infecciones. Las principales funciones de la
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flora intestinal son limitar el crecimiento de microorganismos potencialmente patdégenos
en el intestino e interactuar con substratos no absorbidos de la dieta. Sin embargo, la
flora intestinal es vulnerable a determinadas condiciones. En los adultos varia
notablemente ya que dependen de varios factores como la alimentacion, los genes, el
medio que habita, tratamientos con antibidticos, estrés, medicamentos, infecciones,
edad, clima, intervenciones quirargicas en estdmago o intestino, enfermedades,

hepéticas, renales y, cancer (Manning et al, 2004).

Tener una flora estable y bien equilibrada es una garantia de buena salud ya que evita
la colonizacién y sobre desarrollo de microorganismos patdégenos mediante varios
mecanismos como la competencia y la sintesis de bacteriocinas. El desequilibrio de la
flora puede prevenirse con la administracién de cultivos microbianos vivos, los cuales

reciben el nombre de probiéticos (Steidler et al, 2000).

2.3.1 Origen de los probidticos

En 1908, Elie Metchnikoff, se dio cuenta de que en Bulgaria existia un gran nimero de
personas centenarias, a pesar de ser uno de los paises europeos mas pobres. La razon
para esa extraordinaria longevidad no podia ser tampoco debido a la calidad de sus
servicios médicos. Metchnikoff atribuyé la longevidad de los caucéasicos al consumo de

grandes cantidades de leche fermentada, que contiene bacterias lacticas fermentativas.

Metchnikoff logré aislar la bacteria responsable de la produccion del yogurt y la utilizé
para sus investigaciones, hecho que marca el inicio oficial de la Probio6tica. Metchnikoff
se volvio un firme defensor de la hipotesis de que, la dieta puede proteger el cuerpo de
la invasion de patdgenos y en consecuencia mejorar y prolongar la calidad de vida. Fue
la primera persona en desarrollar un preparado terapéutico utilizando Lactobacillus
encapsulados para ingerir, dicho preparado fue denominado Lactobacillin (Shah et al,
2000).
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2.3.2 Definicién de probidtico

En 1965, Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término de probi6tico, para nombrar
a los productos de la fermentacién gastrica. La palabra probiético deriva de dos
vocablos, del latin “pro” que significa por o en favor de, y del griego “bios” que quiere
decir vida, por lo que probibtico significa a favor de la vida. Esta definicion fue
modificada y se redefinio el término de Probiéticos como microorganismos Yy
compuestos que participan en el balance y desarrollo microbiano intestinal (Manning et
al, 2004).

En 1989, R. Fuller definié a los probidticos como: "Aquellos microorganismos vivos,
principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la dieta
y que afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana en el intestino".
Mas recientemente en 1998, el ILSI (International Life Science Institute, de la Union
Europea) en Bruselas, definid6 a los probioticos como microorganismos vivos, que
cuando son ingeridos en cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la
salud, lo que va mas alla de los efectos nutricionales convencionales. Afectan
beneficiosamente a una o varias funciones del organismo. Proporcionan un mejor

estado de salud y bienestar o reducen el riesgo de enfermedad (Hickey et al,2005).

Segun la FAO (2001), los probibticos son “microorganismos Vvivos que ejercen una
accion benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas”, mientras que los alimentos probiéticos los define como “aquellos alimentos
susceptibles de producir un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas en
el organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales, proporcionan un mejor
estado de salud y bienestar o reducen el riesgo de enfermedad, pueden ser funcionales
para la poblacion en general o para grupos particulares de la misma” (FAO 2002).

Definiciones mas recientes de probidticos los indican como “suplemento alimenticio
integrado por microorganismos Vvivos que al ser ingerido en cantidades suficientes,
proporcionan un efecto benéfico sobre la salud del huésped, mejorando su balance

microbiano intestinal” (Olagnero et al., 2007).
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2.3.3 Caracteristicas que debe reunir un microorganismo probiético

Tesis de Maestria

La particularidad de los microorganismos probioticos, es la capacidad de sobrevivir el

transito por el tracto gastrointestinal y de colonizar tanto el intestino delgado como el

intestino grueso, favoreciendo el equilibrio del ambiente ecoldgico bacteriano. Para que

un microorganismo pueda clasificarse como probiotico debe reunir las siguientes

caracteristicas:

»

v Vv VvV VvV VvV Vv Vv

Ser habitante normal del intestino humano.

No ser patégeno ni toxigénico

Resistir al pH acido del estémago y al efecto de las sales biliares en el duodeno.

Ser capaz de adherirse a la mucosa intestinal.
Adaptarse a la microbiota intestinal.

Seguridad para uso alimentario o clinico.

Sus efectos sobre la salud deben estar clinicamente validados y documentados.

Presentar buenas propiedades tecnologicas.

2.3.4 Beneficios de los probidticos en la salud del huésped

Entre los beneficios que aporta la ingestion de microorganismos o alimentos probioticos

a la salud del huésped se incluyen los siguientes (Figura 3) (Parvez et al., 2006):

Evitan la colonizacion de patdgenos y el desequilibrio de la flora intestinal.
Reducen la incidencia y duracién de diarreas.

Estimulan el sistema inmunoldgico y evitan la translocacién bacteriana.
Contribuyen al mantenimiento de la integridad de las mucosas.

Producen importantes micronutrientes como vitaminas B2, B6 y biotina.
Favorecen la asimilaciéon de oligoelementos y la actividad antitumoral.
Favorecen la digestion de la lactosa en personas intolerantes a la misma.
Reducen los niveles de colesterol.

Presentan actividad anticarcinogenica.

Prevencion de cancer de colon.

Inhiben la proliferacion de células tumorales.

Previenen la recurrencia del cancer.
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2.3.5 Consumo de probidticos

La utilizacion de Probioticos se recomienda a cualquier persona que requiera favorecer
el equilibrio de la flora intestinal. En personas con tratamiento con antibiéticos, en
ancianos, en el embarazo, en disturbios intestinales y, para mejorar la intolerancia a la
lactosa. Se utiliza también para disminuir los efectos de la diarrea y constipacion, en
enfermedades inflamatorias del intestino ya que al modular la flora intestinal aumenta la
produccion de inmunoglobulina A y estos pacientes tienen disminuidos los lactobacillos
(Hickley et al, 2005).

2.3.6 Dosis recomendada de probidticos

La dosis recomendada de probidticos ha sido motivo de controversia, existiendo amplia
variabilidad de dosis en los diferentes ensayos clinicos realizados. No obstante, el
namero de bacterias viables que alcanzan o colonizan el intestino depende de otros
factores ademas de la dosis, particularmente de la férmula probiodtica (cuya acidez y
fecha de elaboracion inciden en la viabilidad de los microorganismos), la administracion
de alimentos o leche (que pueden proteger al probiético del &cido géstrico), y el pH
estomacal del individuo, su motilidad intestinal y la composicion previa de su flora
(Acevedo et al., 2003). De ahi que aun no sea posible establecer una dosis general
para los probidticos; la cual tiene que estar basada en estudios que muestren un
beneficio para la salud en humanos. Frecuentemente se menciona que los alimentos
funcionales elaborados con probiéticos deben contener por lo menos 10 millones de
células viables por cada 100 mL, la cual se considera como la dosis ideal para lograr los
efectos deseados y aumentar las defensas naturales, sin embargo, como ya se ha
mencionado, la dosis dependera del microorganismo utilizado, de la forma de consumo

y del efecto que se desee obtener

La concentracion de probiodticos en la mayoria de los productos lacteos comerciales se
encuentra generalmente en el rango de 108-109 UFC/ml, la cual esta por arriba de las
recomendaciones (105-107 bifidobacterias/ml en la fecha de consumo) de Kurmann y
Rasic (1991), y también por encima del nivel minimo sugerido por la Federacion
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Internacional de L&cteos, que sefiala por lo menos 107 UFC / g en el producto hasta la
fecha minima de caducidad) (Rokka y Rantamaki, 2010). Para que un alimento sea
considerado como probidtico, debera contener una concentracién del probiético entre
106 a 107 UFC/g de producto (FAO/OMS 2002).

2.3.7 Principales microorganismos probidticos

Entre los principales microorganismos clasificados como probidticos se encuentran los
siguientes. Del género Lactobacillus sp: L. acidophilus, L. casei var. Shirota, L.
fermentum, L. casei, L. paracasei, L. reuteri, L. rhamnosus, L. plantarum, L. bulgaricus,
L. salivarius, L. cellobiosus, L. curvatus, L. lactis cremoris, L. gasseri. Bacterias del
género Bifidobacteriu, B. longum, B. adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. bifidum, B.
lactis. Entre otras bactérias lacticas se tienen: Enterococcus faecium, Propionibacterium
freudenreichii, Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus thermophilus, Lactococcus
lactis, Bacillus cereus, Clostridium butyricum, Enterococcus faecalis y, dentro de los
microorganismos no  lacticos se encuentran: Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii, Streptococcus salivaris, Streptococcus faecium vy

Streptococcus diacetylactis (Gomez, 2011).

2.3.8 Formas de empleo

Los probidticos pueden incorporarse a un amplio abanico de productos, tanto en
alimentos como en medicamentos y suplementos dietéticos (Mennickent y Green,
2009). Los alimentos probidticos o alimentos funcionales probiéticos, por ende, son
aguellos que contienen microorganismos probidticos en numero suficiente para
modificar la flora intestinal y asi ejercer efectos beneficiosos para la salud. Son
productos alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco, ayudan a mantener
el estado de salud general del organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico

adicional, terapéutico o preventivo en el huésped (Mennickent y Green, 2009).

Los agentes probidticos mas comerciales estan compuestos por células viables de
bacterias acido-lacticas pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus,

las cuales son componentes importantes de la microflora gastrointestinal humana. El
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género Bifidobacterium contiene microorganismos gram-positivos, anaerobios estrictos,
crecen a pH de 4,5-8,5 y generalmente se encuentran en el intestino grueso humano. El
género Lactobacillus comprende un grupo heterogéneo de microorganismos gram-
positivos, microaerobios o anaerobios que varian ampliamente en las caracteristicas
metabdlicas y de crecimiento. Las especies mas frecuentemente utilizadas como
probiéticos, son distintas cepas de las especies Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
infandophilus, Lactobacillus acidophilus, y Lactobacillus casei (Gibson et al, 1995).

Dentro de todos ellos, el microorganismo mas utilizado en la elaboracién de alimentos
probiéticos es el Lactobacillus acidophilus, que ademas de sus beneficios al tracto
intestinal, produce vitaminas del complejo B (Bs, B12, acido félico, riboflavina, niacina,
biotina y acido pantoténico), mejora la absorcion del calcio, produce enzimas como la
lactasa, que ayuda a la digestién de la lactosa de la leche y a mejorar los sintomas del
Sindrome de Intestino Irritable, produce antibiéticos naturales que ayudan en el control
de bacterias patdgenas intestinales, ayuda en la digestion de los alimentos y al control
de la candidiasis intestinal. El L. acidophilus se puede consumir en forma de productos
lacteos como el yogur, queso cottage y también se encuentra a la venta en las tiendas
de productos naturales en forma de liquido o capsulas, los cuales proveen una mayor
concentracion de la bacteria que la leche, el yogurt u otros productos lacteos similares
(Ramon, 2006). Ademas del L. acidophilus el yogur contiene otras dos clases de
microorganismos benéficos que son: el L. bulgaricus y el S. thermophilus, los cuales
ayudan en la digestion de los carbohidratos de la leche, propiedad deseada para

aguellas personas que sufren de intolerancia a la lactosa (Gémez, 2011).

2.3.9 Saccharomyces boulardii

No solo existen bacterias probidticas, también hay levaduras, como Saccharomyces
boulardii, la cual serd nuestro modelo a estudiar. Esta es una levadura natural no
modificada genéticamente, aislada de la corteza del arbol de “litchi” en Indochina (Buts,
2005). Saccharomyces boulardii es segura, no téxica, no patdgena, es una levadura

termofilica (Abosereh, 2007), es resistente a la acidez gastrica y a la proteinolisis y
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puede almacenarse en grandes cantidades en el tracto gastrointestinal, manteniendo

niveles constantes en forma viable (Macfarland y Bernasconi, 1996).

En varios estudios se ha investigado el empleo de esta levadura como un agente
potencial bioterapéutico para el tratamiento de microbios asociados con diarrea y colitis
(Abosereh, 2007), mas sin embargo no se ha encontrado bibliografia que hable de esta
levadura adicionada en alimentos, por esta razén resultd un atractivo objeto de
investigacion. Las células viables de esta levadura han sido recientemente utilizadas
para mejorar la resistencia del ecosistema intestinal para infecciones bacteriales
(Abosereh, 2007).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Saccharomyces boulardii

Sachcaromyces boulardii

Clasificacion Cientifica

Reino Fungi
Filo Ascomycota

Subfilo Sacharomycotina
Clase Sachcaromycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Sachcaromycetaceae
Género Saccharomyces
Especie S. boulardii

Nombre binomial

Saccharomyces boulardii
Henry Boulard

2.4 Simbioticos
En el intestino del hombre coexiste aproximadamente un kilogramo de bacterias cuya
funcidén es indispensable para la salud: es lo que se llama flora bacteriana intestinal.

Esta concentrada en la ultima parte del intestino y esta compuesta por bacterias
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benéficas (eubioticas) y bacterias patdgenas. La flora bacteriana se mantiene sana
cuando hay mas cantidad de bacterias benéficas que de bacterias patdgenas. Entre los
dos grupos se establece una verdadera guerra de colonizacién y de supervivencia, Si
prevalecen las bacterias eubidticas, el organismo se beneficia de ello y se establece un
equilibrio que determina salud y bienestar (Figura 3) (Pérez y Lopez, 2009).

En particular, las bacterias eubidticas se reproducen aprovechando todo lo que llega al
intestino, y, por lo tanto, sustraen el alimento a los gérmenes patdgenos que no se
pueden reproducir en masa. Ocurre lo mismo que en la naturaleza: la especie que logra
nutrirse, crece, mientras que la otra estd destinada a detener su desarrollo. Las
bacterias eubidticas en teoria metabolisan de todo, pero normalmente su alimento ideal
son los hidratos de carbono. Sin embargo, lamentablemente la glucosa, la fructosa y la
galactosa de los hidratos de carbono presentes en los alimentos que normalmente
ingerimos, son asimilados por el cuerpo antes de llegar a la ultima parte del intestino, en

donde se encuentra la flora bacteriana eubibtica.

Bacterias benéficas Bacterias patdgenas

L. acidophilus, L. salivarius, L. E. coli, C. albicans, Sigella
casei, L. thermophilus, B. bifidum, E. aureus, Salmonella,
B. longum, etc. L. monocitogenes etc.

Figura 3: Accion de los probiéticos sobre los microorganismos patdégenos

Esta es la razon por la que las bacterias eubiéticas tienen que fermentar las fibras
presentes en la dieta (pectina, inulina, etc.) para producir sacaridos. Cuando los

microorganismos patégenos prevalecen en mayor medida que los benéficos como
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sucede después de una larga terapia con antibioticos o por la ingestion de alimentos
contaminados o por estrés, pueden aparecer molestias: dolor de vientre, inflamacion,
diarrea. Con la simple alimentacion cotidiana es dificil favorecer el crecimiento y el
desarrollo de una buena flora bacteriana de proteccién. Es por eso que se recomienda
tomar simbioticos (fermentos lacticos probibticos asociados con sustancias prebiéticas),

vitaminas y oligoelementos especificos.

2.4.1 Definicion de simbidtico

Los simbidticos constituyen un grupo de alimentos diferente a los probidticos y se
definen como “una mezcla de prebidticos y de probidticos, destinada a aumentar la
supervivencia de las bacterias que promueven la salud, con el fin de modificar la flora
intestinal y su metabolismo”. El término debe reservarse exclusivamente para los
productos que poseen verificacion cientifica de la simbiosis, es decir en los cuales los
prebioticos favorecen selectivamente a los probidticos adicionados con este simbiotico
en particular (Olagnero et al., 2007). La evidencia actual, alun escasa e incipiente,
parece demostrar que el uso de un simbiético es capaz de optimizar los resultados con
relacion a los probidticos en términos de modulacion inmune y control bioecoldgico

intestinal (Bengmark, 2004).

Los microorganismos probidticos generalmente han sido suplementados a los
productos lacteos fermentados, pero hoy en dia también a otros tipos de alimentos, con
objeto de desarrollar los “alimentos funcionales o nutracéuticos” que demandan los
consumidores en los distintos mercados mundiales (Stanton et al., 2001). Para que un
alimento probiotico pueda proporcionar propiedades funcionales, el nivel minimo de
bacterias viables debe ser de aproximadamente 10° UFC/mL en la fecha de caducidad
del producto, y como dosis terapéutica se sugiere de 10% a 10° células viables por
dia (Kurmann y Rasic, 1991).

A menudo, sin embargo, el niumero de bacterias probibticas viables capaces de

colonizar el intestino y proporcionar sus efectos benéficos es demasiado baja, dado que

muchos factores, entre ellos la acidez, el contenido de oxigeno, la concentracion de
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acido lactico y acido acético, la accion del jugo gastrico y las sales biliares, afectan a la
supervivencia de los probidticos en los alimentos y en el tracto gastrointestinal del
huésped. Debido a ello, se han desarrollado varios métodos para mejorar la viabilidad
de los microorganismos probioticos, incluyendo la seleccion de cepas resistentes al
acido y a las sales biliares, el uso de contenedores impermeables al oxigeno, la
adaptacion al estrés y la incorporacion de micronutrientes prebidticos tales como inulina
y fructooligosacaridos, y la microencapsulacion (Shah, 2000; Krasaekoopt et al., 2003;
Rokka y Rantaméki, 2010).

2.5 Microencapsulacion

La encapsulacion es considerada como una forma especial de empaque, en la que un
material puede ser cubierto de manera individual para protegerlo del ambiente y de
influencias deletéreas. En la industria la encapsulacion se emplea como herramienta
para estabilizar el material cubierto, para controlar las reacciones oxidativas, para la
liberacion controlada del material encapsulado, para el enmascaramiento de sabores,
colores y olores, para extender la vida de anaquel del producto encapsulado y para
prevenir la pérdida nutricional de los componentes del material encapsulado (Anal y
Singh, 2007).

Por su parte, la microencapsulacion es un proceso en el cual las células son retenidas
dentro de una matriz encapsulante o membrana, que pueden liberar su contenido a
velocidades controladas y bajo condiciones especificas. Una microcdpsula consiste de
una membrana semipermeable, esférica, delgada y fuerte, que rodea un nucleo sélido o
liquido, con un diametro que varia de unas pocas micras hasta 1 mm (Anal y Singh
2007). La microencapsulacion provee un medio para envasar, separar y almacenar
materiales en escala microscopica para su posterior liberacion bajo condiciones y
velocidades controladas (Pedroza-lIslas, 2002). La microcapsula protege el contenido
activo de las condiciones del medio (acidez, oxigeno y condiciones gastricas) y mejora
la viabilidad de las bacterias; ademas, la microencapsulacién facilita la manipulacion de

las células y permite una dosificacion controlada (Rokka y Rantaméki, 2010).
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Las microcapsulas presentan una amplia variedad de estructuras (Figura 4), algunas
son de geometria esférica con una fase interna continua rodeada por una pared
también continua conocida como estructura de particula simple, mientras que otras
pueden tener una geometria irregular y pueden tener la fase interna distribuida en una

matriz de material de pared formando estructuras agregadas (McMaster et al., 2005).

OO0

Simple Simple Multiple
Irregular
o
(a@
Matriz Matriz
simple agregada

Figura 4: Estructura de las microcapsulas.

La inmovilizacion de probioticos utilizando la técnica de microencapsulacién, ya sea
para mejorar la viabilidad del probiético en productos comerciales, tanto y durante el
procesamiento, almacenamiento y durante la digestién en el tracto gastrointestinal, ha
sido a la fecha ampliamente estudiada, generando nuevas tecnologias y métodos
exitosos (O’Riordan et al., 2001; Goderska 2003; McMaster et al., 2005; Shima et al.,
2007; Kim et al., 2008; Ding, Shah 2007 y 2009).

2.5.1 Técnicas y materiales de encapsulacion

Dado que los microorganismos pueden verse afectados durante el proceso de
microencapsulacion, se debe elegir la técnica menos agresiva posible y el material de
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recubrimiento adecuado (Kailasaphaty, 2002; Nassif et al., 2003; Doleyres y Lacroix,
2005). Entre las técnicas de microencapsulacion mas conocidas se encuentran el
secado por aspersion, la extrusion, la coacervacion, emulsion, inclusion molecular,
liofilizacidn, centrifugacién, co-cristalizacion y otras. La estabilidad de las microcdpsulas
puede ser mejorada mediante el uso de diversos materiales de recubrimiento, por
ejemplo, quitosano (McMaster et al., 2005; Shima et al., 2006; Muthukumarasamy et al.,
2006). La eleccion de la técnica de encapsulacion dependera del material utilizado

como encapsulante, asi como del material a encapsular.

Tratando de encontrar el material encapsulante mas conveniente, diez cepas de
bacterias probidticas (L. plantarum, L. acidophilus, L. paracasei, B. bifidum, B. longum,
L. salivarius, dos de L. rhamnosus y dos de B. lactis), fueron encapsuladas en alginato,
goma guar, goma xantana, goma de algarrobo y carragenina. El alginato, la goma
xantana y la carragenina, fueron los materiales que incrementaron la supervivencia de
las cepas L. plantarum, L. acidophilus, L. paracasei, B. bifidum, B. lactis al ser

sometidas a condiciones &cidas y biliares (Ding y Shan, 2009).

Entre los polimeros mas utilizados para la microencapsulacién de microorganismos se
tienen los siguientes: alginatos, gelana, quitosano, celulosas, [J-carragenina, grenetina,
pectina, goma arabiga, goma guar, agar, almidon, dextranos, jarabes, ceras, parafinas,
aceites, grasas, gluten, caseina, albumina y silicatos (Yarfez et al., 2002; Anal y Singh,
2007; Lahtinen et al., 2007; Ding y Shah, 2009; Pimentel, 2009).

2.5.2 Material encapsulante (hidrocoloides)

2.5.2.1 Mucilago de Nopal

Los nopales son plantas arbustivas, rastreras o erectas, que pueden alcanzar de 3 a 5m
de altura. El sistema radical es muy extenso, densamente ramificado, rico en raices
finas absorbentes y superficiales en zonas aridas de escasa pluviometria. La longitud
de las raices esta en relacion con las condiciones hidricas y con el manejo cultural,

especialmente el riego y la fertilizacion (Saenz 2007). Su tronco es lefioso y mide entre
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20 y 50 cm de didmetro. Sus ramas estan formadas por cladodios de 30 a 60 cm de

largo x 20 a 40 cm de ancho y de 2 a 3 cm de espesor.

El cladodio fresco recibe el nombre de nopalito y el adulto de penca. En las pencas, de
color verde opaco, se realiza la fotosintesis, pues éstas remplazan a las hojas con esa
funcién. Se encuentran protegidas por una cuticula gruesa que, en ocasiones, esta
cubierta de cera o pelos que disminuyen la perdida de agua, ya que poseen abundante
parénquima. En este tejido se almacenan considerables cantidades de agua lo que
permite a las plantas soportar largos periodos de sequia. Cabe destacar el papel de los
mucilagos (hidrocoloides presentes en este tejido) que tienen la capacidad de retener el
agua (Nobel et al., 1990).

Del genero Opuntia hay sélo 10 6 12 especies hasta ahora utilizadas por el hombre,
entre las que se encuentran, como especies cultivadas, Opuntia ficus-indica,
O.amyclaea, O. xoconostle, O. megacantha y O. streptacanthay como especies
silvestres: Opuntiahyptiacantha, O. leucotricha y O. robusta. La mas ampliamente
cultivada en distintas partes del mundo es Opuntia ficus-indica. EI nombre cientifico le
fue asignado por Tourneforten en 1700, por su semejanza con una planta espinosa que

crecia en el poblado de Opus en Grecia (Ariamendi et al, 2004).

Las caracteristicas de estas especies son variables, diferenciandose en la forma de los
cladodios, en la presencia o ausencia de espinas, en el tamafo y color de los frutos,
entre otras (Cardenas, 2007). El cultivo y aprovechamiento del nopal se remonta a las
antiguas civilizaciones mesoamericanas y su importancia en la vida social, econémica y
religiosa determind las rutas migratorias de las tribus nomadas de Aridoamérica, los
asentamientos humanos en el centro de Meéxico y form¢é parte del escudo de
Tenochtitlan, simbolo que se conserva hasta nuestros dias. El nopal utilizado en México
tiene evidencias fechadas hace 7,000 afios en semillas, cascaras de tuna y fibras de
pencas de nopal fosilizadas, encontradas en excavaciones realizadas en Tehuacan,
Puebla (Rodriguez, 2010).
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Otro componente al que se ya se ha hecho mencion por su importancia fisiolégica es el
mucilago. Este compuesto se presenta tanto en los cladodios como en la piel y pulpa de
la fruta, aunque en muy diversas proporciones. Estudios efectuados por Saenz y
Sepulveda (2006) indican que el rendimiento en todos los casos es bajo: 0.5 por ciento
en la cascara y 1.2 por ciento en los cladodios.

El mucilago es un carbohidrato complejo. Entre los mondémeros contenidos en su
cadena se encuentran: L-arabinosa, D-galactosa, L-ramnosa, D-Xilosa y acido
galacturénico. La proporcion de estos mondémeros en la molécula varia de acuerdo a
diversos factores como: variedad, edad, condiciones ambientales y estructura empleada

para la extraccion (fruto, cascara, cladodio), entre otros.

El mucilago estd4 presente como su sal de calcio en las células de mucilago del
parénquima de la penca. Este mucilago constituye un hidrocoloide que podria integrar
la oferta de una gran gama de agentes espesantes de amplio uso en la industria de
alimentos y farmacéutica, ademas de que tiene una gran capacidad de absorcion de
agua. Su poder espesante esta siendo actualmente estudiado (Cardenas et al., 2007),
con resultados interesantes, por lo que si se mejoran los rendimientos de extraccion
podria competir con gomas de gran uso como la goma guar u otros agentes
espesantes. Una amplia revision acerca de estos compuestos fue publicada por
Sepulveda et al. (2007).

2.5.2.2 Alginato

Las paredes celulares de las algas pardas contienen algina, polisacarido compuesto de
acidos D-manurénico y L-gulurénico en diversas proporciones (Figura 5). Cuando
practicamente se remplazan los cationes naturales por un Unico cation, las alginas se
llaman “alginatos” (de sodio, potasio, amonio, etcétera). Cuando se separan los
cationes se produce el acido alginico, que es insoluble. Por intercambio de cationes y
conversion de los grupos carboxilo en ésteres y amidas, se modifica la reologia de los
alginatos y de esta forma, sirven asi para diferentes usos. Algunas veces, se emplean

en las formulaciones agentes retenedores de iones. Asimismo es posible regular la
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consistencia de los geles claros de los alginatos. Los iones calcio gelifican a los
alginatos, pero la instauracion de complejos de calcio con los restos de acido D-L-

gulurodnico es diferente a la de las pectinas poco metoxiladas (Ariza et al., 2010).

La acetilacion parcial de los grupos hidroxilo inhibe la gelificacion por los iones calcio.
Se ha investigado y discutido el papel del calcio en la formacion de los puentes salinos
y quelatos con grupos hidroxilo proximo en moléculas adyacentes (Hodge y Osman,
1985). Los alginatos tienden a formar geles con un gran nimero de cationes divalentes.
El mecanismo de gelacién de los alginatos es conocido como el modelo de la caja de
huevo, en el cual el calcio interactia con los grupos carboxilo formando este tipo de

agrupacion (Nussinovitch, 1997).
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Figura 5. Estructura de los alginatos (M = Acido maluronico y G = Acido gulurénico).

Adaptado de Homayouni et al., (2007).
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2.6 Justificacion

Los inadecuados habitos de alimentacion y estilos de vida de la poblacién contribuyen
a enfermedades del sindrome metabdlico. Cada dia los consumidores estan mas
conscientes de la importancia que tiene la alimentacién en la nutricion y en la reduccion
del riesgo de contraer enfermedades. Debido a ello, es necesario el desarrollo de
alimentos funcionales que ademas de contribuir a la nutricion, desempefien una accién

especifica benéfica en las funciones fisioldgicas del organismo.

Debido a la constante preocupacion de la sociedad por mejorar su alimentacion se
considera de suma importancia la incorporacion en un alimento para consumo humano,
de un agente probidtico (Saccharomyces boulardii) y prebiotico (Inulina) que prevenga y
ayude al tratamiento de ciertas enfermedades, asi como ayudar a mantener viable y

activa la flora intestinal.

2.7 Objetivo general

Elaborar un alimento simbidtico a base de Saccharomyces boulardii e inulina

2.7.1 Objetivos particulares

1. Formular una mezcla de Saccharomyces boulardii e inulina y encapsularla mediante
el empleo del mucilago de nopal y alginato de sodio.

Evaluar la viabilidad del microorganismo encapsulado

Elaborar un alimento funcional con el microorganismo encapsulado

Realizar la caracterizacion fisicoquimica, y microbiologica del alimento desarrollado.

ok 0N

Evaluar la viabilidad del microorganismo bajo condiciones “in vitro”

“Desarrollo de un alimento funcional a base de Saccharomyces boulardii ¢ inulina” - 27 -



Tesis de Maestria

n

& CIIDIR IPN Michoaca

VI
0
L]
—J
<
%
L]
T
<
=
™

METODOS

-28 -

e inulina”

al a base de Saccharomyces boulardii

alimento funcion

“Desarrollo de un



& CIIDIR IPN Michoacan Tesis de Maestria

3.1 Materias prima

La cepa de la levadura probiotica utilizada fue Saccharomyces boulardii (CDBB-L-1483
ATCC-MYC-797), la cual fue obtenida de la coleccion del CINVESTAV (México). La
cepa fue mantenida en medio PDA: agar papa dextrosa (BIXON) a 30°C, y
posteriormente se mantuvo en refrigeracion a 4°C. Nopales de la variedad Opuntia ficus

indica fueron adquiridos en el mercado local de la cd. de Morelia, Mich.

3.2 Materiales

Fueron usados; Alginato de sodio, Protanal SF 120 (FMC Biopolymers); Inulina
(Megafarma); Sorbitol triolate (Span 85) (Sigma de México); Aceite comestible de
canola (Industrial Patrona, S. A., México);

3.3 Equipo de laboratorio

Balanza analitica Adam AQT-600, Sartorius; Centrifuga Damon; Balanza granataria
Ohaus; Olla de esterilizacion (All american, USA); Horno Felisa; Bafio maria con control
de temperatura (Felisa); Stomakter 400 Blender; Horno de microondas Samsung;
Parrilla de agitacion magnética IKA; Horno con vacio modelo 282A Fisher Scientific;
Bomba de vacio Felisa; Analizador de textura (LFRA Texture Analizer); Deshidratador

semiautomatico de punto critico (Samdri 795, Tousimis, USA)

3.4 Métodos

3.4.1 Extraccion del mucilago de nopal

La extraccién del mucilago del nopal se basé en la técnica aplicada por Rodriguez

(2010), tal como lo relata Arizmendi en el (2004) y el cual consiste como se muestra en

la Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de flujo del proceso de extraccion del mucilago de nopal.

3.4.2 Preparacion y analisis de los geles

3.4.2.1 Formulaciones de mezclas de hidrocoloides

Se emplearon cuatro formulaciones de mezclas de hidrocoloides que fueron:
a) Protanal SF 120 alginato de sodio (1.0%, w/v) (FMC Biopolymers).

b) Protanal SF 120 alginato de sodio (1.0%, w/v) mezclado con mucilago de nopal

(Opuntia ficus-indica), (0.1%, w/v).
c) Protanal SF 120 alginato de sodio (1.0%, w/v) mezclado con inulina (0.1%, w/v).

d) Protanal SF 120 alginato de sodio (1.0%, w/v) mezclado con mucilago de nopal

(Opuntia ficus-indica), (0.5%, w/v) y con inulina (0.5%, w/v).

Las diferentes formulaciones fueron ubicadas como ALG (a), ALMUC (b), ALINU
(c), ALMUCIN (d) respectivamente.
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3.4.2.2 Propiedades texturales de los geles formados
Las propiedades texturales de los geles formados fueron evaluadas mediante un
analisis de perfil de textura, cuya técnica de determinacion se basoé en lo propuesto por

Ariza et al (2010) y consisti6 en lo siguiente.

Los geles de las diferentes mezclas de hidrocoloides se formaron dentro de una funda
sintética de celulosa de 20 mm de didmetro. A las suspensiones de los hidrocoloides se
les fueron agregando CaCO3 (0.04 M) disuelto por agitacion magnética para la posterior
adicion de éacido acético (0.35 M), que origind la formacion final del gel. Los geles
moldeados fueron removidos de la funda y rebanados en cilindros de 20 mm de altura.
El andlisis de perfil de textura fue realizado mediante un analizador de textura
Brookfield (LFRA Texture Analizer) (Figura 7). Las muestras fueron comprimidas 10
mm de la altura original (50%) en un doble ciclo de compresion a una velocidad
constante de 1.0 mm/s y un periodo entre compresiones de 3.0 s. El vastago utilizado

fue de aluminio con 5 cm de diametro.

Figura 7. Analizador de textura LFRA.
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De las curvas fuerza-deformacién obtenidas para cada formulaciéon y segun las areas,
distancia y fuerza; los parametros instrumentales de textura fueron determinados y
definidos como: dureza, que es la fuerza maxima alcanzada durante el primer periodo
de compresion; cohesividad, que es la relacién entre el area positiva durante la
segunda compresion entre la primera, excluyendo las areas de descompresion de cada
ciclo; resorteo, que es la altura que la muestra recupera entre el final de la primera
compresion y el inicio de la segunda; y resiliencia, como la energia acumulada que
permite a la muestra recuperar su forma original después de la deformacion (Figura 8)

(Texture Technologies, 2003).
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Figura 8. Curva tipica del andlisis del perfil de textura.

Las propiedades mecéanicas de los geles que se obtienen instrumentalmente, fueron
definidas basandose en la semejanza con el procesado de los alimentos en la boca
como: dureza, la fuerza necesaria para provocar una deformacion al material que se
esté probando; cohesividad, la fuerza interna molecular que mantiene la forma del
producto; resorteo, la proporcion a la cual un material deformado regresa después de

eliminada esta fuerza de deformacién (Szczesniak, 1962).

“Desarrollo de un alimento funcional a base de Saccharomyces boulardii ¢ inulina” - 32 -



& CIIDIR IPN Michoacan Tesis de Maestria

3.4.3 Proceso de encapsulacion de la levadura Saccharomyces boulardii

La encapsulacion del microorganismo se realizé mediante una adaptacion de la técnica
de emulsion propuesta por Rosas-Flores (2008) y Ariza et al, (2010). Inicialmente la
levadura probiotica se prolifero en caldo nutritivo (BIXON) a 30°C durante 48 h y
posteriormente se centrifugé a 10000 rpm durante 10 min para obtener un botdn celular
compacto. La técnica estad basada en la formacion de una emulsibn agua en aceite
(W/O), que consisti6 en preparar 100 mL de una dispersion (fase acuosa) de la
formulacion de hidrocoloides, adicionando el boton celular obtenido por centrifugacion, y
que contiene una concentracion celular equivalente a 1x1010 UFC/mL. Posteriormente
a la mezcla se agregdé CaCO3 (0.04 M).

De manera separada se mezclaron 200 mL de aceite de canola (Aceite capullo, México)
con 2.5 gr de Span 85 (fase oleosa). En agitacion constante la fase acuosa fue
adicionada a la fase oleosa (Figura 9), permitiendo la formacion de la emulsién W/O.
Posteriormente se agregaron 40 mL del mismo aceite, mezclado con acido acético
glacial (0.35 M) para iniciar el proceso de gelificacion. Este sistema se mantuvo en
agitacion durante 20 min para la completa formacion de las capsulas y posteriormente
se dejo reposar por 30 min. Finalmente, se decanté y filtro, las capsulas fueron lavadas
con agua destilada estéril y dos veces con una solucién buffer de fosfatos (pH = 7.2)
para eliminar los residuos de aceite. Las capsulas fueron seleccionadas y almacenadas

a 4°C para su posterior analisis.
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Matriz polimérica A
N : S — — 000
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vegetal g ¥
hd - ! ) .
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Figura 9. Procedimiento de emulsificacion (Rosas-Flores 2008)
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3.4.4 Viabilidad del microorganismo.

La viabilidad del microorganismo fue determinada tanto libre como encapsulado en la
formulacion de los hidrocoloides. Para ello se empled el método de cuenta en placa, el
cual consisti6 en la realizacién de una serie de diluciones de 10™ en diluyente (agua
peptonada) hasta 10°. Al final se trabajé con las diluciones 10° a 10”. Se tomaron
alicuotas de 100 pL, de las diluciones correspondientes, y se vertieron sobre placas de
agar papa dextrosa e incubadas 72 h a 30 °C. Para cuantificar los microorganismos
encapsulados, 1ml fue colocado en un tubo de ensayo y con el pistilo de un agitador de
vidrio estéril, fueron desintegradas las cépsulas y posteriormente suspendidas en
diluyente (Yafez, 2006). Finalmente se realizd el conteo de unidades formadoras de
colonias y se reportd6 como UFC/mL (Shima et al., 2006). Se hicieron cuatro
repeticiones tanto para la levadura libre como encapsulada y se realizé comenzando
por el dia de la elaboracion del queso (tiempo 0), realizando estudios de viabilidad del
microorganismo cada ocho dias por un mes (tiempo 4), realizandose comparaciones de

cuenta total de microorganismo libre y encapsulado con respecto al tiempo.

3.4.5 Microscopia Electrénica de Barrido

La estructura y superficie de los materiales de encapsulacién y S. boulardii encapsulada
se observaron mediante microscopia electrénica de barrido, de acuerdo a la técnica
reportada por Muthukumarasamy et al., (2006). Inicialmente se obtuvieron
microcdpsulas de la mezcla antes descritas sin incluir a los microorganismos.
Posteriormente la levadura probiotica fue encapsulada en la formulacion de mezcla de
hidrocoloides. y las muestras fueron sumergidas en una solucién bufer de fosfatos (0.1
M) con gluteraldehido al 5% (v/v), y en seguida en tetroxido de osmio para su fijacion.
La muestra fue deshidratada mediante gradientes de etanol, desde 30% hasta etanol
absoluto. En seguida, las muestras fueron transferidas a contenedores microporosos,
deshidratadas a punto critico con CO;, en un deshidratador semiautomatico de punto
critico (Samdri 795, Tousimis, USA) y finalmente cubiertas con oro con un equipo
(Denton vacuum desk lll, PAIS). Las muestras fueron observadas y las imagenes
capturadas con un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5900LV (JEOL Ltd.,

Tokyo, Japan) con Z=12mm y un voltaje de aceleraciéon de 13y 10 kV.
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3.4.6 Elaboracién del alimento funcional
Para la elaboracion del queso fresco probidtico, se empleé como materia prima leche
bronca recolectada de un establo particular de la ciudad de Sahuayo, Mich, la cual fue

procesada como se indica en la Figura 10 (Sangronis y Garcia, 2007).

I Pasteurizacion de la leche I

32

I Atemperado I

2

l Cuajado de la leche I

Corte de la cuajada

I Adicién del simbiotico encapsulado + sal I

7

I Mezclado y moldeado I

I Refrigerar (4°) I

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de queso fresco.

El simbidtico encapsulado fue adicionado después de la obtencion de la cuajada y
desuerado de la misma, en cinco diferentes tratamientos de un litro de leche cada uno.
Al tratamiento 1 (T1) se le agregaron 10g de encapsulado, al tratamiento 2 (T2) se le
agregaron 20g, al tratamiento 3 (T3) se le agregaron 30g, al tratamiento 4 (T4) se le
agregaron 2g de microorganismo sin encapsular y finalmente al tratamiento 5 (T5) el
cual fungié como control debido a que no se le adicionaron microorganismos probioticos
en ninguna de sus presentaciones (libres o encapsulados). Se realizaron 4 repeticiones

para cada tratamiento.

El queso se empaco en papel encerado y se mantuvo en bolsa de plastico a

refrigeracion de 4°C.
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3.4.7 Viabilidad del microorganismo probiético en el alimento funcional

Al igual que en la parte anterior se determind la viabilidad por el método de vaciado en
placa, colocando 10g de queso en 90 ml de diluyente. A los quesos con encapsulado se
les aplico el tratamiento previo antes mencionado de acuerdo a Yafez, (2006). Para la
liberaciobn y cuantificacion del microorganismo igualmente se realizaron cuatro

repeticiones para cada tratamiento y se manejaron los tiempos antes mencionados.

3.4.8 Analisis microbioldgico del alimento funcional

El contenido de bacterias mesdfilas aerobias (BMA), hongos y levaduras, organismos
coliformes totales (OCT), Salmonella, Staphylococus aureus y Escherichia coli, en el

alimento funcional, se llevd a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (Tabla 2).

Tabla 2. Metodologia empleada en el analisis microbioldgico del queso

Norma Oficial Mexicana Microorganismo
NOM-092-SSA1-1994 Bacterias Mesdfilas Aerobias
NOM-111-SSA1-1994 Hongos y Levaduras
NOM-113-SSA1-1994 Coliformes Totales
NOM-114-SSA1-1994 Salmonella
NOM-115-SSA1-1994 Staphylococcus aureus

Método de MUG Escherichia coli

3.4.9 Andlisis Bromatologico del alimento funcional.

El analisis bromatolégico del alimento funcional se realizé de acuerdo a la metodologia
propuesta en el AOAC (2004). El contenido de humedad se determiné por el método de
destilacion de Bidwell-Sterling; las cenizas se determinaron de acuerdo al método
935.42; el contenido de grasa se determind de acuerdo al método 933.05 y el contenido
de proteina fue determinado de acuerdo al método 920.123. Dichas evaluaciones se

hicieron al inicio y después de 30 dias de almacenamiento.
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3.4.10 Viabilidad de Saccharomyces boullardii in vitro.

La tolerancia a la acidez del organismos probiotico libre y encapsulado fue estudiada
de acuerdo al método de Ding et al., (2007). Se utiliz6 agua peptonada ajustada con
HCI 6M al pH estomacal (pH 2.0) y de colon (pH 6.5). Inicialmente el microorganismo se
proliferé en caldo nutritivo por 48h, lograndose una viabilidad de aproximadamente 10
UFC/mlI, la cual fue inoculada en el caldo peptonado modificado tomando muestras en
intervalos de 0, 60, 120 y 180 min para la enumeracion. La viabilidad de S. boulardii se
determind por el método de vaciado en placa, las placas fueron incubadas a 30°C por
72 h. Para el organismo probidtico encapsulado, las levaduras previamente liberadas
de las capsulas por secuestro de iones calcio utilizando tampén de fosfato a pH 7.0. La
tolerancia a la acidez se determin6 comparando la concentracion final de
microorganismos después de 3h con el recuento inicial a las cero horas. Todas las

pruebas se realizaron en 4 repeticiones para calcular el promedio y el error estandar.

3.4.11 Evaluacién Sensorial

Se realiz6 un andlisis sensorial, en donde se evaluaron los efectos en los atributos
sensoriales del queso probidtico en comparacién con un control (queso fresco sin
encapsular), utilizando una escala heddnica de cinco puntos. Los atributos que se
evaluaron fueron: color, olor, textura, sabor, aceptabilidad general. La evaluacion
sensorial fue determinada por “analisis del consumidor” o prueba hedonica. Los jueces
fueron 60 alumnos de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Se monté el panel con las 2
muestras en recipientes, primero se les dio a probar la muestra 1 (problema), después
se le dio la muestra 2 (control). Después de darles a probar cada muestra, se les
proporciono agua para que se enjuagaran vigorosamente la boca y se les otorgo una

hoja donde se presentaban todos los parametros a evaluar para cada muestra (Anexo).

3.4.12 Anélisis estadistico
El analisis estadistico de los resultados se llevo a cabo utilizando el programa SAS
(V.9.0) mediante un Andlisis de Varianza disefio de bloques al azar; y la diferencia

significativa entre las medias de los tratamientos por Tukey (P<0.05).
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4.1 Anaélisis del perfil de textura

Los perfiles de textura obtenidos para cada uno de los geles preparados se muestran

en la Figura 11, mientras que los parametros de textura obtenidos para cada uno de los
geles son mostrados en la Tabla 3.

10.000 |

/" e comp-alg-c_3.qdf
. / \ ——— comp-alg-inu-d_7.qdf
1 / i comp-alg-m--a_11.qdf

comp-alg-muo-b_2.qdf

4.000 Z e !

7 \
/ R& \
2.000 \
//, \\ \\
0.000 }—— N =

Carga(N)

0.po 5.00 1000 1500 ) 20]00_
-2.000 ¢
Tiempo (s)
Figura 11. Andlisis de perfil de textura de las diferentes mezclas de hidrocoloides
Tabla 3. Pardmetros instrumentales de textura de los geles
TIPO DE GEL
PARAMETRO a: ALG b: ALG/MUC c: ALG/INU d: ALG/MUC/INU

Dureza (N) 9.20 3.39 4.46 6.17
Resiliencia 0.418 0.140 0.889 0.185

Se puede observar que los geles que fueron preparados con mucilago de nopal
(formulaciones b y d), muestran resiliencias bajas, lo que significa que el material no
regresa a su forma original, después de que la fuerza que actia sobre él ha sido
eliminada, ya sea para doblarlo, estirarlo o comprimirlo; lo que significa que se trata de

un material que no se hidrata en su totalidad y por lo tanto, se puede deducir que no
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tiene interaccién molecular con los otros materiales. Sin embargo, la energia acumulada
en la muestra de inulina si interacciona debido a la cantidad de energia que puede
absorber antes de que comience a deformarse en forma irreversible y por lo tanto, si

afecta el resultado al ser mezclada con alginato, sin adicion de mucilago.

En cuanto a la dureza, el alginato de sodio es por naturaleza un material muy duro que
disminuye su dureza con la adicion de otros hidrocoloides. En la Tabla 3 podemos
observar que la dureza del gel de alginato de sodio disminuye a medida que se mezcla
con uno o ambos hidrocoloides (mucilago de nopal e inulina), y mayormente con
aguellos con los que no se establece asociacidén alguna, como es el caso del gel que se
obtiene al mezclar alginato de sodio y mucilago de nopal, ya que dicha mezcla ocasiona
la formacion de un gel muy blando debido a que no existe una fuerte interaccion
molecular entre sus constituyentes. En la formulacion ternaria en la cual se utiliza la
mezcla de alginato/mucilago e inulina, es posible que la dureza medio alta se deba a la
concentracion de polvos ocasionado por la adiciéon de la inulina en polvo, lo que
provoca que haya una mayor concentracion de soélidos y por lo tanto, una menor

disponibilidad de agua en el medio.

Ariza et al., (2010), estudiaron la relacién entre las propiedades texturales de los geles
formados para la encapsulacion de cuatro cepas de bacterias acido lacticas
(Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Aerococcus viridans y Pediococcus
pentosaceus) a partir de mezclas de hidrocoloides de alginato (ALG), alginato/gelana
(AGL) o alginato/[1-carragenina/algarrobo (AKL). El andlisis del perfil de textura de los
geles no mostré diferencia en cohesividad y resorteo, pero ALG formé los geles mas
duros. Sin embargo, la incorporacion de otros hidrocoloides con alginato disminuyo la
fuerza del gel formando una matriz de gel mas cohesiva, similar a los resultados del
presente trabajo, donde también la adicion de inulina y mucilago de nopal en polvo con

alginato de sodio formé geles de mayor resiliencia.
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4.2 Formacion de las microcapsulas

El método de microencapsulacion empleado en este trabajo consiste de un sistema de
dos fases, una fase hidrofilica y otra hidrofébica compuesta por un aceite vegetal inerte.
La mezcla de estas dos fases por medio de agitacion dio como resultado la formacién
de una emulsion formada por una gran cantidad de microgotas que pueden ser

inducidas hacia la “solidificacion”.

Para la preparacion de microcapsulas se distinguen tres pasos: 1) Dispersién de una
disolucién acuosa de un reactante soluble en agua en una fase organica (aceite) para
producir una emulsion agua en aceite (w/0); 2) Formacion de una membrana polimérica
en la superficie de las gotas de agua iniciada por un reactante soluble en aceite a la
emulsion w/o, 3) Separacién de las microcapsulas de la fase organica (Pedroza-Islas,
2002).

Las microcapsulas fueron obtenidas de la emulsion (w/o), utilizando la formulacion
ternaria formada con alginato de sodio, inulina y mucilago de nopal méas la adiciéon de
un agente tensoactivo al 2% (Span 85), para la unibn de ambas fases, asi como
carbonato de calcio 0.04M, condiciones que permitieron formar una emulsién
semiestable asi como la separacién de las fases aplicando una fuerza de agitacion
durante todo el proceso. Una etapa importante posterior al proceso de formacion de una
membrana de atrapamiento es la facilidad con que se puedan recuperar las

microcapsulas, una vez que la reaccién de polimerizacién ha permitido su formacion.

Diferentes autores como Yarfiez et al., (2008), estudiaron el efecto del tiempo de
reaccion del agente entrecruzante (glutaraldehido) y la concentracién sobre la eficiencia
de recuperaciéon de microcapsulas formadas a partir de goma arabiga, donde muestran
gue las microcapsulas no fueron recuperadas, esto debido a que posterior a la reaccién
de polimerizacion el sistema formado fue bastante homogéneo y estable el cual no
pudo ser separado ni por centrifugacion severa ni suave, caso contrario a lo sucedido

en nuestro trabajo, ya que la adicibn de tres polimeros diferentes conllevo a la
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formacién de un sistema que permitié la separacion de las microcipsulas de la fase

organica.

4.3 Viabilidad del microorganismo probi6tico encapsulado

El efecto del proceso de microencapsulacion en gel de alginato de sodio-inulina-
mucilago de nopal, sobre la viabilidad del microorganismo probi6tico Saccharomyces
boulardii, tanto en estado libre como en forma encapsulada, fue determinada por el
método estdndar de vaciado en placa y los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4. Viabilidad de Saccharomyces boulardii libre y encapsulada (log UFC/mL)

Tiempo (semanas)

Células 1 2 3 4 5
Encapsuladas 9.61+0.02% | 9.29+0.15" | 9.03+0.08" | 8.09+0.05" | 7.31+0.13"
Libres 10.30+0.10" | 9.05+0.83" | 8.24+0.49° | 7.55+0.22% | 6.52+0.07°

Medias en la mismo rengldén con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).

A los resultados se les aplico un analisis de varianza el cual mostré diferencia
estadistica significativa (P < 0.05) con respecto a la viabilidad de Saccharomyces
boulardii con respecto al tiempo, en estado libre y encapsulada con alginato de sodio-
inulina-mucilago de nopal y almacenados a 4°C. La cepa sin encapsular presento una
reduccion significativa en su viabilidad al ser comparadas con la cepa encapsulada, el
material encapsulante ayudo a mejorar la viabilidad de la levadura. La cepa libre
inicialmente comenz6 con un promedio de 10.30-log UFC/ml de células probiéticas
viables, pero después de la 22 semana su viabilidad disminuy6 en 94.38%, manteniendo
un conteo celular de sélo 9.05-log UFC/mlI, pero al término de la 52 semana su viabilidad
disminuy6 en 99.98%, conservando un conteo celular de tan solo 6.52-log UFC/mI. En
cambio, la viabilidad del microorganismo encapsulado después de la 22 semana solo
disminuyé en un 52.14%, manteniendo un conteo celular de 9.29-log UFC/ml y al
término de la 5% semana la disminucién de la viabilidad del microorganismo

encapsulado fue del 99.5%, lograndose conservar un conteo celular de 7.31-log
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UFC/mL; lo que equivale a 6.17 veces mayor viabilidad que el microorganismo sin
encapsular; sin embargo, independientemente de si el microorganismo se encuentra o
no encapsulado, ambos niveles de supervivencia se consideran adecuados para
conferir los beneficios como agentes probiéticos, ya que de acuerdo con la FAO/OMS
(2001), para que un alimento sea considerado como probidtico, debera contener una

concentracién del microorganismo entre 10° a 107 UFC/g de producto.

Varios autores han reportado que la encapsulacion con alginato mejora la viabilidad de
microorganismos encapsulados. Dembczynski y Jankowski, (2000) demostraron un
incremento de 2.8x10’ hasta 7.2x10° después de 30 h de fermentacién de la cepa
L. acidophilus encapsulado en una mezcla de alginato con almidén. De Giulio et al.
(2005), trabajaron con tres cepas de bacterias acido lacticas encapsuladas en alginato
de calcio, mismas que fueron sometidas a pruebas de congelamiento y de liofilizacion,
resultando no ser afectadas por ninguno de estos procesos. Mandal et al. (2005)
probaron varias concentraciones de alginato para la microencapsulacion de L. casei, y
llegaron a la conclusién de que la supervivencia de estos microorganismos se
incrementd de manera proporcional al incremento en la concentraciéon de alginato. Kim
et al. (2008) determinaron la viabilidad de L. acidophilus encapsulado en alginato
después de haberse sometido a pruebas de acidez (condiciones gastrointestinales
simuladas) y altas temperaturas, resultando ser mas resistente a estas condiciones, ain
después de llevarse a cabo un proceso de almacenamiento. Ariza et al. (2010),
encapsularon cuatro cepas de bacterias acido lacticas (Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Aerococcus viridans y Pediococcus pentosaceus) en mezclas
de hidrocoloides de alginato (ALG), alginato/gelana (AGL) o alginato/k-
carragenina/algarrobo (AKL) por la técnica de emulsion, La viabilidad de las bacterias
encapsuladas fue mayor cuando se utilizaron mezclas de alginato con otros
hidrocoloides aun después de 30 dias de almacenamiento a 4 °C, similar a lo ocurrido
en este trabajo al utilizar como agente encapsulante una mezcla de alginato de sodio,

inulina y mucilago de nopal.
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4.4 Microscopia electronica de barrido

La Figura 12 muestra la microfotografia de las microcapsulas obtenidas con la
formulacion utilizada como material encapsulante (alginato-inulina-mucilago de nopal).
Se puede apreciar que el tamafio promedio de las microcipsulas formadas fue de ,

aproximadamente 9.2 um de diametro.
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Figura 12. Microfotografia electrénica de barrido de la capsula formada con alginato de

sodio, inulina y mucilago de nopal.

Ariza et al.,, (2010), observaron microcapsulas elaboradas con alginato de sodio
encontrando la formacion de superficie rugosa, pero con un interior sélido, es decir, no
poroso, lo que no permite la liberacion constante de probioticos, caso contrario con la
adicion de uno o mas hidrocoloides con alginato de sodio donde se reduce la dureza y
rigidez del mismo, tal como lo obtenido en el presente trabajo. Song et al., (2003)
reportaron capsulas de alginato de calcio diferentes a las que se obtuvieron en el
presente trabajo, tanto en rugosidad como en superficie. Esta estructura rugosa y con
cavidades es similar a la reportada por Rosenberg et al (1985) en un estudio realizado
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con goma arabiga k-carragenina y goma de algarrobo. Esta formacion rugosa puede
deberse a la interaccion entre las moléculas de los diferentes materiales utilizados en

el proceso de encapsulacion (Tako y Nakamura 1986).

4.5 Alimento funcional

Tanto a nivel de investigacion como comercial, los productos que han sido utilizados
principalmente como vehiculo de agentes probidticos han sido los alimentos
fermentados obtenidos a partir de productos lacteos como el yogurt y el queso. Los
quesos presentan ventajas como soporte de microorganismos probi6ticos con respecto
a las leches fermentadas, debido fundamentalmente a sus caracteristicas fisicoquimicas
y de composicion como son: mayor valor de pH, menor acidez, mayor capacidad de
almacenamiento, mayor contenido de materia grasa, una mayor disponibilidad de
nutrientes y menor contenido de oxigeno, entre otras (Heller et al. 2003). Los quesos
son alimentos con un periodo de vida util prolongado, que puede variar de uno a varios
meses, dependiendo del tipo de queso, fresco, blando, semiduro o duro (Heller et al.
2003). Teniendo en cuenta esta caracteristica, el desarrollo de quesos probiéticos debe
garantizar el mantenimiento de la viabilidad probidtica durante todo el periodo de
maduracion o vida util del alimento (Ross et al. 2002). Ademas, también resulta
necesario considerar que la actividad bioquimica de los probiéticos agregados al queso
no debe influir negativamente en la composicién, sabor, textura y otras caracteristicas

sensoriales propias del alimento tipico (Boylston et al. 2004).
El tipo de queso seleccionado para utilizar como vehiculo del probiético fue el queso

fresco (Figura 13), ya que es un alimento de alto consumo en nuestro pais y va dirigido
a toda la poblacion.
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Figura 13. Queso fresco

Las medias de los valores fueron comparadas mediante ANOVA, con el objetivo de
verificar que el agregado encapsulado no impactaba significativamente en la
composicién del alimento, que por lo tanto ofrecia un medio ambiente similar para la
expresion bioquimica de los probiéticos. La presencia de diferencias significativas se
establecié a un nivel de confianza del 95% (a < 0.05).

En la Tabla 5 se presentan los resultados de los analisis bromatolégicos realizados a
los 4 diferentes quesos formulados y el queso control, obtenidos al inicio y al final de

los 30 dias de su almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Tabla 5. Analisis bromatolégico de las diferentes formulaciones de quesos

TRATAMIENTDO

Parametro T, T, T3 T4 Ts
55.33x0.57" | 55.33+1.15" | 5.22+0.57" | 54.33+0.95" | 54.66+1.15"
Humedad 44.12+0.32" | 45.23+1.32" | 45.88+0.21" | 44.09+1.12" | 45.53+0.19"
4.11+0.11* 4.31+0.37* 4.12+0.23" 3.98+0.20" 4.04+0.24"
Cenizas 4.80+0.40" 4.83+0.14" 4.62+0.14" 4.46+0.14° 4.53+0.14"
19.90+0.36" | 19.66+0.35" | 19.40+0.65" | 19.86+0.47" | 20.56+0.70"
Grasa 22.45+0.03" | 21.93+1.40° | 22.10+0.12"° | 22.78+1.56" | 23.23+1.34°
18.03+0.20" | 7.76x0.53" | 17.51+0.36" | 17.94+0.37" | 18.45x0.21"
Proteinas | 20.32+0.01"° | 19.89+0.22"° | 19.32+0.65° | 20.57+0.21" | 21.87+0.96"

Medias en el mismo renglon con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).
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El agregado simbidtico no impacto significativamente en la composicién quimica del
alimento, lo cual se corrobora por el hecho de que no se encontré diferencia estadistica
significativa en la composicion inicial de los diferentes quesos obtenidos. La
composicién inicial promedio de los quesos elaborados fue: humedad 54.98%, cenizas
4.11%, grasa 19.88%, proteinas 17.94%; lo que hace un total de 96.91%; el restante
3.09% corresponde al contenido de carbohidratos como la lactosa, la cual no fue

determinada pero se obtiene por diferencia.

Aun cuando los quesos fueron almacenados en refrigeracion a 4°C y en bolsas de
plastico para evitar la deshidratacion, al cabo de los 30 dias de almacenamiento los
guesos exudaron suero, de tal manera que por efecto de la sinéresis hubo una pérdida
de humedad y por ende, la concentracién de los nutrientes del queso, de tal manera
que al final de los 30 dias de almacenado a 4°C, la composicién promedio de los
qguesos fue la siguiente: humedad 44.97%, cenizas 4.65%, grasas 22.50%, proteinas
20.39%; lo que da un total de 92.51%; el restante 7.49% est4 conformado por
carbohidratos como la lactosa, Existieron diferencias estadisticas significativas entre la
composicion inicial y la composicion final de los diferentes quesos elaborados. Dichas
diferencias en la composicion inicial y final de los quesos se debieron a la pérdida de
humedad que por efecto de la sinéresis se presentd durante la etapa de

almacenamiento de los quesos y concentro nutrientes.

En otros trabajos sobre quesos probidticos, se encontraron variaciones en algunos de
los parametros de la composicion global entre quesos testigo y probidticos. Estas
variaciones fueron atribuidas a la dificultad de controlar la composiciéon de los quesos
elaborados a escala laboratorio (25 y 10 L) (Gardiner et al., 1998, Ong et al., 2007).
Gardiner et al. (1998), corroboraron que al fabricar los quesos a escala piloto (450 L)
utilizando los mismos probidticos, las diferencias en su composicién desaparecian. En
nuestro trabajo, a pesar de que el volumen de leche de elaboracion fue de 1L, no se
obtuvieron diferencias en la composicion de los quesos, debido a que se puso especial

cuidado en las etapas criticas del proceso de elaboracion.
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Otro factor de gran importancia es el pH, que ademés de influir en las actividades
enzimaticas, ha demostrado tener un gran efecto en la textura del queso, ya que
impacta en el estado del calcio en el alimento, de esta manera, la obtenciéon de quesos
demasiado &cidos podria ser perjudicial para la calidad del producto, ya que
ocasionaria caracteristicas reologicas indeseables (Pastorino et al., 2003). También se
ha sefialado al pH del alimento probiético como un factor critico para la sobrevivencia
del microorganismo probidtico; sin embargo, la sensibilidad a la acidez es un fenbmeno
que varia entre especies e incluso entre cepas de una misma especie, y se reconoce a
S. boulardii como relativamente resistente comparado con Lactobacillus o las
bifidobacterias (Michaelidou et al., 2003). En la Tabla 6 se presentan los resultados
obtenidos de la variacion del pH de los diferentes quesos elaborados con respecto al

tiempo de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Tabla 6. Variacion del pH de los diferentes quesos elaborados con respecto al tiempo

pH TRATAMIENTDO
T, T, Ts T4 Ts

Inicial 49+0.03" | 52 +0.04% | 52+0.07® |4.8+0.03"| 5.4+0.15°

Final 5.2+0.05" | 56+0.05% | 54+0.03"® |51+0.05"| 5.6+0.24°%

Medias en el mismo renglon con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05)

Después de 30 dias de almacenamiento de los quesos en refrigeracion a 4°C
observamos que en todos los quesos elaborados incluyendo al testigo, el pH final del
queso fue ligeramente mayor que el pH inicial, lo cual es indicativo de que durante el
periodo de almacenamiento no hubo fermentacion de la lactosa, ya que el metabolismo
de los microorganismos es minimo a bajas temperaturas. Por otro lado, por efecto de la
sinéresis que se presentd durante el almacenamiento, los acidos organicos de bajo
peso molecular (acido lactico) presentes inicialmente son drenados de los quesos,

ocasionando de esta forma el ligero incremento del pH de los mismos.
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El pH de los quesos, vari6 de 4.8 a 5.6, manteniéndose siempre mayor al pH que
presentan las leches fermentadas, el cual se encuentra entre 3.7 a 4.3, siendo de este
modo un medio menos perjudicial y mas estable para la supervivencia de los
microorganismos probioticos (Boylston et al., 2004). Kasimoglu et al.(2004),
comprobaron que las bacterias probidticas no ejercian ninguna influencia en la
composicién del queso, incluyendo el pH, por el contrario, otros autores Ong et
al.(2006), encontraron que el agregado de diferentes bacterias probidticas se reflejaba
en una disminucion del pH del producto, debido a su capacidad acidificante que se
sumaba a la del fermento primario, similar a los resultados aqui obtenidos.

Por otro lado, la matriz cerrada del queso y su contenido de materia grasa relativamente
alto también generan un ambiente protector hacia la viabilidad de los probiéticos
(Gardiner et al. 1998). Fenelon et al. (2000) y Michaelidou et al. (2003), observaron
variaciones en el contenido de materia grasa, lo cual puede modificar la protedlisis de

quesos y la sinéresis.

4.6 Analisis microbiolégico del alimento funcional

Los quesos adicionados con el agente probiético encapsulado, asi como el adicionado
de levadura sin encapsular mostraron menor concentracion de todos los
microorganismos patdégenos evaluados que el queso control (Tabla 7), lo cual puede
atribuirse a la posible actividad inhibitoria de la cepa probidtica sobre estos

microorganismos.

Por otro lado, la concentracion de BMA en todos los quesos excepto el control, estuvo
por debajo de lo que marca la NOM, fuera de ello, todas las demas concentraciones de
los diferentes microorganismos evaluados en todos los quesos incluyendo el control,
estuvieron por debajo de lo que se estipula en la NOM correspondiente. Diaz y Garcia
(2000) mencionan que S. aureus es un microorganismo omnipresente ya que se
encuentra en la mucosa, cavidad nasal, piel etc., razon por la que es muy frecuente que

se encuentre en alimentos como los aqui elaborados y analizados.

“Desarrollo de un alimento funcional a base de Saccharomyces boulardii ¢ inulina” - 49 -



& CIIDIR IPN Michoacan

Tesis de Maestria

Tabla 7. Resultados obtenidos del analisis microbiolégico del alimento

Microorganismo TRATAMIENTDO Limite
(log UFC/qg) T T, Ts Ty Ts NOM
BMA 2.45E+04 2.91E+04 2.10E+04 3.15E+05 7.15E+04 | 5°000,000
L. monocytogenes Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente
CT <100 <100 <100 <100 <100 100
Salmonella Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
S. aureus 650 513 721 420 879 1000
E. coli Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Ausente

4.7 Viabilidad del microorganismo en el alimento funcional

Se realiz6 el monitoreo de la supervivencia de S. boulardii durante las 5 semanas que
se almacené el producto a una temperatura de refrigeracion de 4°C (Tabla 8). En
general, la viabilidad de la levadura probidtica disminuyé conforme aumento el tiempo
de almacenamiento en refrigeracion a 4°C, presentandose una diferencia estadistica
significativa (P<0,05) en la viabilidad del microorganismos entre los diferentes
tratamientos. Al inicio del estudio los tratamientos T, y T4 fueron los que registraron
mayores recuentos de células viables, alcanzando concentraciones superiores a 10°
UFCl/g; el tratamiento T, presento diferencia significativa con respecto a los otros
tratamientos (T, Tz y Ts), mientras que el tratamiento T4 solo presento diferencia
significativa con los tratamientos T; y Ts los cuales a su vez presentaron diferencias

estadisticas significativas entre si.

En general, la viabilidad del microorganismo probidtico disminuyé en todos los
tratamientos conforme al tiempo de almacenamiento en refrigeracion a 4°C. Al cabo de
la 52 semana, la viabilidad del microorganismo probidtico con respecto a su viabilidad
inicial en los tratamientos T.,T,,T3,T4 y Ts fue del 1.20, 2.14, 1.15, 0.13 y 0.2%,

respectivamente.
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Tabla 8. Viabilidad de Saccharomyces boulardii en los diferentes quesos elaborados

Log UFC/g a los diferentes tiempos
Tratamiento 1 2 3 4 5
Ty 8.57+0.09° 7.65+0.40° | 7.59+0.18"® | 7.62+0.16" | 6.65+0.03"¢
T, 9.17+0.08" 8.66+0.31" 8.12+0.49" 8.08+0.44" 7.50+0.02"
T3 8.99+0.06° | 8.50+0.26"° | 8.26:0.42" 8.02+£0.29" | 7.050.20™
T, 9.04+0.06"® | 8.05+0.09° | 7.30+0.13° 6.87+0.08° 6.15+0.50°
Ts 5.72+0.05° 5.14+0.04° 4.84+0.21° 3.13+0.09° 3.04+0.03°

Medias en la misma columna con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).

Podemos apreciar que T, fue el tratamiento en el que se conservé la mayor viabilidad
del microorganismo; en otras palabras, T, fue el tratamiento con menor perdida de
viabilidad de S. boulardii. De la misma manera, T,4 fue el tratamiento donde se registré
la mayor pérdida de viabilidad del microorganismo y corresponde al tratamiento donde
el microorganismo fue adicionado en estado libre, ya que en este tratamiento sélo se
conservo el 0.13% de la viabilidad inicial del microorganismo. Esto nos indica el efecto
protector que ejerce la microcipsula sobre la viabilidad de los microorganismos
adicionados en los quesos elaborados.

La tendencia en el recuento de células viables en el transcurso del almacenamiento fue
decreciente en todos los tratamientos, destacando la importancia de lograr un alto
recuento de microorganismos probiéticos al inicio de la elaboracion del alimento
funcional, a fin de lograr mantener las concentraciones de microorganismos
recomendadas para que puedan ejercer el efecto probidtico, una vez que el alimento ha

sido ingerido.

Mas alld de las ventajas que presentan los productos lacteos como vehiculo de
probidticos, en general su supervivencia en este tipo de alimentos ha mostrado ser muy
variable. En efecto, a pesar de numerosos resultados favorables, se han observado

también algunas limitaciones en el mantenimiento de la viabilidad de las bacterias
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probiéticas, dado que las condiciones ambientales del alimento no son las ideales para
el crecimiento y actividad microbiana, la mayor o menor supervivencia se debe,
fundamentalmente, a la sensibilidad del microorganismo al estrés causado por las
caracteristicas propias del alimento, asi como de las condiciones ambientales de
almacenamiento y conservacion del mismo (Boyston et al., 2004). Masuda et al. (2005),
incorporaron Lb. acidophilus La-5 a un queso fresco, y su viabilidad se mantuvo sobre
10" UFC/g durante tres semanas. Al parecer, este organismo se adapté muy bien a las

condiciones adversas del medio, y pudo incluso desarrollarse a pH menores de 5.0.
4.8 Viabilidad de Saccharomyces boullardii bajo condiciones in vitro.

4.8.1 Viabilidad de Saccharomyces boullardii libre y encapsulada bajo
condiciones in vitro.

En la Tabla 9 se muestran los resultados del efecto de las condiciones acidas (pH=2.0)
sobre la viabilidad del organismo probiotico tanto en estado libre como encapsulado.
Después de tres horas de permanencia a pH de 2, el microorganismo probiotico
presenté una mayor pérdida de viabilidad cuando se encuentra en estado libre, que
cuando se encuentra encapsulado, apreciandose de esta forma el efecto protector de la

microcapsula sobre el microorganismo.

Tabla 9. Viabilidad de Saccharomyces boulardii libre y encapsulada a pH de 2

CEPA T1EM P O DE EXPOSICION (min)
0 60 120 180
Libre (log UFC/mL) 10.03+0.09" | 8.50+0.40" | 7.51+0.18" | 6.79+0.16°

Encapsulada (log UFC/mL) | 9.34+0.06° 8.9040 26> 7.72+0.42" | 7.18+0.29"

Medias en la misma columna con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).

En estado libre, la pérdida de viabilidad con respecto al tiempo de exposicion del
microorganismo a pH de 2 fue de 97.05, 99.7 y 99.94% a tiempos de exposicion de
60,120 y 180 minutos, respectivamente. Por su parte, cuando el microorganismo se

encuentra encapsulado, la pérdida de viabilidad a los mismos tiempos de exposicion fue
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de 92.76, 97.60 y 99.31%. EI nivel de supervivencia de Saccharomyces boulardii
encapsulado fue mayor que en estado libre

Es necesario que el microorganismo probiotico adicionado al alimento sea capaz de
resistir las condiciones de baja acidez presentes en el estbmago, para que el
microorganismo pueda llegar al colon en las concentraciones adecuadas para

establecerse y de esta forma, proporcionar los efectos probiéticos al huésped.

La microencapsulacién de probidticos con alginato de sodio ya ha sido utilizada para
mejorar la viabilidad de los microorganismos probidticos en condiciones gastricas
simuladas. Ding y Shah (2007), estudiaron la viabilidad de 8 cepas de bacterias
probidticas encapsuladas con alginato de sodio, la cuales fueron expuestas a
condiciones de acidez in vitro, resultando una mejor viabilidad de los microorganismos
encapsulados en comparacion con las bacterias probioticas libres. Los resultados de
este estudio coinciden con otros estudios similares (Audet et al, 1988; Jankowski et al,
1997; Krasaekoopt et al., 2003; Doleyres y Lacroix 2004), donde se ha encontrado que
la microencapsulacion con alginato en combinacién con otros polimeros aumenta
considerablemente la supervivencia de los microorganismos probiéticos en condiciones

de acidez.

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos de la viabilidad del organismo
probidtico tanto en estado libre como encapsulado, bajo las condiciones de pH que

prevalecen en el colon (pH 6.5).

Tabla 10. Viabilidad de Saccharomyces boulardii libre y encapsulada a pH de 6.5

CEPA TI1E M P O DE EXPOSICION (min)
0 60 120 180
Libre (log UFC/mL) 10.06+0.08" | 9.90+0.31" | 9.62+0.49" | 9.32+0.44"

Encapsulada (log UFC/mL) | 9.17+0.06° | 8.83+0.09° | 8.53+0.13°% | 8.08+0.08°

Medias en la misma columna con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).
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Bajo las condiciones evaluadas, la pérdida de viabilidad con respecto al tiempo de
exposicion del microorganismo en estado libre a pH de 6.5 fue de 30.81, 63.69 y
81.80% a tiempos de exposicion de 60,120 y 180 min, respectivamente. Por su parte,
cuando el microorganismo se encuentra encapsulado, la pérdida de viabilidad a iguales
valores de pH y tiempos de exposicion fue de 54.29, 77.09 y 91.87%. Podemos ver que
durante todo el tiempo de exposicion, la mayor pérdida de viabilidad se presentd en el
microorganismo encapsulado, probablemente debido a que no se logré la liberacion
total de los microorganismos encapsulados bajo las condiciones de trabajo aplicadas. Al
comparar los resultados de la tabla 9 con los presentados en la tabla 10, podemos
deducir que Saccharomyces boulardii resiste mejor bajo condiciones de pH cercanas a
la neutralidad (pH 6.5), que bajo condiciones de alta acidez (pH 2.0), las cuales
corresponden a las condiciones de acidez y pH que imperan en el estbmago y en el

colon, respectivamente.

4.8.2 Viabilidad de Saccharomyces boullardii libre y encapsulada en el alimento
bajo condiciones “in vitro”

Se ha documentado que los microorganismos probiéticos no sobreviven en grandes
cantidades a la acidez de los productos lacteos (Kailasapathy y Taibka 1997), es por
ello que se requiere de mayor investigacion como la del presente estudio, a fin de
encontrar la forma de incrementar la supervivencia y actividad del probidtico en el lugar
de accién. Los probidticos deben soportar barreras naturales, por ello la estructura y
funcién protectora de los alimentos como el utilizado en este trabajo, es de suma
importancia para aumentar la capacidad de sobrevivir a la acidez severa y mejorar la
estabilizacion. En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos bajo condiciones de
acidez estomacal (pH 2.0), de la viabilidad de Saccharomyces boulardii presente en el

queso en estado libre y encapsulada.

Cuando el microorganismo probiético se adiciono al queso en estado libre, su pérdida
de viabilidad con respecto al tiempo de exposicion a pH de 2 fue del 99.40, 99.70 y
99.92% a tiempos de exposicidon de 60, 120 y 180 minutos, respectivamente; es decir,

el microorganismo soOlo mantuvo una supervivencia del 0.081% con respecto a la
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viabilidad inicial. Por su parte, cuando el microorganismo se adicion6 al queso en forma
encapsulada, su pérdida de viabilidad a los mismos tiempos de exposicion fue de 71.16,
95.43 y 98.30%; es decir, el microorganismo encapsulado mantuvo una supervivencia
del 1.70% con respecto a su viabilidad inicial. Al igual que en la evaluacion de la
viabilidad de Saccharomyces boulardii fuera del alimento, el nivel de supervivencia de
Saccharomyces boulardii adicionado al queso en forma encapsulada, fue

significativamente mayor que el adicionado en estado libre.

Tabla 11. Viabilidad de Saccharomyces boulardii presente en el queso en estado libre y

encapsulada bajo condiciones acidas (pH 2.0)

CEPA T1EM P O DE EXPOSICION (min)
0 60 120 180
Libre (log UFC/mL) 9.36+0.03" | 7.14+0.13% | 6.83+0.49° | 6.27+0.74°

Encapsulada (log UFC/mL) | 9.41+0.06" | 8.87+0.09" | 8.07+0.13" | 7.64+0.08"

Medias en la misma columna con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).

Chandramouli et al. (2004), reportaron un aumento significativo en cuanto a la viabilidad
de L. acidophilus a pH 2.0 cuando este fue encapsulado con alginato. Lee, Cha et al,
(2004), observaron mayor supervivencia de bifidobacterias inmovilizados en pH &cido
simuladas en fluido gastrico. Mandal et al. (2005), reporto la tolerancia de Lactobacillus
casei especial-298 encapsulado en concentraciones diferentes de alginato (2%, 3% o
4%), a pH de 1,5, asi como la liberacién de células encapsuladas en solucion acuosa
simulando el pH del colon. La supervivencia aumentd proporcionalmente con el
aumento de las concentraciones de alginato sin afectar a la liberaciébn de células
atrapadas en la solucion simulada del pH del colon. Sin embargo, nuestros resultados
difieren en comparacién con otros investigadores (Hansen et al., 2002; Trindade et al,
2000) quienes reportaron que la microencapsulacion con alginato en alimentos no

protege efectivamente los microorganismos a pH bajo.
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Por otra parte, cuando el microorganismo probiético se adiciona al queso en estado
libre, su pérdida de viabilidad con respecto al tiempo de exposicioén (Tabla 12) a pH 6.5
fue de: 18.72, 43.77 y 27.54% a tiempos de exposicion de 60, 120 y 180 minutos,
respectivamente; es decir, después de 3 horas de exposicion a pH de 6.5 el
microorganismo mantuvo una supervivencia del 57.54% con respecto a la viabilidad
inicial. La pérdida de viabilidad cuando el microorganismo se adicioné al queso en
forma encapsulada, a los mismos tiempos de exposicion fue de 38.34, 53.22 y 59.26%;
es decir, después de tres horas de exposicion a pH de 6.5 el microorganismo
adicionado al queso en forma encapsulada mantuvo una supervivencia del 40.74% con
respecto a su viabilidad inicial. Nuevamente observamos que el microorganismo es mas
resistente a condiciones de pH cercano a la neutralidad (pH 6.5), que bajo condiciones
de alta acidez, como la acidez que prevalece en el estbmago (pH 2.0). Para este caso
en particular esta claro que la variacion del pH del queso no afecté negativamente la
viabilidad del probidtico, permaneciendo esta ultima por encima del nivel recomendado

para obtener un producto funcional a lo largo de la vida de anaquel del alimento.

Tabla 12. Viabilidad de Saccharomyces boulardii presente en el queso en estado libre y

encapsulada bajo condiciones de pH cercanas a la neutralidad (pH 6.5)

CEPA T 1E M P O DE EXPOSICION (min)
0 60 120 180
Libre (log UFC/mL) 9.43+0.23" | 9.34+0.57" | 9.18+0.39" | 8.87+0.28"°

Encapsulada (log UFC/mL) | 9.57+0.02" | 9.36+0.42" | 9.24+0.19" | 9.18+0.13"

Medias en la misma columna con diferente superindice son significativamente diferentes (p<0.05).

La mayor viabilidad que conservan los microorganismos cuando se encuentran en el
alimento, adicionados en estado libre y encapsulados; es atribuible al efecto protector
que ejerce la matriz del alimento sobre dichos microorganismos. Es por ello que el
queso podria ser un mejor vehiculo para estos microorganismos que los alimentos
tradicionalmente empleados, por tener una mayor capacidad amortiguadora, mayor

exclusion del oxigeno y mayor contenido graso, lo que favoreceria la resistencia y
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supervivencia de los microorganismos durante el almacenamiento y el transito intestinal
Teniendo en cuenta estas caracteristicas, el queso ha sido propuesto como un alimento
mas eficaz que los tradicionales productos lacteos fermentados fluidos para proteger la
viabilidad probiética, no so6lo durante la elaboracion y almacenamiento del producto
durante largos periodos, sino también durante el pasaje a través del tracto
gastrointestinal (Ross et al., 2002).

4.9 Evaluacioén sensorial

La figura 14 muestra los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial del queso
adicionado de microorganismo probiético y el queso control. Los pardmetros de esta
evaluacion comprenden olor, color, textura, sabor y aceptabilidad total en escala
hedonica de 5 puntos. Se analizaron los resultados obtenidos por medio de analisis de

varianza de una via con comparacion por Tukey por un rango de error del 5%.

No se presentaron diferencias estadisticas significativas en el grado de aceptacion de
los jueces en cuanto al color y el olor del queso adicionado con los microorganismos
probidticos con respecto al queso control (queso sin adicién de probidticos); es decir, la
adicién del probiético encapsulado no modificd el color ni el olor del queso, propiedad
que resulta deseable para que no afecten la percepcion del consumidor. Cerén et al.
(2008), agregaron al queso fresco el probiético Lactobacillus casei encapsulado en tres
diferentes agentes gelificantes como alginato de sodio, carragenina y gelatina y de igual
forma que en el presente estudio no observaron diferencia estadisticas significativa con

respecto al color y olor.
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Figura 14. Evaluacion sensorial de los diferentes quesos

En el atributo de calidad sensorial donde si se aprecié una diferencia estadistica
significativa fue en la textura del queso probidtico en relacion con el queso control;
debido a ello, algunos jueces expresaron su inconformidad con este parametro en el
alimento funcional, dado a que su textura se percibia un poco mas blanda que la

mostrada por el queso control.

Otra caracteristica de calidad sensorial de gran importancia, donde no se presentaron
diferencias estadisticas significativas de los resultados obtenidos, entre el queso
adicionado con el simbionte y el queso control, fue en el sabor; con lo cual se corrobora
gue la adicién de microorganismos probioticos al queso no impacta de manera negativa
en los atributos de calidad sensorial evaluados, sino por el contrario, en muchos casos
como el aqui presente, la adicion del simbionte encapsulado puede mejorar dichos
atributos de calidad sensorial, ya que de acuerdo a la evaluacién de los 60 jueces no

entrenados, 39 de ellos manifestaron su preferencia general por el queso que contiene
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los microorganismos probibticos encapsulados, mientras que los 21 jueces restantes

optaron por el queso control.
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El proceso de microencapsulacion incrementd la viabilidad del microorganismo
probiotico utilizado, ya sea en forma aislada, o incorporado en un alimento como el

queso fresco.

El pH del medio es un factor extrinseco que afecta la viabilidad del microorganismo, la
cual fue mayormente impactada a valores de pH de 2.0 que a valores de pH de 6.5

El pH de los quesos se incrementd ligeramente durante su almacenamiento a 4°C, a
consecuencia del fendbmeno de sinéresis durante el cual se drena el acido lactico
inicialmente presente en el queso, asi como al bajo o nulo metabolismo de los

microorganismos a la temperatura de almacenamiento.

Bajo los niveles de utilizacion, la incorporacién del microorganismo probiotico
encapsulado con mucilago de nopal e inulina, no alteré la composicién quimica, ni

modifico negativamente las caracteristicas sensoriales del queso, excepto su textura.

La incorporacion del simbionte Saccharomyces boulardii- inulina y mucilago de nopal en
la formulacion del queso fresco, mejord las propiedades organolépticas del queso
fresco, lo cual se reflejo en la mayor aceptacion de éste con respecto al queso fresco

sin adicion de simbionte.

Dada su composicién quimica y su pH, el queso fresco resulté ser un buen vehiculo del
simbionte, debido a que ofrece una buena barrera protectora para los microorganismos

probioticos incorporados en su formulacién, ya sea en estado libre o encapsulado.

Se logro obtener un alimento simbidtico con efectos probidticos y prebidticos a base de
Saccharomyces boulardii e inulina, con la concentracién del microorganismo probiético

recomendada para que pueda ejercer sus efectos benéficos sobre la salud del huésped.

La calidad sanitaria del alimento simbibtico obtenido estd dentro de los limites

establecidos por la Normas Oficia Mexicana correspondiente
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Anexo 1

Formato de encuesta para evaluacion sensorial

Prueba las muestras de queso que se te presentan a continuacion, e indica tu nivel de
agrado para cada una de las caracteristicas marcando con una X el punto de la escala
gue mejor describa al producto.

PARAMETRO Color Olor Textura Sabor Aceptabilidad
total

Me gusta
Mucho

Me gusta
moderadamente

No me gusta

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta
mucho

¢Que muestra es de tu mayor agrado?

1 2

Comentar épor qué?
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