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Resumen

El consumo de alimentos enriquecidos con probidticos (microrganismo que generan
beneficios en la salud) ha incrementado en los ultimos afios. La industria alimentaria ha
mostrado un mayor interés por estos productos debido a las ganancias que representan,
sin embargo, la gran mayoria de los fabricantes adicionan a los probidticos directamente
sobre la matriz alimentaria empleandola como vehiculo a pesar de que se ha demostrado
gue cuando los probiéticos se encuentran libres en un alimento disminuye su capacidad de
sobrevivir a diferentes condiciones de almacenamiento y digestién, por ello la
microencapsulacion es una tecnologia que se emplea para garantizar una entrega eficaz de
los probidticos generando beneficios sobre la salud al mejorar la salud intestinal. En este
estudio se utilizé almiddn retrogradado (ARet) y pectina (PEC) en una mezcla en diferentes
proporciones y se establecié un sistema de encapsulaciéon que permitié mantener la
viabilidad del probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus GG en condiciones de
almacenamiento y digestion (in vitro). Para ello se propusieron dos procedimientos de
encapsulacién que se denominaron: sistema de gelificacidon conjunta (GC) y recubrimiento
(REC). Mediante la caracterizacion fisicoquimica se demostré que las mezclas 1:1 y 3:1 del
sistema GC presentaron una mejora en sus propiedades reoldgicas, estabilidad térmica,
resistencia y organizacién, con respecto al almiddn retrogradado debido a la interaccién
molecular del almidén y pectina. Para el sistema REC se corroboré el efecto de
recubrimiento para las mezclas 1:3 y 1:1, a partir de estos resultados se llevé al proceso de
microencapsulacion la mezcla 1:1 en donde el sistema GC tuvo una % EE del 88.08 £ 2.45y
el sistema REC del 70.14 + 0.50 % EE, ambos sistemas demostraron tener una proteccion
del probidtico en condiciones de almacenamiento y digestién in vitro, aunado a esto se
tiene un efecto prebidtico importante por los valores de % AR que van desde 11.64% por
lo que es posible obtener un beneficio en la salud a partir de su consumo.

Palabras clave: Almidén retrogradado, almiddén resistente tipo 3, pectina, hidrogel,
INFOGEST.
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Abstract

The consumption of foods enriched with probiotics (microorganisms that generate health
benefits) has increased in recent years. The food industry has shown a greater interest in
these products due to the profits they represent; however, the producers usually add
probiotics directly to the food using it as a vehicle even though it has been shown that free
probiotics in a food do not survive storage and digestion conditions, for that the
microencapsulation is a technology used to ensure effective delivery of probiotics that
generates health benefits-by improving gut health. In this study, retrograded starch (ARet)
and pectin (PEC) were used at different proportions and an encapsulation system was
prepared that allowed maintaining the viability of the probiotic Lacticaseibacillus
rhamnosus GG during storage and digestion conditions. For this, two encapsulation
methods were proposed, which were called: joint gelling system (GC) and coating (REC).
The GC system preserved the viability of the probiotic with a value of 7.19 + 0.04 log10
UFC/g at 30 days of storage and digestion in vitro while the REC system did not demonstrate
greater protection with respect to free cells. Physicochemical characterization showed that
the mixtures 1:1 and 3:1 of the GC system had an improvement in their rheological
properties, thermal stability, strength, and structural organization, with respect to
retrograded starch due to the molecular interaction of starch and pectin. For the REC
system, the coating effect for the 1:3 and 1:1 mixtures was corroborated from these results,
the 1:1 mixture was used for the microencapsulation process where the GC system had a %
EE of 88.08 +2.45 and the REC system of 70.14 + 0.50 % EE, both systems showed probiotic
protection under storage and digestion in vitro conditions; in addition, there is an important
prebiotic effect due to the values of % AR of around 11.64% suggesting a possible health
benefit from its consumption.

Key words: Retrograde starch, resistant starch type 3, pectin, hydrogel, INFOGEST.
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1. Introduccion

En la actualidad, la industria de los alimentos muestra un gran interés por la incorporacion
de probidticos en la formulacidn de diversos alimentos, esto se debe principalmente a una
tendencia en las preferencias de los consumidores, pues en los ultimos afios los
consumidores buscan que un alimento pueda cumplir con sus expectativas en cuanto a
sabor, olor, textura, valor nutricional y ademds esperan que éste les proporcione mayores
beneficios en la salud. Tales beneficios de consumo se pueden obtener mediante la
presencia de probidticos (Lisboa et al., 2009) de acuerdo a la FAO & OMS (2006) los
probidticos son “Microorganismos vivos, que cuando se administran en cantidad adecuada,
confieren beneficios para la salud del huésped”

Actualmente, la mayoria de los probidticos presentes en un alimento son adicionados
directamente en la matriz alimentaria; sin embargo, la mayoria de estos probidticos no son
capaces de sobrevivir bajo las condiciones de procesamiento, almacenamiento vy
condiciones gastrointestinales (Naissinger da Silva et al., 2021; Semyonov et al., 2010).
Debido a que se encuentran libres en una matriz alimentaria que no les provee proteccién
alguna, es poco probable que puedan sobrevivir en la cantidad necesaria para brindar un
beneficio en la salud de quien los consume.

En el continente americano, Estados Unidos, Brasil, Canada y México ocupan los primeros
lugares en el consumo de probidticos (Feldman, 2015). Recientemente, Market Research
publico el informe de “Mercado de ingredientes probidticos”, cuyo prondstico indica un
crecimiento del mercado, con una tasa compuesta anual de 7.51 % que representa ingresos
de 576.68 millones de délares en el periodo del 2022 al 2025. En el mismo informe reportan
gue a partir de la pandemia de COVID-19 se presentd un incremento en el consumo de
probidticos debido una mayor preocupacion por el cuidado y mejora de la salud
inmunoldgica (Market Research, 2020).

La industria de los alimentos esta desarrollando nuevas tecnologias para la entrega eficaz
de probidticos a fin de obtener una ventaja competitiva en el mercado. En sus desarrollos
se debe asegurar que los probidticos lleguen al tracto digestivo en la cantidad adecuada
(FAO & OMS, 2006). Para este fin, la encapsulacién de probidticos ha sido reconocida como
una técnica adecuada para proteger a los probiéticos de diferentes factores ambientales
adversos que pueden presentarse durante su almacenamiento y a través del tracto
gastrointestinal (De Araujo et al., 2015).
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2. Marco tedrico

Probidticos

El término probidtico fue descrito por Eli Metchnikoff en 1907 quien propuso que las
bacterias presentes en productos lacteos fermentados podian ayudar a prevenir
enfermedades en el intestino grueso, fue entonces cuando menciond por primera vez que
"existe una dependencia de los microbios intestinales con respecto a los alimentos, lo que
hace posible adoptar medidas en la alimentacion para modificar la flora de nuestro
organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles" (Metchnikoff, 1907).

Durante el mismo periodo un pediatra francés llamado Henry Tissier, identificd que los
nifios que pasaban por un cuadro de diarrea tenian heces con un nimero escaso de
bacterias “bifidas”, la cuales se caracterizan por tener una morfologia en forma de Y, sin
embargo, estas mismas bacterias (“bifidas”) se encontraban abundantes en los nifios sanos,
fue entonces cuando Tissier planted la posibilidad de administrar estas bacterias (“bifidas”)
a los pacientes con diarrea, para generar el restablecimiento la flora intestinal sana (Tissier,
1906).

Asi fue que las obras de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras que hicieron propuestas
cientificas respecto a la utilizacién de algunas bacterias con efectos probiéticos, El término
"probidtico" se designd en 1960 y se usé en aquel entonces como “las sustancias producidas
por microorganismos que promovian el crecimiento de otros microorganismos” (Lilly &
Stillwell, 1965).

La palabra “probidtico” deriva del término griego “pro bios” que significa “para vida”.
Actualmente, se ha establecido una definicién formulada por la Organizacién de Alimentos
y Agricultura (FAO) y por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), quienes definen a los
probidticos como “Microorganismos vivos, que cuando se administran en cantidad
adecuada, confieren beneficios para la salud del huésped” (FAO & OMS, 2006).

De entre los probidticos mayormente conocidos se encuentran las bacterias acidolacticas
(LAB), mejor conocidas como productoras de acido lactico las cuales se usan regularmente
como agentes de fermentacién en algunos alimentos e imparten beneficios para la salud
(Malik et al., 2016); los Lactobacilos, Bifidobacterias y algunas levaduras son los
microorganismos probidticos mds reconocidos, también son ampliamente reconocidos
otros géneros como Enterococcus, Streptococcus y Bacillus (Sarao & Arora, 2017).

Desde los inicios del siglo XXI comenzé a surgir un gran interés por el uso de probidticos
para mejorar la salud humana, esto enfocd una gran atencién por la investigacidén de todos
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los beneficios que se podian obtener a partir de su consumo, actualmente existen diversas
investigaciones que han demostrado que el consumo de probidticos genera beneficios en
la conformacion de la microbiota intestinal, algunos de estos beneficios se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Diferentes probidticos y/o mezclas con beneficios en la salud de acuerdo con
diferentes estudios clinicos en humanos.

Microorganismo probidtico Impacto en la salud Dosis reportada Referencia
(UFC/dia)

Lactobacillus, Pediococcus, Reduccién de obesidad 1 x10* durante 10 (Skonieczna-Zydeck et

Bifidobacterium, en adultos semanas al., 2020)

Streptococcus

Bifidobacterium lactis Asma y rinitis alérgicaen 1.9 x10” durante 12 (Sazawal et al., 2010)

nifios meses

Mezcla probidtica Colesterol alto en sangre 1 x10° durante 3 (Kerlikowsky et al.,
meses 2021)

Lactobacillus acidophilus y Diabetes mellitus 1 x 108durante 2 (Sahhaf et al., 2019)

Bifidobacterium lactis gestacional meses

Alkalihalobacillus clausii Diarrea asociada a 2 x 10° por siete (Maity & Gupta, 2021)

088AE antibioticos dias.

L. plantarum P-8 Ansiedad y depresion 2 x 10 durante 3 (Ma et al., 2021)
meses

Una gran cantidad de estudios cientificos demuestran el impacto positivo del consumo de
probidticos en la salud humana; sin embargo, para obtener algun efecto benéfico se deben
considerar variables como: el tipo de probiético (género y especie), el tipo de padecimiento
al cual va dirigido el tratamiento, frecuencia de ingesta, dosis de administracion, duracién
del tratamiento, el vehiculo mediante el cual puede ser ingerido (matriz alimentaria o no
alimentaria) y sobre todo la cantidad los probidticos viables en el producto final y antes de
consumirse (Lee et al., 2009).

Probioticos en alimentos

Actualmente se sabe que los probidticos se administran por via oral y estan disponibles
comercialmente en forma de suplementos, farmacos y alimentos; sin embargo, se ha
detectado que las personas prefieren el consumo de probidticos en un alimento antes que
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en un suplemento o medicamento, principalmente debido a los aspectos mas practicos de
consumo y disponibilidad, ya que su consumo en un alimento no predispone el uso de una
receta médica (Meybodi & Mortazavian, 2017).

En 2001, un grupo de expertos de la FAO y OMS evaluaron la informacidn sobre los aspectos
funcionales e inocuidad de los probidticos en los alimentos, sefalaron las propiedades y
funcionalidades de los microorganismos vivos en los alimentos y sugirieron que “los
probidticos desempefiaban un papel importante en las funciones inmunitaria, digestiva y
respiratoria, y que podrian tener un efecto significativo en el alivio de las enfermedades
infecciosas en los nifios y otros grupos de alto riesgo”. Casi al mismo tiempo aumenté
considerablemente el nUmero de alimentos y bebidas probidticas disponibles en el mercado
(FAO & OMS, 2006).

El consumo de probidticos es una tendencia y se proyecta como uno de los mercados mas
prometedores en la industria alimentaria. La incorporacién de probidticos en productos
lacteos y fermentados son muy comunes; sin embargo, la busqueda de alimentos no lacteos
ha incrementado debido a que existe un gran niumero de personas con intolerancia a la
lactosa, pues se estima que aproximadamente el 75 % de la poblacion mundial la padece
(Brown-Esters et al., 2012). Las reacciones alérgicas a las proteinas de la leche y veganismo
son otros factores que influye en esta busqueda (Kumar et al., 2015), es por ello que se han
enfocado esfuerzos en el desarrollo de diversos alimentos como cereales, vegetales, jugos,
chocolates, entre otros, en donde se han incorporado los probidticos (Tripathi & Giri, 2015).

De acuerdo a la FAO y OMS, los alimentos probidticos deben tener al menos 10° UFC/g de
microorganismos viables para que puedan aportar sus beneficios (FAO & OMS, 2006)
aungue algunos autores sugieren que los probidticos deberian encontrarse en un alimento
en una cantidad de 108 o 10° UFC/g para garantizar que después de su paso por el tracto
gastrointestinal disminuyan a un minimo de 10° UFC/g (Nazzaro et al., 2009; Hill et al.,
2014). Algunos autores estiman que la cantidad de alimento a consumir para obtener un
efecto terapéutico es de 100 g por dia (Flach et al., 2018); sin embargo, esto resulta
complejo debido a todos los factores que intervienen en la supervivencia del probidtico
dentro de una matriz alimentaria como lo son la temperatura, la humedad, actividad de
agua, pHy el tiempo de almacenamiento (Tripathi & Giri, 2015).

La conservaciéon de la viabilidad de los probidticos dentro de un alimento ya sea en
condiciones de congelamiento, refrigeracion o temperatura ambiente sigue siendo un reto
para la industria alimentaria. De acuerdo a lo que menciona Tyutkov et al. (2022), cuando
se tienen probidticos en una matriz alimentaria que se almacena en condiciones de
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congelacion tal como sucede con helados y algunas frutas y vegetales, las células se veran
seriamente comprometidas debido a diferentes factores ya que el estrés térmico tiene
como resultado la desnaturalizacién de las proteinas celulares y dafio en la membrana
celular, la formacidn de cristales de hielo puede generar dafio mecanico en las células, el
cambio en la presidn osmaética puede generar una plasmdlisis celular, y por ultimo, el estrés
oxidativo puede generar un dano en los lipidos de la membrana y las proteinas celulares
(Tyutkov et al., 2022), causando la muerte de las células que pudieran ser viables en un
alimento.

En condiciones de refrigeracién el principal problema para un probidtico es el estrés
oxidativo, que puede desencadenar el desarrollo y generacidon de metabolitos téxicos lo que
conduce al dafio y muerte celular, ademds de que se puede desencadenar una liberacion
de perdxidos toéxicos y radicales libres por la presencia de oxigeno en un alimento (Afzaal et
al., 2018). Otro factor importante es que regularmente un alimento en refrigeracién se
almacena de 5 a 8 °C, lo cual no limita la reproduccion celular; esto implica que las células
contindan metabolizando generando perdxido de hidrégeno y dcido que son perjudiciales
para su supervivencia (Mortazavian et al., 2007; Meybodi et al., 2020).

En condiciones de temperatura ambiente un factor que reduce significativamente la
viabilidad de las células también es el estrés oxidativo; por ello, lo ideal es que el probidtico,
al estar en una matriz seca, se encuentre con una actividad de agua de maximo 0.25 para
alcanzar una vida util de 12 meses a temperatura ambiente (Fenster et al., 2019; Vesterlund
et al.,, 2012).

Para evitar estos efectos negativos que afectan directamente la viabilidad de los probidticos
en un alimento se han recurrido a diferentes métodos de proteccidn celular como:

a) Liofilizacién, es un método de secado en donde a partir de un proceso de
sublimacidn, se elimina el agua sin generar un dafio excesivo a las células, este
proceso genera su inactivacidn. La reactivacién de las células liofilizadas no es
sencilla y puede requerir técnicas especiales es por ello que adicionar células
liofilizadas en un alimento reducen las posibilidades de una entrega eficaz (Tripathi
& Giri, 2015).

b) Encapsulacion, es un proceso fisico-quimico o mecanico, en el cual se busca tener
un efecto de recubrimiento o atrapamiento de las células probidticas con un
material de pared que en principio debe ser compatible y no téxico para los
probidticos, con el objetivo de prevenir los efectos de la presién osmotica, el estrés
oxidativo (Mokhtari et al., 2017a) las condiciones acidas y la competencia de
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patdgenos. Actualmente existen varias técnicas de encapsulacidn que permiten
obtener un tamafo de capsula especifico.

c) Prebidticos, es una técnica prometedora que consiste en su adicién para la
proteccion de probidticos en un alimento; sin embargo, debe considerarse que su
presencia en un alimento puede afectar las propiedades organolépticas de un
alimento, ademas de que esta técnica suele tener un menor impacto en la
proteccidn de células en comparacion con la encapsulacion (Tyutkov et al., 2022).

d) Los crioprotectores han demostrado que pueden ser utiles cuando se agregan al
cultivo celular antes de que el alimento sea congelado, los crioprotectores pueden
ser de bajo peso molecular como algunos tipos de azucares (por ejemplo glicerol,
glucosa, sacarosa, trehalosa, etc), también se usan moléculas de alto peso
molecular, como: proteinas (como la proteina del suero de leche) y polisacdridos
(como almidén, glucégeno, celulosa y quitina) (Bhattacharya & Bozkurt, 2018). Su
funcién es crear una capa viscosa en la superficie celular para evitar algun dafo en
su membrana (Tyutkov et al., 2022).

En principio, un alimento puede ser un agente protector para los probiéticos (aunque hay
muy poca informacién al respecto), ya que la gran mayoria de alimentos estan constituidos
de agua principalmente ademas de azucares, proteinas y lipidos que en conjunto pueden
promover la reproduccion celular debido que qué son empleados como fuente de carbono
y energia (Flach et al.,, 2018); sin embargo, esta “proteccién” que pudieran impartir
dependera del tipo de matriz alimentaria. Otros factores como el contenido de humedad y
la condicidn celular del probiético juegan un papel importante en su supervivencia (Endo et
al., 2014), sobre todo ante las diferentes condiciones de procesamiento y almacenamiento
prolongado tal como se describe en el ensayo de Naissinger da Silva et al. en 2021, en donde
al evaluar diferentes tipos de alimentos comerciales se comprobd que la gran mayoria no
cumplian con la cantidad de probidticos minima requerida para considerarse un alimento
probidtico. Sin duda alguna, la busqueda de diferentes métodos y materiales de proteccion
para los probidticos que garantice su entrega eficaz dentro de un alimento seguira siendo
un reto para la industria alimentaria.

Regulacion de alimentos con probiodticos

Actualmente, al menos en Latinoamérica, se sabe que en la mayoria de alimentos con
probidticos estos son adicionados directamente sobre la matriz alimentaria, siendo los
alimentos lacteos los mas conocidos; sin embargo, la mayoria de probidticos no son capaces
de sobrevivir en las condiciones dadas durante el proceso de pasteurizado, tiempo vy
temperaturas de almacenamiento, cambios de pH, asi como a las condiciones acidas y
enzimaticas del estémago (Semyonov et al., 2010) dado que la matriz alimentaria en la cual
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se encuentra inmerso el probidtico no le provee proteccién alguna, por lo que es poco
probable que puedan sobrevivir o conservar la viabilidad que se necesita para promover sus
efectos benéficos. Por ello, es de gran importancia proteger a los probidticos ante factores
ambientales adversos.

Ademas, se espera que puedan ser capaces adherirse al intestino y colonizarlo con el
propdsito de competir con otros microorganismos patégenos (Dindhoria et al., 2022), sin
embargo, para generar la colonizacién del intestino y no verse inhibido por otro
microorganismos del propio intestino ( Kumar & Kumar, 2015) es necesario que lleguen en
una cantidad adecuada.

A esto se suma la investigacion que realizaron Naissinger da Silva et al. (2021), en Brasil en
donde al evaluar la supervivencia de los probidticos de 11 productos alimenticios
comerciales, ante condiciones del tracto gastrointestinal (in vitro), encontraron que sélo
dos de estos productos cumplian con la concentracién de probiéticos que indicaban en su
etiquetado. Estos dos productos corresponden a una leche fermentada probidtica y a los
microorganismos protegidos por cdpsulas (microencapsulados). Los autores indican que es
necesario el desarrollo y uso de tecnologias que contribuyan a mantener la viabilidad de los
probiéticos en condiciones de almacenamiento y digestién; asi mismo, los autores
mencionan que se requiere de una regulacién que obligue a los fabricantes de productos
con contenido de probidticos a garantizar que la concentracién de probidticos impresa en
sus etiquetas sea verdadera, ya que estos productos suelen utilizar un etiquetado atractivo
gue inducen al consumidor a comprar estos probidticos y no estdn brindando los beneficios
gue declaran en sus envases (Naissinger da Silva et al., 2021).

En este sentido y particularmente en el caso de México se sabe que no existe regulacién
para este tipo de productos (alimentos con contenido de probidticos), Unicamente el Estado
pone a disposicién para su cumplimiento la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, “Especificaciones
generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados-informacién
comercial y sanitaria”, y la NOM-086-SSA1-1994, “Bienes y Servicios. Alimentos y bebidas
no alcohdlicas con modificaciones en su composicién. Especificaciones nutrimentales”, en
donde no se hace ninguna referencia al contenido de probidticos en alimentos. Es la
Comisidén Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) quien se encarga
de evaluar la seguridad e inocuidad en productos de consumo humano y concede los
permisos para comercializar cualquier producto en el territorio mexicano; sin embargo,
dentro sus funciones no se encuentra la regulacion y verificaciéon del contenido de
probidticos en un alimento.
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Por otro lado, en los paises de la Unidn Europea si existen requisitos regulatorios para este
tipo de alimentos y desde el 2006 han sido mas estrictos, obligando a los fabricantes a tomar
en cuenta la viabilidad y la funcién probidtica en sus productos para poder declarar que
tiene una propiedad saludable (Jankovic et al., 2010). El organismo encargado de regular a
este tipo de productos es la “Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria” (EFSA).

Otro pais que cuenta con una regulacion al respecto es Canada y en 2009 publicé una guia
que tiene por objetivo aclarar el uso aceptable de las declaraciones de propiedades
saludables de los probidticos en las etiquetas de los alimentos y en la publicidad; de igual
manera proporciona orientacion respecto a la seguridad, estabilidad, calidad y etiquetado
de estos productos. Quien se encarga de verificar su cumplimiento es la Agencia Canadiense
de Inspeccion de Alimentos (CFIA) (Health Canada, 2009).

En Estados Unidos de América aun no existen estandares gubernamentales similares a los
de la Unidn Europea; sin embargo, la FDA (Administracién de Alimentos y Medicamentos)
evalla que los fabricantes de este tipo de alimentos proporcionen una justificacion
cientifica antes de realizar cualquier tipo de declaracidon de propiedad saludable en un
alimento. En 2009 publicé una guia para la industria alimentaria sobre un "Sistema de
revision basado en la evidencia para la evaluacién cientifica de las declaraciones de
propiedades saludables" en donde se describen algunas recomendaciones a los fabricantes
para fundamentar una afirmacion de propiedad saludable (FDA, 2009).

La regulacién de los alimentos probidticos es un factor importante para que estos cumplan
con el contenido adecuado para ejercer beneficios en la salud; sin embargo, es en pocos
paises en donde se lleva a cabo el control de este tipo de alimentos.

Lacticaseibacillus rhamnosus GG

En principio, cualquier componente de la microbiota comensal podria ser candidato a
convertirse en probidtico, pero los mas utilizados pertenecen a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, considerados GRAS (Generally Recognized As Safe) y QPS (Qualified
Presumption of Safety) por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA-por sus
siglas en inglés) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), respectivamente.
De igual modo, se han utilizado con este fin, bacterias que pertenecen a otros géneros por
ejemplo Escherichia coliy Bacillus cereus, asi como las levaduras Saccharomyces cerevisiae
y Sacharomyces. boulardii (FAO & OMS, 2006).

La recientemente reclasificada Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG), conocida
anteriormente como Lactobacillus rhamnosus GG, es una bacteria Gram positiva que fue
aislada originalmente del intestino humano sano (Reid et al., 1987), y en 1989 se convirtio
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en la primera cepa perteneciente al género Lactobacillus en ser patentada, debido a su
capacidad de sobrevivir y proliferar en las condiciones acidas del estémago y a la presencia
de sales biliares. Otra caracteristica que la cataloga como un buen modelo probiético es su
capacidad de adherencia y adherirse a los enterocitos (células epiteliales del intestino), lo
que asegura que este microorganismo tendrd la capacidad de colonizar, proliferar y generar
un efecto benéfico en la salud de quien lo consume.

Actualmente existen un nimero creciente de estudios clinicos que demuestran su uso en la
prevencion y tratamiento de diferentes trastornos de salud, como la resistencia a insulina,
sobrepeso (Kim et al, 2021), dermatitis atdpica, tratamiento de problemas
gastrointestinales (Hojsak et al., 2010; Sireswar et al., 2021), diarrea asociada a antibidticos
en nifios (Mantegazza et al., 2018), reduccién de colesterol, ansiedad y depresion post parto
(Slykerman et al., 2017), diabetes mellitus tipo 2 (Sanborn et al., 2020) y prevencion de
enfermedades respiratorias (Das et al., 2022).

En la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas, asi como las condiciones éptimas
de crecimiento del probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus GG.

Tabla 2. Principales caracteristicas y condiciones éptimas de crecimiento de
Lacticaseibacillus rhamnosus GG

Caracteristica Lacticaseibacillus rhamnosus GG

Célula Procariota

Tamafio 0.8 1.0 um de anchoy 2.0 a 4.0 um de longitud
Forma Varilla

Morfologia colonial Las colonias 2-5 mm., elevacién, convexas.,

consistencia, suaves., con bordesmargenes enteros,
luz transmitida, opaca.,s y sin pigmentos

Afinidad tintorial Gram positiva

Medio de cultivo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, que por su
formulacion permite el adecuado desarrollo de
lactobacilos y otras bacterias acido lacticas).

Temperatura de crecimiento 15-42 °C

pH 45a6.4

Requerimiento de oxigeno Anaerobia facultativa

Metabolitos secundarios Acido lactico, acético, férmico y etanol
principales

En términos generales, LGG es capaz de sobrevivir a concentraciones de sales biliares de
hasta 1.5 %, resiste condiciones acidas de hasta pH 2.5 y puede crecer en temperaturas de
hasta 45 °C (Reale et al., 2015).
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LGG es una de las cepas mayormente empleadas en la industria alimentaria (Linares et al.,
2016); sin embargo, para poder protegerla de diferentes factores durante su procesamiento
y almacenamiento se han empleado diferentes técnicas, siendo el microencapasulado una
de las mas eficientes para recuperar el mayor numero de células (Ningtyas et al., 2019;
Moayyedi et al., 2018; Barajas-Alvarez et al., 2022).

Prebidticos

El término "prebidtico" ha ido evolucionando con el tiempo, fue en 1995 cuando Gibson y
Roberfroid, los definieron como "ingredientes alimenticios no digeribles, que exhiben
efectos beneficiosos sobre el huésped al estimular selectivamente el crecimiento y la
proliferacion de una o varias bacterias especificas en el colon que mejoran sustancialmente
la salud del huésped" (Gibson & Roberfroid, 1995). En 2004, los mismos autores actualizaron
esta definicién a "ingredientes fermentados selectivamente que mejoran especificamente la
actividad y la composicion de la microflora gastrointestinal y proporcionan beneficios para
la salud y el bienestar del huésped”, ademas, indica que los prebidticos deberdn tener la
capacidad de resistir a las condiciones de digestién del huésped para ser fermentados por
la microflora intestinal (Gibson et al., 2004). Sin embargo, actualmente se entiende como
prebidticos a los compuestos bioquimicos que pueden ser metabolizados por la microbiota
intestinal. Esta nueva definicién incluye a una gran cantidad de biomoléculas como
oligosacdridos, fibras fermentables, polifenoles y acidos grasos, y no Unicamente a
carbohidratos (That et al., 2022) y se pueden encontrar naturalmente en algunos alimentos
como en los espdrragos, frijoles, lentejas, hongos y cereales (Garcia-Mazcorro et al., 2017).

El mecanismo mediante el cual los prebidticos brindan beneficios en la salud serd especifico
para cada compuesto y dependera directamente de la estimulacidn selectiva de los
microorganismos dentro de la microbiota intestinal, es decir, el prebidtico funciona como
un sustrato para cierto tipo de microrganismos promoviendo su crecimiento, desarrollo y
funcién de ciertas cepas bacterianas, que contribuyen al bienestar de la comunidad
microbiana y del cuerpo humano, ademads de que pueden generar una respuesta inmuney
de proteccién contra patdgenos; asi mismo, los prebidticos facilitan el metabolismo del
huésped y favorecen la absorcién de minerales Figura 1 (Delphine et al., 2009; Khangwal &
Shukla, 2019).
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Figura 1. Representacion de las funciones beneficiosas de los prebidticos en el tracto

gastrointestinal de mamiferos y sus efectos sistémicos. *Ca2+: Calcio; GLP-1: Péptido

similar al glucagdn-1; Gpr41: Receptor acoplado a proteina G 41; SCFA: acido graso de
cadena corta.

Nota: Adaptado de “Mechanisms of Probiosis and Prebiosis: Considerations for Enhanced
Functional Foods” (p. 135—141) por Delphine M. A. S,, Jennifer K. S., Glenn R. G. & James
V. (2009), Current Opinion in Biotechnology, 20 (2).

Actualmente, el uso de prebidticos se ha extendido al tratamiento y prevenciéon de
diferentes padecimientos tales como el de mejorar la salud intestinal (de Kivit et al., 2014),
obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares, trastornos neurolégicos y cancer
(Dinesh et al., 2017; Goetze et al., 2008), prevencidn de alergias en nifios (Grimshaw et al.,
2017), cirrosis (Ballini et al., 2020), sindrome del intestino irritable (SIl) (Menees & Chey,
2018), mejora de los niveles de colesterol (Mudgil et al., 2018) y efecto antiinflamatorio
(Chung et al., 2017).

La industria alimentaria ha empleado una gran variedad de compuestos prebidticos en sus
productos; algunos de los compuestos prebidticos que estan disponibles en el mercado son
la inulina, algunos fructooligosacaridos, galactooligosacaridos y la goma guar (Madsen et
al., 2017). En EUA se tienen disponibles de manera comercial algunos productos que se

mencionan en la Tabla 3.

25



Tabla 3. Productos comerciales con contenido de prebidticos y su declaracion de propiedad
saludable en EUA.

. Prebidtico como ., .
Producto comercial aditivo Declaracion de propiedad saludable

Ayuda a estimular el crecimiento de
bacterias saludables, que apoyan el
desarrollo del sistema inmunolégico

Early Advance™ Infant Galacto-
Formula oligosacaridos

LiveActive™ Cottage Cheese Inulina (3 g) irve como fuent(.ald.e alimento para
las bacterias probidticas

Silk plus para la salud dsea

Leche de soja

Cereales LiveActive™ Inulina (3 g) Ayuda a promover la salud digestiva

Ayudar a mantener un equilibrio

saludable de bacterias amigables en

el sistema digestivo.

Fructano (1 g) Ayuda a promover la salud dsea

Bifidobacterium lactis

Yogur Yo-Plus Bb-12™ e inulina

Algunos alimentos como la leche fermentada, el queso y otras bebidas lacteas se han
empleado como transporte de algunos prebidticos como de lactosucrosa, fructo-
oligosacaridos (FOS), galacto-oligosacdridos (GOS), pectina, inulina, almidones resistentes,
entre otros (Martin-Ortiz et al., 2017).

Para la obtencién de algunos compuestos o moléculas con efectos prebidticos se requieren
de ciertos procesos, tal es el caso de la hidrolisis enzimatica del xilano para la obtencién de
productos prebidticos como los xilooligosacaridos (XOS) o la modificacidn fisicoquimica o
enzimatica del almiddn para la obtencion de almiddn resistente.

Pectina

La pectina es un heteropolisacarido que naturalmente se encuentra en la pared celulary en
la ldmina media de las plantas (Kumar et al., 2020). Es uno de los polisacdridos mas
importantes, posee una de las estructuras mas complejas y se conforma por unidades
repetitivas de residuos (1 - 4)-a-D-GalA (acido galactopiranosilurénico), parcialmente
metil-esterificados en la posicién 0-6 (y en menor medida también acetil-esterificados en
0O-2 u 0-3). De acuerdo con el grado de metilacion se puede clasificar como pectina de alto
metoxilo (grado de metilacién >50%) y pectina de bajo metoxilo (grado de metilacion
<50%). La estructura es interrumpida por regiones ramificadas compuestas de (1 - 2)-
unidades de a-l-ramnosa (regiones RG-l) que unen a los azUcares neutros adicionales,
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incluyendo galactosa, arabinosa, xilosa y fructosa. Se sabe que en solucién los grupos
carboxilo libres presentes en la estructura de la pectina pueden formar puentes de
hidrégeno con grupos hidroxilo de otras moléculas lo que puede resultar en la
conformacion de geles (Xie et al., 2021).

La pectina es considerada una fibra dietética, por lo tanto, es un material que no se hidroliza
en la parte superior del tracto gastrointestinal y es degradada Unicamente por la microbiota
intestinal. Se considera un prebidtico ya que su consumo tiene efectos benéficos
importantes en la salud humana, por ejemplo, en el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal (Yener et al., 2022), prevencién de dafio pancredtico (S. Hu et al.,
2020) y la mejora del sistema inmunoldégico (Elshahed et al., 2021).

La pectina es ampliamente utilizada en la industria farmacéutica y alimentaria ya que,
ademads de los beneficios en la salud, tiene propiedades especificas de gelificacion,
espesamiento y emulsificacién (Cazén et al., 2017) que la industria alimentaria emplea para
proporcionar texturas deseables y propiedades mecanicas a los alimentos; también ha sido
ampliamente utilizada para administrar farmacos cuyo objetivo de liberacion es el colon
(Assifaoui et al., 2011; Dhalleine et al., 2014; El-Gibaly, 2002) debido a que posee una gran
capacidad para entregar compuestos al intestino y recientemente se han estudiado para la
microencapsulacion de probidticos (Dafe et al., 2017). Debido a su capacidad de
presentarse como agregados de macromoléculas en ambientes acidos y ademas es
resistente a las proteasas y amilasas, enzimas activas en el tracto gastrointestinal superior
(Subhedar et al., 2021).

Almidon

El almidén es uno de los polisacaridos mas importantes para el ser humano, se encuentra
entre los tres principales polisacaridos mas abundantes en la naturaleza, ademas de la
celulosa y la quitina que son moléculas estructurales. El almidén es un carbohidrato de
almacenamiento y por lo tanto es también una fuente importante de energia (Wang et al.,
2012).

En su forma natural se encuentra en plantas y semillas, en forma de granulos insolubles y
semi cristalinos. Estos granulos se componen de dos polimeros: amilosa y amilopectina, la
proporcién de amilosa y amilopectina varia dependiendo del origen botanico, un rango
general para el almiddn en su forma nativa es de entre 18 al 28 % para la amilosa, y del 72
a 82 % para la amilopectina (Sasaki et al., 2002).

La amilosa es un polimero lineal de unidades de glucosa (200 a 2500) unidas por enlaces
glucdsidos a-(1-4) y la amilopectina es un polimero altamente ramificado con cadenas
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lineales de unidades de glucosa (15 a 25) unidas por enlaces glucésidos a-(1-4) y en una
menor proporcion con enlaces a-(1-6 interconectados aproximadamente cada 22 unidades
de glucosa (Yoshimoto et al., 2002; Takeda et al., 1989).

La estructura molecular de estos dos polimeros (amilosa y amilopectina) determinara las
caracteristicas fisicoquimicas y funcionalidad del almiddn, ya que dentro de un granulo de
almidén se encuentran como estructuras altamente organizadas, se ha descrito que la
conformacion de las zonas amorfas esta definida por la amilosa y las zonas cristalinas por la
amilopectina tal como se muestra en la Figura 2 (Yoshimoto et al., 2002; Takeda et al.,
1989).

Reduccion final
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Figura 2. a) Estructura de un granulo de almiddn (2—100 um), b) anillos de crecimiento de

tamafio submicrénico, c y d) estos anillos de crecimiento se forman de bloques de 20 a 50

nm que consisten en laminas amorfas y cristalinas (9 nm) que contienen e, f, g y h cadenas
de amilopectina y amilosa (0.1-1 nm).

Nota: Adaptado de “Starch nanoparticles: a review” (p. 1139-1153), por Le Corre D., Bras
J. & Dufresne A., 2010, Biomacromolecules, 10;11(5).

Ademas del almidén normal, se pueden encontrar otros dos tipos de almiddn, los cuales se
clasifican de acuerdo con la proporcion de amilosa/amilopectina: almiddn ceroso y alto en
amilosa.

El almidén ceroso contiene una cantidad muy pequefia de amilosa (inferior al 10 %); este
tipo de almiddn se utiliza generalmente en la produccién de budines, salsas y panes para
proporcionar estabilidad, textura y espesamiento debido a que presenta una mayor
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viscosidad y menor tendencia a retrogradar en comparacion con los almidones normales
(Zhang et al., 2022a).

El almiddn alto en amilosa contiene mas del 50% de amilosa; este tipo de almidén exhibe
mejores propiedades mecdanicas que los almidones cerosos y normales, debido a la gran
cantidad de estructuras lineales (dadas por la amilosa), lo cual se traduce en una mejor
capacidad de procesamiento y en la conformacién de peliculas que se asemejan al uso de
polimeros sintéticos tradicionales (Wan et al., 2022).

A nivel mundial el mercado del almiddn industrial proyecta un crecimiento a una tasa de
crecimiento anual compuesta del 5.75 a 5.90 % para el 2025, esto representa ganancias de
entre $67 a $112 000 millones de ddlares (USD), en América del Norte el mercado de
almiddn industrial se valora en aproximadamente $20 mil millones, siendo Estados Unidos
quien lo liderea (con 14.000 millones de ddlares), seguido de México (2.400 millones de
délares) y Canadd (2.000 millones de ddlares) y se estima que para 2025, el mercado
norteamericano superard los $24 000 millones de délares (Mordor-Intelligence, 2020).

El uso del almidon se extiende a diferentes sectores, tal es el caso de la industria textil, en
donde se emplea para mejorar la resistencia, la elasticidad de las telas, asi como en
lavanderia; la industria del papel y cartén se utiliza para mejorar las propiedades de
resistencia, para modificar la reologia adhesiva del papel, para reducir la energia y tiempos
de secado; en la fabricacién de pegamentos se aprovecha para mejorar la resistencia a la
humedad y la penetracidn del pegamento, y en la industria farmacéutica se emplea para la
fabricacidn de tabletas y en la industria cosmética se usa para dar versatilidad, union, fluidez
y mejorar los poderes de desintegracion de sus productos (Adewale et al., 2022).

Almidodn resistente

El almiddn resistente (AR) se define como la porcién de almidén que no puede ser digerido
por las enzimas del sistema digestivo, por lo tanto, se mantiene integro en el tracto
gastrointestinal. Esta resistencia a la digestién se atribuye principalmente a su estructura
fisica que esta determinada por la relaciéon amilosa/amilopectina, asi como su organizacién
dentro del granulo (en su forma nativa), su fuente de obtencién o naturaleza y a las
condiciones de procesamiento (almidones modificados). Todos estos factores influyen en
la estructura del almiddn. Se sabe que cuando la estructura es mas compacta serd menos
susceptible a la hidrdlisis enzimatica (Leeman et al., 2005) y estas mismas condiciones
determinan sus propiedades funcionales (Wang et al., 2012).

El AR se divide en cinco categorias de acuerdo con su naturaleza y su localizacién en los
alimentos (Gabriel et al., 2021).

v' Almiddn resistente tipo 1, es el almidén fisicamente inaccesible presente en
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legumbres, cereales y semillas crudas.

v' Almiddn resistente tipo 2, son los granulos de almidén nativo parcialmente
cristalino, presente en alimentos crudos como la papa y platanos verdes.

v' Almidén resistente tipo 3, es el almiddn recristalizado o retrogradado, es el almidén
que resulta de un proceso de gelatinizacién y enfriamiento.

v" Almiddn resistente tipo 4, es el almidon modificado quimicamente; entre las
reacciones mas comunmente aplicadas se puede mencionar acetilacion, metilacién,
fosforilacidn, esterificacion y reticulacion (proceso mediante el cual se requiere de
una serie de reacciones quimicas entre cadenas de los polimeros para que puedan
unir).

v' Almiddn resistente tipo 5, es el acomplejamiento de la fraccidon de amilosa del
almidon con lipidos, grasas y surfactantes.

Comunmente se puede encontrar al almiddn resistente en alimentos como la pasta cocida,
papa, puerro, granos enteros naturales, avena y arroz cocido y enfriado, legumbres, frijoles,
entre muchos otros (Bello-Perez et al., 2020).

Al ser considerado un prebidtico su consumo se han asociado a algunos beneficios en la
salud (Misra et al., 2021), como la modulacién positiva de la salud intestinal, que deriva en
una reduccidn del riesgo de padecer diversas enfermedades metabdlicas y el
fortalecimiento del entorno de la mucosa coldnica; también tiene una importante influencia
en la mejora de varios padecimiento como la obesidad, el control de peso (Thompson et al.,
2022), la enfermedad inflamatoria intestinal, la hipercolesterolemia y el cadncer colorrectal
(Kadyan et al., 2022), es capaz de promover la salud inmunitaria (Dobranowski & Stintzi,
2021). Recientemente se ha estudiado su uso en el tratamiento de enfermedades renales
crénicas (Snelson et al., 2019; Bojarczuk et al., 2022) y |la regulacion de los niveles de glucosa
en sangre, asi como el control y prevencién de diabetes (Bello-Perez et al., 2020).

Almidodn resistente tipo 3

La obtenciéon de almiddn resistente tipo 3 se deriva de la retrogradacién del almidén (ARet)
gue ha sido gelatinizado. El proceso de gelatinizacion se logra a partir del calentamiento del
almiddn en presencia de agua, en donde los granulos de almiddn (en su forma nativa) se
destruyen, asi, las cadenas de almiddon gelatinizadas se encontraran en un estado
desplegado y desordenado. A partir de la reduccion de la temperatura, las estructuras de
amilosa y amilopectina se reorganizan para dar paso a la retrogradacién del almidén y a una
porcion de este almiddn retrogradado se le ha denominado almiddn resistente tipo 3 (AR3).
Algunos de los efectos benéficos son la mejora de la salud intestinal mediante la produccién
de acidos grasos de cadena corta cuando es utilizado como sustrato por la microbiota
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intestinal, ademds de generar un aumento en la saciedad mediante la induccion de
produccién de hormonas relacionadas a la saciedad (Kelly et al., 2015), también se relaciona
con una mejora en el control del peso corporal a través de una reduccion de la insulina
(Romero-Gonzalez et al., 2015).

Se sabe que las cadenas de amilosa son las primeras en conformar estructuras helicoidales
gue corresponden a un estado mas ordenado, después, con el paso del tiempo la
amilopectina adopta esta misma conformacion. Se ha reportado que las condiciones de
almacenamiento (Li et al., 2022a; Corrado et al., 2022), asi como las condiciones del
tratamiento (You et al., 2022) definen el grado de retrogradacion y la cantidad de almidén
resistente tipo 3 (Soler et al., 2020; Chang et al., 2021).

La conformacion de estas estructuras helicoidales ocurre a mediante enlaces de hidrégeno
(Lu et al., 2023) y esta reorganizacién del almidén resultard en una mayor resistencia en
condiciones acidas y enzimaticas del tracto gastrointestinal, debido a la incapacidad de la
o-amilasa para hidrolizar las cadenas que participan en una estructura cristalina o
altamente ordenada ya que este cambio en la estructura hace que no pueda encajar en el
sitio activo de la enzima (Li et al., 2022b).

En los ultimos anos se ha presentado un gran interés por la obtencion de almidén
retrogradado bajo diferentes métodos y condiciones. Este interés surge a partir de que el
almidoén retrogradado muestra excelentes propiedades fisicoquimicas como: estabilidad
térmica, baja capacidad de retencidén de agua, buena textura y apariencia, y por su
capacidad de mejorar las propiedades organolépticas en un alimento (Adewale et al., 2022),
ademas de algunos efectos benéficos en la salud que se obtienen a partir del consumo de
almidoén resistente tipo 3, se ha demostrado que un almidén con un alto contenido en
amilosa conforma una mayor cantidad de almiddn resistente (hasta 39 %) en comparacion
con almiddén nativo (6 %) (Soler et al., 2020).

Los métodos empleados para la modificacion en la estructura del almiddn para la obtencion
de almiddn resistente tipo 3 se pueden clasificar en tres categorias: quimica, enzimatica y
fisica.

Dentro de las modificaciones quimicas se encuentran a la hidrdlisis acida (Soler et al., 2020),
oxidacién (Yu et al., 2017), reticulacion (Kim et al., 2012), esterificacion (Mei et al., 2015) y
eterificacion (Singh et al., 2007).

Para una modificacion enzimatica se utilizan enzimas con actividad amilolitica que pueden
alterar la capacidad de retencién de agua, la permeabilidad al agua de las peliculas o
aumentar la hidrofobicidad del almiddn (Xu et al., 2020; Zhou et al., 2019); sin embargo, se
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ha reportado que estas técnicas de modificacion son caras y puede generar residuos
peligrosos (Deka & Sit, 2016).

La modificacidn fisica del almiddn es la técnica mas empleada debido a que es de bajo costo,
y se pueden dividir en dos grupos, las térmicas y no térmicas.

La modificacion térmica se lleva a cabo en presencia de agua y lo que ocurre es la
modificacidon del almidén al aplicar una energia térmica para romper las interacciones
electrostaticas intermoleculares del almiddn. Las técnicas térmicas mas comunes son: calor-
humedad (Soler et al., 2020), recocido(Fonseca et al., 2021; Gangopadhyay et al., 2022),
pre-gelatinizacién (Alavi et al., 2022; Nasir et al., 2021), presidn osmética (Fasuan & Akanbi,
2018; Btaszczak et al., 2007) y microondas (Wang et al., 2022; Cao et al., 2022).

Las técnicas no térmicas incluyen ultrasonido (Wang et al., 2022), campo eléctrico pulsado
(Leong et al., 2022), congelacién y descongelacion (Zhang et al., 2022b), alta presién (Sun
et al., 2022) y fresado (Limpongsa et al., 2021).

Los cambios en la estructura del almidén pueden ser descritos mediante diferentes técnicas
como microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier , calorimetria diferencial de barrido , difraccién de rayos X,
espectroscopia de Raman y reologia (Yang et al., 2021; Soler et al., 2020; Zeng et al., 2022;
Lu et al., 2023; Warren et al., 2016).

Microencapsulacion de probioticos

La microencapsulacion de probidticos ha sido reconocida como una alternativa para
aumentar la resistencia de los microorganismos a factores ambientales durante su
almacenamiento y transito a través del tracto gastrointestinal (De Araujo et al., 2015).

La encapsulacién puede definirse como una técnica para atrapar una sustancia bioactiva
dentro de otra sustancia, la cual puede llamarse recubrimiento, membrana, cdscara,
material portador, fase externa o material de pared (Mokhtari et al., 2017b). En el proceso
se pueden producir micro particulas con diametros de 1 um a 1 mm (Pinto et al., 2015). La
funcién principal de un encapsulado es proteger su contenido de diversos factores
ambientales como: pH, temperatura, humedad, acidez, luz, oxigeno, calor, entre otros. De
igual manera se emplean para una liberacion controlada en alguna parte especifica del
organismo (De Araujo et al., 2015).
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Actualmente se conocen dos tipos de microcapsulas, las primeras se describen por la
presencia de un nucleo en el cual se encuentra el principio activo (los probiéticos), este se
encontrard rodeado por una pared, conformando asi una microesfera o microparticula, y la
segunda se presenta cuando los probidticos se incorporan e integran homogéneamente
dentro del material (Razavi et al., 2021), en esta ultima se aprovecha la capacidad para la
formacién de hidrogeles que tienen los polisacaridos y algunas proteinas (Echalier et al.,
2019). Actualmente existe una tendencia en el uso de hidrogeles para el encapsulamiento
de probidticos ya que brindan importantes ventajas sobre la conservacidn de viabilidad de
probidticos bajo diferentes condiciones (Bai et al. 2021; Razavi et al. 2021).

La conformacion de un hidrogel consiste en la formacidn de redes poliméricas
tridimensionales de macromoléculas que forman estructuras aptas para encapsular o
atrapar agua; esta capacidad de atrapamiento se ha empleado para encapsular células
probidticas. La conformacidn de este tipo de estructuras se ha demostrado que también
poseen mecanismos especificos que permiten una liberacién controlada (Chen et al., 2019).

Las propiedades de los hidrogeles van a estar definidas en principio por el o los materiales
empleados(Guilherme et al., 2015), asi como las condiciones de su proceso; estos factores
van a definir el tipo de hidrogel que se obtenga y pueden ser geles de blandos a duros,
reversibles a irreversibles; el tipo de hidrogel va a influir en la estabilidad de los materiales
encapsulantes ante las condiciones de almacenamiento y de digestion (factores pH,
enzimaticos, mecanicos durante la masticacién y el movimiento peristaltico
gastrointestinal)(Wu & McClements, 2015) (Li et al., 2016).

Debido a que las propiedades de estabilidad y liberacién del encapsulado depende
principalmente de la composiciéon de los materiales de pared, se han empleado varios
portadores para la micro encapsulacion de probiéticos como: proteinas, alginatos (Ta et al.,
2021), almidén (Macias-Cortés et al., 2020), pectina (Eswaramma et al., 2017) y
lipoproteinas (Zhou et al., 2018).

El alginato es uno de los materiales de pared mas reportado para el encapsulamiento de
probidticos; sin embargo, ha habido un creciente interés en su sustitucién total o parcial
por otros polisacaridos debido principalmente a que el alginato como sistema encapsulante
tiene limitaciones por su baja estabilidad en presencia de ciertos iones de calcio y cationes
como sodio o magnesio (Smidsrgd & Skja’k-Brik, 1990). Ademas, se ha reportado que los
geles de alginato poseen una alta porosidad y sensibilidad a condiciones de pH bajo lo que
puede causar una liberacién mds rapida y temprana de los probidticos (Gombotz & Wee,
2012).
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Por otro lado, la encapsulacién de probidticos se ha realizado principalmente utilizando los
siguientes métodos:

l. Extrusion: se realiza una mezcla de las células probidticas junto con hidrocoloides
(biopolimeros que producen espesamiento o gelificacién al dispersarse en agua), la cual se
extruye utilizando bajos contenidos de agua, con lo que se logra la gelificacidn instantanea
de la mezcla del hidrocoloide y los probiéticos que culmina en la formacién de pellets. Los
pellets del hidrocoloide con los probidticos se mezclan con una solucién de endurecimiento
y se secan a altas temperaturas (160 a 260 °C) (Rodrigues et al., 2020).

Il. Emulsificacidn: consiste en la dispersidon de dos liquidos inmiscibles con un agente
estabilizador, que generalmente presenta una mayor afinidad a la fase continua que a la
fase dispersa. Se puede utilizar un agente solidificante (calcio) para separar las gotas
formadas en la fase dispersa de la fase continua. La emulsificacién puede dividirse en dos
mecanismos: gelificacion externa y gelificacion interna (Alemzadeh et al., 2020).

Il. Secado por aspersion: consiste en la atomizacién de una solucidon que contiene el
agente encapsulado utilizando aire a alta temperatura (hasta 200°C), formando
instantdneamente un polvo (Arepally & Goswami, 2019; Ray et al., 2016). Los parametros
clave del proceso son el flujo de aire, la temperatura de alimentacidn y la temperatura del
aire de entrada/salida (Liu et al., 2019).

V. Secado por congelacion: es analogo al secado por aspersién debido a que también
se producen pequeiias gotas. Sin embargo, en esta técnica el agente encapsulado se
dispersa en una matriz liquida, formada por lipidos, que se atomiza en una camara donde
se inyecta aire frio, lo que permite la solidificacidn de las particulas. En el proceso se utilizan
crioprotectores para minimizar las lesiones por frio en los probidticos encapsulados
(Pedroso et al., 2013).

V. Procesos electrohidrodinamicos: uno de ellos es el electrospinning que consiste en
un proceso de hilado electrostatico de fibras poliméricas y el electrospray se genera a partir
de un dispositivo que emplea electricidad para dispersar un liquido (solucién polimérica) en
donde se utilizan campos electrostaticos de alta tension para cargar la superficie de las
gotas de solucidn de polimeros o biopolimeros. Cuando el campo eléctrico aplicado supera
la tensién superficial de la solucién, se expulsa un chorro cargado hacia el colector
formando fibras y se lleva a cabo el proceso de electrospinning. Cuando la concentracién
de polimero es demasiado baja y desestabiliza el chorro debido a la inestabilidad de la
suspension, formando gotas finas altamente cargadas con una morfologia esférica ocurre
el proceso de electrospray (Lim et al., 2019; Mendes & Chronakis, 2021).
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En esencia se busca que el método de encapsulacion no sea agresivo para los
microorganismos, reduciendo o previniendo lesiones y pérdidas celulares (De Araujo et al.,
2015); sin embargo, la mayoria de estos métodos emplean temperaturas muy altas o bajas,
ademas de que pueden llegar a emplear compuestos téxicos para los microorganismos,
durante la conformacion de las capsulas (de Araujo Etcheparea et al., 2016; Wang L. et al.,
2020; Santos et al., 2019; Pedroso et al., 2013; Mendes & Chronakis, 2021)

En este sentido, la seleccidn del método de encapsulacidn y el material de pared se vuelve
crucial para el éxito de un encapsulado.

Almidon y pectina como agentes microencapsulantes

Actualmente, diversos estudios (Tabla 4) han demostrado que el uso de almiddn resistente
tiene un efecto importante sobre la eficiencia de encapsulacién. En los reportes se emplea
en combinacién con diferentes macromoléculas como proteinas, polisacaridos y lipidos. En
la mayoria de las investigaciones se ha estudiado el almiddn resistente tipo 1 y 2, algunos
reportan uso de almiddn resistente modificado por métodos quimicos (Ta et al., 2021;
Ashwar et al., 2021) y existe un menor numero de reportes sobre del uso del almidén
resistente tipo 3.

Tabla 4. Estudios sobre el uso de almidén resistente para la encapsulacién de probidticos
con los resultados mas relevantes.

Tipo de almidén

. ) Método de
Material de | resistente/ L .
. Probidtico encapsula | Resultados Referencia
pared condiciones de o
. cién
estudio
Alginato- AR tipo 4 Lactobacillus | Emulsion El almidén aumenté en 4 % | (Sultana et
almidon acidophilus y la eficiencia de | al., 2000)
resistente Alginato al 2 %, | Bifidobacteri encapsulacion.
almidén alto en | ym spp. En condiciones
amilosa al 2 % gastrointestinales
o simuladas no  ofrecié
Condiciones proteccién en las células
gastrointestinales encapsuladas
simuladas
Almidén de | ARtipoly2 Lactobacillus | Secado por | El almidén de taro brind6
taroy arroz paracasei aspersion mayor proteccién con una
El almidon de taro eficiencia de encapsulacién | (Alfaro-
con 17% amilosa 'y del 90 %. Se empled la | Galarza et
el de arroz 86% temperatura minima del | al., 2020)
amilosa proceso de secado (70 °C).
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Condiciones La viabilidad se mantuvo

gastrointestinales bajo condiciones
simuladas y gastrointestinales y de
almacenamiento almacenamiento
Alginato y @ AR tipo 4 Lactobacillus | Extrusion Eficiencia de
almidén casei encapsulacion del 79 %. La
resistente Almidon alto en viabilidad se mantuvo en | (Ta et al.,
amilosa. condiciones 2021)
Concentracion de gastrointestinales
componentes 2 % simuladas.
Condiciones
gastrointestinales
simuladas
Pectina- AR tipo 3 Lactobacillus | Extrusion Eficiencia de | (Dafe et al.,
almidén plantarum encapsulacion de 94 % con | 2017)
Se evaluaron una proporciéon 75:25 de
diferentes almidén:pectina.
proporciones de
almidén:pectina. Conservé la viabilidad en
condiciones
No se describe gastrointestinales
contenido de simuladas
amilosa

Con base en esta informacion se puede mencionar que, en general, la presencia de almidén
resistente tiene un claro efecto de conservar la viabilidad en condiciones gastrointestinales
simuladas. En todos los estudios se reportan el uso de los métodos de encapsulacion mas
populares como extrusidén, emulsién y secado por aspersién y, aunque no mencionan el
porcentaje de pérdida celular por el uso de estos métodos, sus eficiencias de encapsulacion
son muy buenas obteniendo del 79 al 94 % en condiciones gastrointestinales simuladas.

El uso de la pectina como agente encapsulante no ha sido tan popular como el almiddn, sin
embargo, hay quienes lo han empleado como un agente acarreador en donde se discute su
efecto protector de probidticos en una matriz, tal como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Usos de la pectina como material encapsulante o de acarreamiento y los
principales hallazgos.

Materiales

Probidtico

Método
encapsulacién

de

Principales hallazgos

Referencia

Pectina,
glucosa vy
cloruro de
calcio.

Pectina-
inulina

Pectinas de
alto
metoxilo de
diferentes
fuentes
(limoén, lima
y haranja)
Pectina
comercial vy
pectina
extraida de
maracuya y
su pulpa

Lactobacillus
rhamnosus GG

Lactobacillus
casei y
Lactobacillus
rhamnosus GG

L. rhamnosus
LGG vy L
paracasei

Lactobacillus
rhamnosus GG

Liofilizacion

Gelificacion
ionotrdpica

Ninguno

Se emplea como

portador

Ninguno

Se emplea como

portador

Se presentd una pérdida del 7% de
células por efecto del método de
encapsulacion.
Demostré proteccién en
condiciones de almacenamiento.
La adicién de azucar tuvo un
mayor efecto de proteccidn que la
pectina en condiciones acidas (pH
3 a 2), sin embargo, la proteccion
es nula en pH 1.5.

El método empleado presentd
una eficiencia de encapsulacién
del 96 £ 4 %.

La pectina ayudd a conservar la
viabilidad de los probidticos en
condiciones de almacenamiento.
En condiciones de digestion in
vitro la

pectina mejoréd la

proteccién, sin embargo, la
concentracion de células fue
menor a 6 log de UFC/g.

Hubo un mejor efecto protector
de la inulina en condiciones de
digestion.

Las pectinas tienen el potencial de
mejorar la supervivencia de las
especies probidticas de
Lactobacillus expuestas a las
tensiones gastrointestinales,
como el pH bajo y las enzimas
digestivas en comparacioén con las
células libres

La pectina extraida de la fruta de
maracuya brindd un mejor efecto
protector, sin embargo, Ia
concentracion de células fue

menor a 6 log de UFC/g.

(Li et al., 2016)

(Tarifa et al.,
2021)

(Larsen et al.,
2018)

(Santos et al.,
2017)
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Con base en esta informacién es dificil asegurar que el uso de pectina como agente
encapsulante garantice una buena proteccion y entrega de los probidticos, sin duda alguna,
falta mayor investigacion con respecto al efecto de proteccién que pueda brindar la pectina
como Unico material de pared, asi como el efecto de usar pectinas de alto o bajo metoxilo,
que parece tener una influencia en los resultados tal como lo mencionan Larsen et al. en
2018.

Po otro lado, Dafe et al. (2017) describieron el uso de almiddn resistente tipo 3 en conjunto
con la pectina. Estos materiales permitieron obtener un sistema de encapsulamiento
estable y resistente para proteger al probidtico Lactobacillus plantarum empleando el
método de extrusidn. La eficiencia de encapsulacion fue del 94 % demostrando que el
sistema provee la proteccidn necesaria para resistir condiciones de digestion acida y que
puede ser un sistema con potencial de uso en la entrega de probidticos. Este sistema
demostré ademas ser competente en presencia de sales biliares. En un principio se le puede
atribuir a las propiedades de resistencia acida al almiddn; sin embargo, no se debe descartar
gue la pectina de manera natural es resistente a las condiciones acido-enzimaticas del
estdmago y que incluso es capaz de inhibir la actividad enzimdtica de la a-amilasa, por lo
que la presencia de pectina sin duda mejord la eficiencia de encapsulacién del sistema (Bai
et al., 2021; Dangi et al., 2020; Zhang et al., 2018).

INFOGEST 2.0

INFOGEST (an international network of excellence on the fate of food in the gastrointestinal
tract) es una red de consenso internacional que relne a mas de 440 cientificos
investigadores de 45 paises (UE, Argentina, Australia, Canada, Nueva Zelanda, Estados
Unidos, Japdn, entre otros) quienes estandarizaron un método disefiado para llevarlo a
cabo con equipo de laboratorio estdndar y no se requiere de gran experiencia para
implementarlo, su propdsito es homologar los estudios de digestibilidad in vitro.

INFOGEST 2.0 es un método de simulacién de la digestion gastrointestinal de alimentos
estatica in vitro que sustituye a la metodologia publicada por Minekus et al. (2014), este
nuevo protocolo presenta algunas modificaciones y mejoras.

Al ser un método de digestién estdtica hace que sea simple de usar, pero no adecuado para
simular una cinética de digestidn. En el método, las muestras de alimentos se someten a 3
fases de digestidn: oral, gastrica e intestinal, los pardmetros de electrolitos, enzimas, bilis,
diluciones, pH y tiempo de digestién para cada fase se basaron en datos fisioldgicos
disponibles (Figura 3).
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5 dias Preparacién
ﬂ * Realizar ensayos de actividad de enzimatica y
concentracién de bilis
._ * Preparar soluciones stock SSF, SGF y SIF

/ * Realizar pruebas de ajuste de pH

/¢

1 dia Fase oral

* Mezclar los alimentos con SSF (1:1 p/p)

* Incluir CaClz{1.5 mM en S5F)

*  Agregar amilasa salival, si es necesario (75 U/mL)
* Incubar mientras de mezcla (2 min, 37°C, pH7)

Fase gastrica
s Mezclar bolo oral con SGF 1:1 (v/v)
* Incluir CaClz(0.15 mM en S5F)
* Agregar pepsina, lipasa gastrica (2000, 60 U/mL)
*  |ncubar mientras de mezcla (2 horas, 37°C, pH 3.0)

|Fase intestinal

*  Mezclar quimo gastrico con SIF 1:1 (v/v)

* Incluir bilis (10 mM sales hiliares)

* Incluir CaCl2 (0.6 mM en SIF)

* Agregar pancreatina (actividad tripsina 100 U/mL}

¢ __Incubar mientras de mezcla (2 horas, 37°C pH 7.0} |

Muestreo
Procedimiento de muestreo y tratamiento de la muestra

v

h4

Figura 3. Diagrama de flujo del método de digestion in vitro INFOGEST 2.0. Indica el
tiempo esperado (izquierda), las etapas y los nimeros de paso correspondientes en el
procedimiento (derecha). SGF (fluido gastrico simulado), SIF (fluido intestinal simulado) y
SSF (fluido salival simulado).

Nota: Adaptado de “INFOGEST static in vitro simulation of gastrointestinal food digestion”
(p. 993), por Brodkorb et al., 2019, Nature Protocols, 4 (14).

Este método ha sido empleado por diversos investigadores para evaluar el efecto de un
proceso de digestion gastrointestinal sobre una gran variedad de alimentos, mediante el
andlisis de ciertos productos de la digestién como: péptidos/aminoacidos, acidos grasos,
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azUcares simples; asi mismo, ha sido empleado para evaluar la liberacion de
micronutrientes de la matriz alimentaria.

El protocolo fue publicado por Brodkorb et al. (2019) en donde se describe la metodologia
a seguir, la preparacién de todas las soluciones asi como algunas consideraciones.

Para el analisis de muestras con cultivos celulares, refieren que, durante la digestion
gastrica in vivo de alimentos, las bacterias estdan expuestas a diferentes valores de pH
llegando hasta pH 1 durante en el vaciamiento gastrico, es por ello por lo que un pH
constante de 3.0 para la fase gastrica puede fallar para predecir la supervivencia de las
células, por lo que recomiendan elegir un pH mas bajo.

Otro aspecto para considerar es la recuperacion de las células después del tratamiento
donde mencionan que para los ensayos de este tipo de muestras se considere aplicar
procedimientos de remocién como la centrifugacién o filtracion.

A pesar de que el protocolo INFOGEST se tiene al alcance desde el 2014 (Minekus et al.,
2014), existe una gran variacion en los método de digestién in vitro que se usan para evaluar
la encapsulacién de probidticos. En general se reportan modificaciones al método, en
donde bdsicamente se emplean altas concentraciones de enzimas, sales biliares, tiempos
(hasta 6 horas) y valores de pH muy bajos (de 1 o 1.5), con el propdsito de probar la
supervivencia de las células y efecto protector del encapsulado en condiciones muy
adversas para el probidtico; en estos casos, un encapsulado puede llegar a probar una muy
buena proteccidn o se puede llegar a la conclusién de que encapsulado es deficiente; por
otro lado, también se llegan a emplear bajas concentraciones de enzimas (o se omiten
algunas) y sales biliares, en estos caso se pueden llegar a reportar altos valores
supervivencia de las células encapsuladas relaciondndolo a un encapsulado eficiente,
cuando en realidad puede ser debido a las modificaciones realizadas al procedimiento y que
no tienen un fundamento como el mismo protocolo INFOGEST.

En la Tabla 6 se detallan algunas investigaciones que han empleado métodos de digestion
in vitro para evaluar una encapsulacion de probidticos.
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Tabla 6. Evaluacion de encapsulados de probidticos mediante métodos de digestion in

Descripcion del
encapsulado

Nano encapsulado de

Lactobacillus
acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus
LGG, Bifidobacterium
bifidum y
Bifidobacterium

animalis mediante un
método de electrohilado
de almidéon de maiz vy
alginato de sodio

Encapsulacidn de
Lactobacillus plantarum

mediante secado por
aspersion (SD) y
liofilizacidn por

aspersion (SFD)

Material de
fructo-oligosacarido

pared:

(FOS), proteina de suero
(WP) y
maltodextrina (MD) en

de leche

diferentes
formulaciones.

Encapsulacién de
Lactobacillus salivarius
mediante un método de
emulsién con multiples
capas de lipidos-
proteina-pectina.

vitro por diferentes grupos de investigacién.

Condiciones de digestion in
vitro

Liquido gastrico simulado: a
partir de una solucidn de PBS
(pH de 2.5-3), pepsina 3.0
(g/L).

Liquido intestinal simulado:
13.6 g/L de
hidrégeno dipotasico, 154
ml/L de NaOH 0.2 M, 2 g/L de
sal biliar bovina y 10 g/L de
(pH de 6.8). Se
evaluaron en cada fase
tiempos de 0, 30, 60, 120, 180
y 240 min.

fosfato de

tripsina

Se llevd a cabo la digestién in
base a la

INFOGEST,
evaluando el efecto en Ia

vitro  con
metodologia

viabilidad de los probidticos
cada 30 minutos.

Liquido gastrico: 3 g/L de
pepsina y 8,5 g/L de cloruro
de sodio (pH 1.8).

Liquido intestinal: 10 g/L de
8,5 g/L de
cloruro de sodio, 3 g/L de sal

pancreatina,

biliar y 10 g/L de tripsina (pH
6.5).

Hallazgos

Las células libres no fueron

detectables después de Ia
exposicion  en  condiciones
gastricas después de los 120
min, con el nano encapsulado se
presenté una reduccién de 1 log

UFC/g.

En el liquido intestinal las células
libres no fueron detectables
después de los 30 min, con el
nano encapsulado se tuvo una
reduccion de entre 2y 3 log

En el método de secado por
aspersion en la fase oral no se
tuvo pérdida, en la fase gastrica
se tuvo una pérdida de 2 a 3 log,
en la fase intestinal se tuvo una
pérdida de 4 log.

El encapsulado por método de
liofilizaciéon por aspersiéon tuvo
una pérdida final de 2

logaritmos

En la fase gastrica antes de las 2
horas no se tuvo una reduccién
importante de células (<1 log
UFC/g), después de las 2 horas,
a las 6 horas hubo una pérdida
total de células probidticas.

En la fase intestinal la pérdida
celular fue mayor, a las 2 horas

Referencia

(Atraki
Azizkhani,
2021)

&

(Yoha et al.,

2020)

(Zhang
al., 2015)

et
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Encapsulacidon de
Lactobacillus plantarum
mediante el método de
extrusiéon 'y emulsidn

interna con inulina.

Encapsulacion de
Lactobacillus casei por el
método de extrusion
empleando varios
polisacaridos: alginato,
K-carragenina, goma de
garrofin, goma gelana,
goma xantana y su
combinacidn con
almidon resistente,

lactulosa y lactosucrosa.

Los resultados de la evaluacién de un sistema de encapsulacion de probidticos en
condiciones de digestidn in vitro se relacionan con la eficiencia de encapsulacién y la
efectividad del material encapsulante (como agente protector) y su estabilidad (Calabuig-

Se evalud la pérdida celular
durante 6 horas.

Jugos gastricos simulados
(SGJ): caldo MRS y 3 g/L de
pepsina (pH 3).

Jugo intestinal simulado (SlJ),
1 g/L de pancreatinay 4.5 g/L
de sales biliares (pH 7)

Se evalud la viabilidad en 0,
15 y 30 dias de
almacenamiento.

La digestion in vitro se llevo a
cabo de acuerdo al protocolo
publicado por Minekus et al.
(2014) con
menores, se sustituyd la a-

modificaciones

amilasa salival humana por la
a-amilasa del pancreas de
cerdo.

se tuvo una pérdida de hasta 3
logaritmos, después de este
tiempo hubo una pérdida total
de células

Ambos métodos mostraron una
reduccién al final de las dos
fases de hasta 1.3 log UFC/g
hasta los 30 dias de
almacenamiento.

La mayor supervivencia se
observé en el encapsulado con
base en alginato y almiddn
resistente que mostré una
pérdida minima (inferior a 1 log
UFC/g) durante todo el periodo
de digestion a diferencia de los
demas sistemas y con respecto

al control de células libres.

(valero-
Cases &
Frutos,
2015)

(Ta et al.,
2021).

Jiménez et al., 2019), el uso de protocolo INFOGEST es ampliamente recomendado.

Vigilancia tecnolodgica

Se conoce como vigilancia tecnoldgica a la forma sistematica, organizada, estructurada y
permanente de obtener informacién sobre lo que ocurre al exterior e interior de una
compafia para entender los cambios referentes a las investigaciones y los desarrollos

tecnoldgicos de las empresas.
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Para este proyecto se han identificado a las principales empresas que estan desarrollando
y comercializando este tipo de productos tecnoldgicos de acuerdo con el informe “Mercado
global de Ingredientes Probidticos Anadlisis 2022-2029 Examinado En Un Nuevo Informe De
Investigacion De La Industria” en donde se menciona lo siguiente:

Principales actores en el mercado de ingredientes probidticos:

Biena

Ganeden
LALLEMAND
Nebraska Cultures
UAS Laboratories
BIO-CAT Microbials
Deerland Enzymes
PROBI

Probiotic America
Sabinsa Corporation

o O 0O 0O O 0O O 0o o0 o o

Thera-Plantes

Segmentacion del mercado:
o Probidticos en alimentos y bebidas
o Probidticos en suplementos dietéticos
o Probioticos en alimentos para animales (Lawson, 2022).

Ademas de las empresas que menciona el informe, existen empresas como AINIA, Kerry,
Mars, DSM y Lallemand que tienen presencia en México.

Es interesante saber que la gran mayoria de estas empresas no se enfocan Unicamente su
aplicacién en alimentos, sino que se encuentran en los 3 segmentos del mercado ya sea
para su aplicacidon en alimentos para consumo humano, para animales, suplementos y
algunos en cosméticos; de igual manera, se encuentran desarrollando este tipo de
encapsulacion para diferentes agentes activos como colorantes, vitaminas, saborizantes,
entre otros. Ademas de ello, se ha encontrado que las empresas tienen alianzas con
universidades para llevar a cabo la investigacion y desarrollo de micro encapsulados y lo
ofrecen como un servicio, es decir, los consumidores de este tipo de tecnologias, que son
los fabricantes de productos con probidticos, tienen la oportunidad de solicitar un
desarrollo que se ajuste a sus necesidades.

Por ultimo, es importante mencionar que de todas estas empresas ninguna es mexicana y
gue la gran mayoria de estas empresas se encuentra en el extranjero, principalmente en la
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Unidn Europea, Canada y Australia, esto sin duda se debe a que es en estos paises en donde
existe regulacién y por lo tanto una necesidad por satisfacer para los fabricantes de
productos con probidticos.

En la busqueda de informaciéon acerca de las patentes que existen para la
microencapsulacion de probidticos, se puede mencionar lo siguiente:

e En la mayoria de los procesos de encapsulacién, al igual que en los articulos
cientificos que se han revisado, los procesos que usan requieren de una adquisicion
de equipo industrial especializado.

e La mayoria de las patentes registradas tienen la participacién del sector industrial,
universidades y/o centros de investigacion.

e Las patentes proporcionan una mejor idea de cémo es que la industria esta llevando
a cabo sus procesos de microencapsulacion.

e Se puede identificar a los principales desarrolladores de micro encapsulados de
probidticos y tener un acercamiento directo.

Sin duda alguna, la vigilancia tecnolégica y cientifica deber ser un proceso
permanentemente activo para tener un panorama completo del perfil competitivo de
nuestro desarrollo.

De acuerdo con lo antes expuesto se pueden enfocar esfuerzos en generar una patente y
apostar a la innovacién del proceso y la eficiencia del producto a un bajo costo, tener un
acercamiento con la industria que puedan ser clientes potenciales del producto para
generar alianzas y/o colaboraciones es un paso crucial para el éxito de la propuesta
tecnoldgica.

3. Justificacion
Existe una tendencia en las preferencias de los consumidores por alimentos con la presencia

de probidticos principalmente por los beneficios que pueden obtener en la salud, por lo que
el mercado de este tipo de alimentos se encuentra en crecimiento, sin embargo, para
obtener los beneficios de un probidtico se requiere que lleguen en una cantidad adecuada.
Actualmente en México no existe una regulacion del cumplimento en la entrega de
probidticos en alimentos como se ha visto en otros paises, por lo que la gran mayoria de los
productos en el mercado no cumple con la cantidad minima establecida por la FAO & OMS
para obtener un beneficio en la salud. Ademas de la falta de regulacién, se considera que
hace falta el desarrollo de tecnologias de encapsulamiento de probidticos que sean
eficientes, estables, compatibles con los alimentos y con un bajo costo, esto puede ser un
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primer paso para acercar este tipo de tecnologias a los fabricantes de alimentos, generando
un efecto domind debido a la necesidad de obtener una ventaja competitiva dentro del
mercado de alimentos con contenido de probidticos.

Para este proyecto se propone el uso de almiddn resistente tipo 3 obtenido de almidén con
alto contenido en amilosa (Hylon VII) de Ingredion™ en coparticipacién con pectina de alto
metoxilo de la casa comercial Rettenmaier mexicana de JRS Fibers for Life, como materiales
de pared en la microencapsulacion de Lacticaseibacillus rhamnosus GG, principalmente por
sus caracteristicas de resistencia en condiciones de digestidn, compatibilidad con una gran
variedad de alimentos y efecto prebiético.

Se prefiere el uso almidén alto en amilosa (Hylon VII) debido a que presenta una mayor
cantidad de almidén resistente (hasta un 39 %) comparado con un almidén normal o ceroso,
ademas se ha reportado que cuando se tiene una mayor cantidad de amilosa se favorece la
conformacion de microparticulas, lo que puede beneficiar el proceso de
microencapsulacion A partir del tratamiento de calor y humedad para retrogradar el
almidoén se espera obtener una mayor cantidad de cadenas de doble hélice conformadas
moléculas de amilosa que puedan reorganizarse de una manera mas efectiva al conformar
una matriz continua y estable, se espera que estas estructuras reorganizadas tengan la
capacidad de generar un efecto de envoltura y atrapamiento del probidtico. La
reorganizacion del material de pared (almidén retrogradado) solo o junto con la pectina
puede tener un efecto de resistencia y proteccion que durante el acarreamiento del
probidtico le ayuden a resistir condiciones de almacenamiento (4°C) y de digestién in vitro
bajo el método INFOGEST 2.0. El protocolo INFOGEST 2.0 se considera un método con el
mayor sustento y que a pesar de no ser un sistema dinamico, las condiciones que establece
son las mas cercanas a los sistemas in vivo es por ello que los resultados de este estudio
serdn relevantes.

Ademas, se espera ligar la supervivencia del probidtico a la caracterizacidn fisicoquimica de
los materiales mediante reologia, calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos X y microscopia
electrdénica de barrido (SEM).

La pectina de alto metoxilo con poder de gelificacion lento fue elegida para este estudio
debido a que presenta la propiedad de conformar geles estables, no termorreversibles y
resistentes a condiciones acidas. Al tener un poder de gelificacidn lento se espera que se
pueda favorecer el atrapamiento celular, dando paso a la interacciéon con el almidén
gelatinizado para la conformacion de estructuras estables. En comparacién con una pectina
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de bajo metoxilo, este tipo de pectina no requiere iones de calcio para conformar un gel,
esto representa una ventaja debido a que se reducen las variables a controlar, ademas de
que la estabilidad de las mezclas no se veran comprometidas por un posible exceso de iones
de calcio.

La manera en que se pretende realizar esta microencapsulacién es mediante dos sistemas
de encapsulacion: gelificaciéon conjunta (GC) y recubrimiento (REC).

En gelificacion conjunta (GC) se espera encontrar una mezcla en la cual los dos
componentes conformen un gel estable, este comportamiento se identificard mediante
analisis fisicoquimico.

El recubrimiento (REC) consiste en hacer una encapsulacién primero con almiddn
retrogradado, seguido de un secado y molienda y posterior recubrimiento con pectina, con
el fin de obtener el beneficio de ambos compuestos por separado, en donde se espera que
el atrapamiento ocurra con la presencia del almidén y posterior a esto, al tener un
recubrimiento de pectina ayude a la proteccion en su paso a través de tracto
gastrointestinal.

Estos sistemas seran estudiados en diferentes proporciones (ARet:PEC 0:1, 1:3, 1:1, 3:1y
1:0) con el fin de encontrar las propiedades fisicoquimicas mas apropiadas para lograr la
estabilidad de este microencapsulado y mejorar asi la eficiencia de encapsulacién.

El estudio de estos sistemas puede ser una aportacién importante para relacionar un
comportamiento fisicoquimico esperado de las mezclas.

4. Objetivo general

Establecer un sistema de encapsulacién basado en almiddn resistente tipo 3 y pectina que
permita mantener la viabilidad del microrganismo probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus
GG.

5. Objetivos especificos

1. Describir y caracterizar la interaccidon entre almiddn retrogradado y pectina en
diferentes proporciones para formar el sistema de microencapsulacién.

2. Estudiary evaluar dos métodos de encapsulacion para Lacticaseibacillus rhamnosus
GG
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3. Evaluar la viabilidad de Lacticaseibacillus rhamnosus GG después de su
encapsulacion.

4. Evaluar el efecto de la digestion en condiciones acidas sobre la viabilidad de
Lacticaseibacillus rhamnosus GG encapsulados.

6. Hipotesis
El sistema almidon retrogradado y pectina encapsulara a Lacticaseibacillus rhamnosus GG
y le permitird resistir condiciones de digestidn in vitro y almacenamiento (4°C).

7. Materiales y métodos

Materiales

La cepa probidtica Lacticaseibacillus rhamnosus GG o Lactibacillus rhamnosus Strain GG
ATCC 53103™ fue tomada de la coleccidn de cepas del Centro de Investigacidn en Ciencia
Aplicada y Tecnologia Avanzada (CICATA-IPN Querétaro).

Los reactivos empleados en el estudio son de grado analitico y se cuenta con certificado de
calidad para cada uno de ellos.

El almidon comercial de maiz no modificado Hylon® VIl (Ingredion™) se adquirié de National
Starch and Chemical SA de CV (Toluca, México). De acuerdo con la ficha técnica obtenida
del proveedor, el contenido de amilosa es del 70 % aproximadamente. Tiene una variedad
de aplicaciones alimentarias por su capacidad gelificante y conformacién de peliculas
fuertes y resistentes.

La pectina fue una donacién por parte de la empresa Rettenmaier mexicana de JRS Fibers
for Life (Morelos, México). De acuerdo con la ficha técnica proporcionada, Pectin HS-S es
un aditivo alimentario aprobado (Reg. (EU) No. 231/2012), es una pectina con alto
contenido de metoxilo y de tiempo de fraguado lento. Los geles elaborados con esta pectina
tienen una estructura firme y corta, y son transparentes, con una buena liberacién de sabor.
Estos geles no son reversibles al aplicar calor. Su aplicacidon se enfoca a la fabricacién de
mermeladas.

Para este estudio se prepararon soluciones y medios de cultivo que se describen a
continuacion.
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MRS: dextrosa (20.0 g/L), sulfato magnésico heptahidratado (0.2 g/L), extracto de carne (8.0
g/L), citrato de triamonio (2.0 g/L), peptona de caseina (10.0 g/L), fosfato dipotasico (2.0
g/L), sulfato de manganeso (0.05 g/L), acetato de sodio trihidratado (5.0 g/L), extracto de
levadura (4.0 g/L), Tween 80 (1 mL/L).

NaCl 0.85%: 0.85 g/ 100 mL de agua bidestilada
PBS: NaCl (8 g/L), KCI (0.2 g/L), NazHPO4(1.44 g/L) y KH2PO4(0.24 g/L), con agua bidestilada.

Citrato de sodio 0.2 %: 0.2 g/100 mL de agua bidestilada

Concentracion de células

Para llevar a cabo la microencapsulacion se realizdé una siembra en 100 mL de medio MRS
con ajuste de pHa 6.20 £0.20 y se incubd a 37 °C durante 36 h (fase estacionaria de acuerdo
con la cinética de crecimiento Lacticaseibacillus rhamnosus GG Anexo 1), luego se llevé a
centrifugacién a 4000 rpm por 2 min en tubos conicos de 15 mL, se realizaron 3 lavados con
PBS bajo las mismas condiciones de centrifugacion, finalmente la biomasa final se suspendié
en 7 mL de NaCl 0.85%.

Preparacion de sistemas gelificacion conjunta (GC)
Los sistemas en estudio GC se llevaron a cabo en diferentes proporciones, la metodologia
consiste en:

La pre-gelatinizacion de una soluciéon de almidén al 5% (p/v) en parrilla en donde se
mantiene en agitacion a 60 °C por 15 min.

Gelatinizacién: se coloca la misma suspensién en autoclave en donde se alcanza una
temperatura de 121 °C y una presién de 1.5 Pa por un periodo de 30 min, pasado este
tiempo la solucidn se coloca en agitacidn constante para evitar la formacién de grumos.

Se prepara una solucién de pectina (PEC) al 3% (p/v) y se lleva a ebullicién con agitacion
constante hasta que la suspensidon sea homogénea. Cuando las dos suspensiones se
encuentran a una temperatura de 80 °C se incorporan en agitacion constante los materiales
en la proporcion de estudio (ya sea 1:3, 1:1 y 3:1 (v:v) de almiddn retrogradado: pectina)
hasta que la temperatura baje a 40 °C (retrogradacién) como se muestra en la Figura 4.

Preparacion de sistemas de recubrimiento (REC)
Los sistemas en estudio REC se llevaron a cabo en diferentes proporciones, la metodologia
consiste en:
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Pre-gelatinizacién de una solucién de almidén al 5% (p/v) en parrilla en donde se mantiene
en agitacion a 60 °C por 15 min.

Gelatinizacién: se coloca la misma suspensién en autoclave en donde se alcanza una
temperatura de 121 °C y una presiéon de 1.5 Pa por un periodo de 30 min. Pasado este
tiempo la solucién se coloca en agitacidén constante para evitar la formacién de grumos.

Retrogradacion: cuando la temperatura disminuye a 40 °C se lleva a secado en un
deshidratador con aire a 40 °C.

Recubrimiento: Una vez seco el material se muelen y tamizan a un tamafio de particula de
150 um. El polvo de pesa y se agrega pectina en la proporcidn de estudio (ya sea 1:3, 1:1vy
3:1 v:v de almiddn retrogradado: pectina) a una temperatura de 40 °C, se mantiene en
agitacién por 10 min y se lleva nuevamente a secado en deshidratador con aire a una
temperatura de 40 °C hasta que el material estd seco. Por ultimo, se muele y tamiza
nuevamente a un tamafio de particula de 150 um (Figura 4).

Microencapsulacion

La microencapsulacién del probidtico en los dos sistemas de encapsulacion se lleva a cabo
con la adicion de 6 mL del probidtico concentrado (logio 12 UFC/mL), en 100 mL (volumen
total) de los sistemas cuando se encuentran a 40 °C, para GC serd de la mezcla almidén
pectina y en REC serd cuando el almiddn se encuentre a 40 °C.
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Figura 4. Diagrama de flujo de la preparacion de los sistemas de encapsulamiento GCy
REC y su caracterizacion.
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Caracterizacion de los sistemas de encapsulacion

La caracterizacion de los sistemas GC y REC se llevd a cabo en diferentes proporciones su
preparacion se detalla en la Tabla 7. Los andlisis FTIR, DSC, SEM y Rayos X se realizaron en
el material seco resguardado en un desecador hasta su andlisis, mientras que los analisis de
turbidimetria y reologia se llevaron a cabo en los sistemas antes del proceso de secado.

Tabla 7. Preparacion de los sistemas GC y REC en diferentes proporciones, cantidades y
componentes.

0:1 13 1:1 3:1 1.0
Proporcién en los sistemas GC ~ ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC

Almiddn retrogradado (ARet) 0 25 50 75 100

mL

Pectina (PEC) mL 100 75 50 25 0
0:1 1:3 1:1 3:1 1:0

Proporcién en los sistemas REC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC

Almidon retrogradado (ARet) g 0 1.25 2.5 3.75 5
Pectina (PEC) mL 100 75 50 25 0
Turbidimetria

La turbidez se midié en los sistemas GC y REC antes del proceso de secado (fase liquida) en
donde se colocaron las preparaciones en celdas de plastico, empleando como blanco agua
bidestilada y a una densidad éptica (DO) de 600 nm. La prueba se hizo por triplicado
realizando mediciones con respecto al tiempo, para los sistemas GC cada 30 min y para REC
cada 2 min durante los primeros 15 min y después cada 15 min, hasta los 140 min para
ambos sistemas.

Reologia

Las propiedades reoldgicas de los sistemas se midieron en el redmetro Anton Paar (Physica
MCR 101) utilizando una geometria platos paralelos de 25 mm con una distancia entre
placas de 1 mm.

La preparaciéon de la muestra fue la misma que se plantea para los sistemas, pero no se
llevaron a secado, en cambio las muestras se colocarén en placas Petri y se dejaron
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reposando a temperatura ambiente hasta las 40 horas para permitir la reorganizacién de la
amilosa, conformar la matriz y promover la interaccidn con la pectina. En este tiempo se
observd una textura similar a un gel y las muestras se llevaron a medicién.

Se realizaron los barridos de frecuencia a un intervalo de 0.1 a 10 Hz con un porcentaje de
deformacion del 2.5 %. El médulo de almacenamiento (G’), el médulo de pérdida (G”) se
calcularon a partir de la prueba.

Para las pruebas de recuperacion por cedencia (Creep-recovery) se aplicé un esfuerzo
constante de 0.4 Pa durante 50 segundo y se midid la recuperacion por 50 segundos mas.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

Se llevaron a cabo los andlisis de las muestras en polvo de los sistemas en las proporciones
ya descritas. Los espectros FTIR-ATR de las muestras retrogradadas se registraron utilizando
un espectrofotémetro (Spectrum GX, PerkinElmer Inc., EE. UU.) con un accesorio ATR en el
rango de 4000 a 650 cm™ ! a una resolucién de 4 cm™ L. El anélisis se llevé a cabo después de
los 30 dias de almacenamiento.

Difraccion de rayos X

La estructura cristalina se determind en las muestras retrogradas secas en un tiempo de
almacenamiento de 60 dias. Para su andlisis se empleé un difractémetro de rayos X (D8
ADVANCE, Bruker, EE. UU.). Las muestras retrogradadas se escanearon en el rango angular
de 20. En todas las pruebas se utilizé un voltaje de aceleracion de 20 kV, una corriente de
20 mA, un paso angular de 0,01° y 1 s de paso a paso.

El porcentaje de material cristalino en muestras retrogradadas, conocido como cristalinidad
relativa (RC), se calculé de acuerdo con lo descrito por Rabek (1980) utilizando la Ecuacion
1.

Ac
Ac+Aa

RC (%) = ( ) * 100 Ecuacién 1

En donde Ac es el drea cristalina y Aa es el area amorfa en los difractogramas de rayos X.

Calorimetria diferencia de barrido (DSC)

El andlisis se llevd a cabo en las muestras secas con 30 dias de almacenamiento utilizando
un calorimetro diferencial de barrido (DSC 1 STARE System, Mettler-Toledo Inc., Suiza). Las
muestras retrogradadas (6 mg) se colocaron en un crisol de aluminio, se sellaron y se les
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realizé un barrido de 25 a 220 °C, empleando una velocidad de calentamiento de 10 °C/min
en el calorimetro.

Los pardmetros térmicos: temperatura de inicio (To), pico (Tp), final (Te) y el cambio de
entalpia (AH) se obtuvieron utilizando el software STARe versién 9.30. El andlisis se realizo
por triplicado.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se obtuvieron micrografias electrdnicas de barrido de granulos de almidén retrogradado
seco con 30 dias de almacenamiento empleando el microscopio Phenom-World
(Eindhoven, Paises Bajos) operado a un voltaje de aceleracién de 5 kV. Las muestras se
adhirieron a una cinta adhesiva de carbdn de doble cara y las imagenes se obtuvieron con
un aumento de 500 x, 2500x, 3000x, 4000x y 5000x.

Viabilidad en condiciones de almacenamiento

Para determinar la viabilidad de las células después de su encapsulacién y en condiciones
de almacenamiento (4 °C), se realizd una liberacién de probidticos en una la solucién de
citrato de sodio al 0.2% a temperatura ambiente, en agitacidon constante durante 20 min,
después se realizaron diluciones seriadas empleando una solucién de NaCl 0.85%, se realizo
extensién en placa de 100 yuL de muestra en placas en agar MRS (pH 6.2+0.2) que se
incubaron a 37 °C durante 48 h, cada dilucién se llevd a placa por triplicado.

A las 48 horas se hizo el conteo de las UFC (unidades formadoras de colonias) y se obtuvo
el porcentaje de eficiencia de encapsulacién (%EE) a partir de Ecuacion 2.

lOglo N

logioNo

WEE = * 100 Ecuacion 2

En donde N corresponde al nimero de UFC/g contabilizadas después de la encapsulacién y
No corresponde al nimero inicial de UFC/g encapsuladas.

Los tiempos de almacenamiento evaluados fueron 0, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento
en refrigeracion (4 °C), en donde se contabilizaron las UFC/g y se expresan los resultados en
términos de logio UFC/g, los ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

Viabilidad en condiciones de digestion in vitro (INFOGEST 2.0)
De acuerdo con el protocolo INFOGEST 2.0 se establecieron las siguientes condiciones para
evaluar los sistemas de micro encapsulacion establecidos para GCy REC (Tabla 8).
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Tabla 8. Implementacién del protocolo INFOGEST 2.0 para los sistemas de encapsulacion

GCy REC.
SSF (Fase SGF (Fase gastrica) SIF (Fase intestinal)
oral)
Digesta lg 2mL 4 mL
Electrolitros 1.25X (mL) 0.8 1.6 1.6
CaxCl (H20)2 (0.3 mM) 0.005 0.001 0.08
(mL)
Enzimas o-amilasa Pepsina Lipasa | Pancreatina Sales
biliares
Actividad (U/ mL) 75 U/mL 2000 U/mL 60 1000 U/mL | 0.6% (p/v)
u/mL

mL 0.151 0.171 0.162 0.121 0.8
H20 (mL) - 0.66 1.3
HCI (3 M) - 2 gotas -
NaOH (1m) 2 gotas - 3 gotas
Volumen final (mL) 2 4 8
pH final 7.24 2.76 7.26
Tiempo 2 min 2h 2h

Para la implementacién del protocolo se usaron las enzimas que se describen a
continuacion. Las actividades enzimaticas se tomaron de los certificados de calidad del
proveedor (Sigma Aldrich) y se sustituyé el uso de a-amilasa salival y lipasa gastrica por
enzimas de pancreas porcino debido a la dificultad en su adquisicién:

o — amilasa de pancreas porcino lote SLCM1439 con una actividad enzimatica de 11 U/mg,
pepsina de mucosa gastrica porcina lote SLCC6249 con una actividad enzimatica de 701
U/mg, pancreatina de pancreas porcino lote SLCD114 con una actividad enzimatica de 66
U/mg, lipasa pancredtica porcina Sigma Aldrich lote SLBCO073V con una actividad
enzimatica usando triacetin de 59 U/mg.

La preparacion de la solucidon de electrolitos 1.5x se llevd a cabo de acuerdo a lo que indica
el protocolo (Brodkorb et al., 2019).

Para cuantificar el numero de células viables, el producto de la digestion in vitro se
centrifugé a 4000 rpm por 4 min realizando 3 lavados con PBS, el producto se recuperé en
un volumen final de 10 mL con NaCl 0.85 %, después se realizaron diluciones seriadas en
NaCl 0.85 %, se hizo por extension en placa (medio MRS) de 100 pL de muestra, las placas
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(MRS pH 6.2 + 0.2) se incubaron a 37 °C durante 48 h, cada diluciéon se llevé a placa por
triplicado.

Cada ensayo se llevo por duplicado y se evaluaron dos tiempos de almacenamiento (4°C) 0
y 30 dias. Los resultados se expresan en términos de logio UFC/g, los ensayos se llevaron a
cabo por duplicado.

Almidon resistente

El contenido de almiddn resistente (RS) de las muestras retrogradas se determind de
acuerdo con el método 32—40.01 Resistant Starch in Starch Samples and Plant Materials
(AACC, 1983). Se utilizd un kit de Megazyme (K-RSTAR 08/18). Las muestras se analizaron
por duplicado en dos tiempos de almacenamiento 0 y 30 dias sélo para la proporcién de GC
y REC llevada a la encapsulacién de probidticos (las muestras analizadas no contenian el
probidtico).

Determinacion de humedad

Se llevaron los sistemas GC y REC a una temperatura de 105 °C por 24 horas en estufa, de
acuerdo al método que establece la AOAC (1999), el % de humedad se determind con base
a la ecuacioén 3, las muestras se analizaron por duplicado.

Y™ . 100 Ecuacion 3

Humedad (%) = -

En donde
M= peso inicial en gramos de la muestra

m= peso en gramos de la muestra seca

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 5 % vy las
diferencias entre las medias se determinaron mediante la prueba de Tukey, utilizando el
software Minitab.

8. Resultados y discusion

A continuacidén, se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacién de los dos
sistemas de encapsulacion: gelificacion conjunta (GC) y recubrimiento (REC), en diferentes
proporciones.
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Tabla 9. Representaciones durante la caracterizacidn de los sistemas GCy REC con
respecto a las proporciones de almiddn retrogradado y pectina (ARet:PEC)

Proporcion en 0:1 1:3 1:1 3:1 1:.0
los sistemas ARet:PEC  ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC  ARet:PEC
Re,pfese"tac'on PEC 1:3 1:1 3:1 ARet
grafica por

colores N ) O O
Color

representativo

en graficos

Turbidimetria

Una manera simple para determinar la compatibilidad de dos componentes es que estos no
se separen. Para los sistemas de gelificacion conjunta (GC) y recubrimiento (REC) se
analizaron las mezclas 0:1, 1:3, 1:1, 3:1 y 1:0 ARet:PEC.

Los resultados de la Figura 5 indican que la pectina es un compuesto que dpticamente se
mantiene estable debido a la transparencia de sus soluciones. Esta propiedad pudo
observarse cuando se midi6 la absorbancia con respecto al tiempo, en donde hasta los 140
minutos no se observo algun cambio en los valores de absorbancia, a diferencia del almidén
retrogradado (ARet) en donde se pudo cuantificar un cambio a partir de los 20 minutos.
Este cambio consiste en un ligero incremento en el valor de absorbancia para después
mantenerse estable. Este cambio en la absorbancia puede estar asociado a Ia
reorganizacion de las moléculas del almidén, ya que cuando el sistema se reorganiza tiende
a formar una estructura mas densa que genera un cambio en la turbidez, pasando de un
blanco transparente a un blanco opaco. Para la encapsulacién de los probidticos no
representa un factor adverso ya que se espera que durante la reorganizacién del almidoén
se genere el efecto de atrapamiento.

En las mezclas 1:3, 1:1 y 3:1 ARet:PEC del sistema de gelificacidon conjunta (GC) los valores
de absorbancia se mantuvieron constantes desde el tiempo O hasta los 140 minutos, a
diferencia del almidén, no se presenta ningln cambio importante en los valores de
absorbancia, lo que indica que la pectina aporta un efecto estabilizante al almidén
retrogradado y que no existe un efecto de separacion de fases al menos dentro de los 140
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minutos. Esto también es un indicativo de que tanto la pectina como el almidén se
encuentran interactuando entre si. En este sentido, el proceso de secado del sistema de
encapsulacion lleva un tiempo aproximado de 120 minutos, por lo que se tiene la certeza
de que el sistema de gelificaciéon conjunta (GC) se mantendra estable en este periodo de
tiempo para cualquiera de las mezclas ARet:PEC (Figura 5).
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Figura 5. Absorbancia vs tiempo del sistema de encapsulacion gelificacién conjunta (GC)
con las diferentes mezclas evaluadas.

En el sistema de recubrimiento (REC) (Figura 6), a diferencia de las mezclas del sistema GC,
los valores de absorbancia contra tiempo indican que, si hay separacidn de fases debido a
la naturaleza de las muestras, pues se trata de un sistema que tiene una fase sdélida que
corresponde al almidon retrogradado en polvo inmerso en una solucién de pectina.

Esta diferencia entre los sistemas GC y REC permitira analizar la informacién que se obtenga
de la caracterizacion.

Las mezclas 1:3 y 1:1 (ARet:PEC) presentan una disminucién en los valores de absorbancia
desde el tiempo 0 hasta los 60 minutos (Figura 6) indicando una separacién de fases o
asentamiento del almiddon retrogradado (sélido), mientras que para la mezcla 3:1
(ARet:PEC) se observa que las absorbancias se mantienen desde el tiempo cero; sin
embargo, contrario a los sistemas GC, esta permanencia de los valores de absorbancia no
estd ligada a una estabilidad del sistema, mas bien describe una saturacién en la mezcla por
el exceso de almidén retrogradado vy, por lo tanto, no existe una separacion de fases, en
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este sentido seria cuestionable la capacidad que pueda tener la pectina para generar el
efecto de recubrimiento para esta mezcla.
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Figura 6. Absorbancia vs tiempo del sistema de encapsulacién de recubrimiento (REC) con
las diferentes mezclas evaluadas.

Las mezclas obtenidas para cada sistema se muestran en la Figura 7. Se puede observar que
después de los 140 minutos los sistemas GC no presentan separacién de fases. Para mezclas
1:3 y 1:1 de los sistemas REC si se muestra una separacién o asentamiento del almiddn, lo
cual no se observa para la mezcla 3:1.

GELIFICACION CONJUNTA RECUBRIMIENTO

Figura 7. Sistemas de encapsulaciéon GCy REC en las diferentes proporciones a los 140
minutos

En el proceso de secado las mezclas de GC no se separaron. En los sistemas REC1:3y 1:1 la
pectina envolvid al almiddén retrogradado; sin embargo, en la mezcla 3:1 se observd una
sedimentacion del almiddn retrogradado (Tabla 10).
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Tabla 10. Imagenes de los sistemas GC y REC antes y después del secado.

Proporcion en 1:3 1:1 3:1
los sistemas ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC
Representacion

o 1:3 1:1 3:1
grafica por
colores ( ) ( ) O

7

Sistemas antes y
después de
secado GC

Sistemas antes y
después de
secado REC

Reologia

A partir de la preparacion de los geles se observd que la pectina tiende a fluir mas en
comparacion con el almiddén, mientras que el almiddn retrogradado es capaz de conformar
con mayor facilidad un gel.

Algunos autores han reportado el uso de almidén como un buen sistema de encapsulacién
de probidticos (Homayouni et al., 2008), sin embargo, la combinaciéon con pectina ha
demostrado que mejora la conformacion de la red de hidrogel en los sistemas de
encapsulamiento.

Qi et al. (2020) emplearon pectina para conformar un gel fuerte con alginato, con el
propdsito de generar un sistema de encapsulacion de doble red, que consiste en aprovechar
las propiedades de un polimero primario y un secundario para mejorar la conformacién del
gel, en ese estudio probaron diferentes proporciones y evaluaron las propiedades
reolégicas; por otro lado Hu et al. (2021) reportaron que la pectina es capaz mejorar una
red de hidrogel al llenar los espacios dentro de una matriz encapsulante.

En la Tabla 11 se puede ver la conformacidn de los geles para los sistemas de encapsulacién
GCy REC en las proporciones de estudio.
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La conformacién de geles de los sistemas GC a las 40 horas mostré un efecto en la
reorganizacion del almidén por la presencia de pectina. Para la mezcla 1:3 (ARet:PEC) se
observé un gel menos conformado, con caracteristica predominante a fluir, mientras que
en la mezcla 1:1 (ARet:PEC) se conformd un gel suave y continuo, en la proporcién 3:1
(ARet:PEC) se logré un gel denso y débil.

Para el sistema de recubrimiento REC, es dificil asegurar que se obtuvo una conformacion
de gel, ya que la pectina de alto metoxilo es capaz de conformar geles en presencia de
solidos solubles. En este caso, el almiddon no es un sélido soluble, por lo que no se pudo ver
una conformacion de un gel verdadero.

Tabla 11. Geles conformados a las 40 horas de reposo a temperatura ambiente, en las
diferentes proporciones estudiadas (ARet:PEC)

Proporcion en 0:1 1:3 1:1 3:1 1:0
los sistemas ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC ARet:PEC
Representacion

PEC 1:3 1:1 3:1 ARet
grafica por
O O o o o
Imagen

correspondiente
a los geles del
sistema REC (a
las 40 h)

Imagen
correspondiente
a los geles del
sistema GC (alas
40 h)

Estas caracteristicas fueron mejor descritas por las pruebas de barrido de frecuencia, y la
prueba de cedencia y recuperacion.
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Barrido de frecuencia
La caracterizacion reoldgica de los sistemas de encapsulacién REC y GC (con 40 horas de
reposo a temperatura ambiente) se describen a continuacion.

De acuerdo con el médulo de almacenamiento, G” (Figura 8) de los sistemas REC se observa
el comportamiento de un fluido viscoeldstico dependiente de la frecuencia por efecto de la
pectina. Los valores de G” estan influenciados por la cantidad de pectina, en cambio para el
modulo de pérdida, G”', (Figura 9) se observa un incremento en los valores de G** a medida
que se incrementa la frecuencia, esto va ligado al comportamiento que tiene la pectina a
conformar un sistema fluido que no es capaz de permanecer, ademas de que se observa
nuevamente que los sistemas (en sus diferentes proporciones) presentan el
comportamiento de la pectina y no se ven alterados por la presencia del almiddn. De
acuerdo con estos resultados, la pectina no es capaz de conformar una estructura propia
de un gel que permita el atrapamiento y encapsulacién del probidtico; sin embargo, para
este sistema el propdsito de la pectina es actuar como un agente de recubrimiento.

10000.0

—8— 1:0 REC
3:1REC
© —@— 1:1 REC
—— 1:3 REC
10.0
0:1 REC
1.0
0.1 1.0 10.0

Frequency (Hz)

Figura 8. Médulo de almacenamiento (G’) del sistema REC en sus diferentes proporciones
ARet:PEC
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Figura 9. Mddulo de pérdida (G') de los sistemas REC en sus diferentes proporciones
ARet:PEC

Para el sistema (REC) es relevante el comportamiento que tiene el almidén retrogradado,
pues es quien se encarga de generar la encapsulacién de los probidticos. En la Figura 10 se
puede observar que el médulo de almacenamiento (G') es hasta 10 veces mayor que el de
pérdida indicando que se trata de un gel que es capaz de permanecer cuando se incrementa
la frecuencia lo que demuestra que hay conformacion y estabilidad en el gel.

Gy G”" Gel de almiddn retrogradado

1,000
[ @ @ @ *—@ *—0—0—0- 1

——1.0G"”
—0—1.0G’
- ._.__‘___'*.’%H
10
0.1 1.0 10.0

Frecuencia Hz

Figura 10. Mddulos de pérdida y almacenamiento del gel conformado por almidén

retrogradado a las 40 horas.
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Para los sistemas GC, en el médulo de almacenamiento G” (Figura 11) y de pérdida G”*
(Figura 12) se puede observar que se trata de hidrogeles con un comportamiento
viscoelastico, participando tanto el componente eldstico como el viscoso. De acuerdo con
Yang et al. (2023), este comportamiento es caracteristico de los materiales que son capaces
de conformar red de hidrogel pues se considera que son materiales relativamente suaves y

flexibles.
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©

£ 1000 3:1GC
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Figura 11. Barrido de frecuencia y médulo de almacenamiento de las muestras del sistema

GC.
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Figura 12. Barrido de frecuencia y médulo de pérdida de las muestras del sistema GC.
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También observa que G' (componente eldstico o mddulo de almacenamiento) y G"
(comportamiento viscoso o médulo de pérdida) exhibieron ligeras variaciones ante el
incremento de frecuencia. Los valores del médulo de almacenamiento son ligeramente mas
altos que el médulo de pérdida, el caracter elastico de los hidrogeles incrementd por la
presencia de la pectina (Yuliarti et al., 2021), y esto se puede interpretar como un
fortalecimiento de la red de hidrogel del almiddn.

En ambos moddulos G y G se puede observar ademas que la mezcla 1:3 (ARet:PEC)
presenta un comportamiento muy parecido a la pectina y que la proporcion 3:1 (ARet:PEC)
es muy similar al comportamiento del almidén; sin embargo, la mezcla 1:1 tiene un
comportamiento independiente (no tan asociado al ARet o PEC). Yuliarti et al. (2021)
mencionan que las propiedades reoldgicas se pueden controlar manipulando la
concentraciéon de los biopolimeros dentro de un sistema hidrogel y es interesante ver como
en este estudio la proporcion de pectina define las cualidades de los hidrogeles y como se
puede extrapolar al sistema de encapsulacion.

Los resultados indican que las dispersiones coloidales se encuentran en un estado sol-gel
(Figura 13) y es evidente que la cantidad de pectina determina el grado de acomodo de la
red hidrocoloide de los geles.

macromolécula red macromolecular

Estado de sol Estado de gel

Figura 13. Imagen alusiva al estado sol-gel de una dispersién coloidal, en donde en el
estado sol el agua actua como fase dispersante y en el estado gel el agua es la fase
dispersa en el interior de una red macromolecular.
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Nota: Adaptado de “disolucién en estado sol-gel” (p. 9), (Sanchez-Guillén (2016), IES
Pando - Oviedo Departamento de Biologia y Geologia 1 https://docplayer.es/22592525-)-I-
sanchez-guillen-ies-pando-oviedo-departamento-de-biologia-y-geologia-1.html

En este contexto, se busca encontrar un sistema de encapsulacidon en estado gel que
permita la conformacién de los materiales y el empaquetamiento de las dobles hélices del
almidoén retrogradado junto con la pectina, que van a generar la red de atrapamiento de los
probidticos.

Cedencia y recuperacion

Esta prueba tiene como principio medir la deformacién que presentan los materiales a una
fuerza determinada con respecto al tiempo. Para estos materiales se aplicé una fuerza de
0.4 Pay los resultados se muestran a continuacion en la Figura 14.
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Figura 14. Prueba de cedencia y recuperacién del sistema de encapsulacién por
recubrimiento, % de deformacién con respecto al tiempo.

Para los sistemas de recubrimiento (REC) se corrobora que no hay una conformacioén de un
gel verdadero, Unicamente el almidén mostrd la conformaciéon de una matriz compacta,
caracteristica de un almidon retrogradado (Yuliarti et al., 2021). Este comportamiento del
almidén se modifica con la presencia de pectina. Zhang et al. (2020) reportaron una
tendencia similar y demostraron que la pectina tenia un efecto de modificacién estructural
en el almiddn inhibiendo la retrogradacién y la lixiviacién de la amilosa. Aunque el estudio
se realizd en condiciones de calor humedo con almidéon nativo normal, también
encontraron que la pectina conformaba una pasta estable. Los autores atribuyen los
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resultados a una interaccién por puentes hidréogeno entre las cadenas de amilosa o
amilopectina con las de pectina.
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Figura 15. Prueba de cedencia y recuperacion del sistema de gelificacién conjunta (GC),
%de deformacidn con respecto al tiempo

La Figura 15 muestra que el porcentaje de deformacion del hidrogel en la mezcla 1:3 superd
el porcentaje de deformacion de los demds. No logrd conformar un gel verdadero y los
valores de deformacidn superaron incluso los valores de la pectina, por lo que la mezcla 1:3
no conforma una red de hidrogel fuerte que sea apropiada para la encapsulacién de los

probidticos.
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Figura 16. Prueba de cedencia recuperacién de los sistemas de encapsulacion GC sin la
proporcién 1:3 ARet:PEC.



Debido a esta diferencia en los valores de porcentaje de deformacién de los sistemas, se
presenta la Figura 16 sin la proporciéon 1:3 (ARet:PEC), en donde se observa que la pectina
tampoco tiene la conformacién de un hidrogel. El almidén retrogradado (ARet), a pesar de
conformar una matriz estable como se muestra en los barridos de frecuencia, al menos a
las 40 horas y bajo las condiciones de esta prueba, no presentdé una conformacién de
hidrogel ya que los resultados describen una estructura mas cerrada, que no permite una
recuperacién después del remover el esfuerzo. La mezcla 3:1 (ARet:PEC) de igual manera
no conformd un gel verdadero y en este sentido pudiera ser cuestionable la capacidad de
encapsulaciéon de estos sistemas; sin embargo, Cui et al. (2022) mencionan que los
hidrogeles de almidén con alto contenido en amilosa son mas fuertes y requieren de la
aplicacion de una fuerza de 50 a 90 kPa para su deformacion, por lo que valdria la pena
realizar la prueba bajo condiciones diferentes, ya que a una mayor presencia de pectina el
comportamiento de los hidrogeles tienden a la viscoelasticidad mas participativa por ambos
componentes del sistema (eldstico y viscoso).

En cambio, el sistema GC 1:1 ARet:PEC a las 24 y 40 horas aplicando una fuerza de 0.4 Pa,
presentd la conformacién de un gel verdadero, de acuerdo a esta prueba.
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Figura 17. Prueba de cedencia y recuperacién del sistema GC 1:1 a las 24 horas.
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Figura 18. Prueba de cedencia y recuperacién del sistema GC 1:1 a las 24 y 40 horas.

Ademas de que es el Unico sistema que, si conforma un gel verdadero, se aprecia como un
gel estable y fuerte, pues al realizar la medicidn a las 24 h ya se denota esta conformacion
del hidrogel y que permanece hasta las 40 h.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

FTIR es una técnica que se ha empleado para describir cambios estructurales de una gran
variedad de compuestos. En este estudio se empled para describir la interaccidon del
almidon retrogradado y la pectina en los sistemas de encapsulacién GC y REC.

A continuacidén, se presentan los resultados de FTIR.

RECUBRIMIENTO

01 =————1:.0 w==————REC1:3 ==——RECI1:1 REC 3:1
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f 1759 cm! —— —
/ 1
WY 1623, 1638 y 1645 cm? 30(10 2 3500 cm

640 1140 1640 2140 2640 3140 3640
CM -1

Figura 19. Espectros FTIR de los sistemas de encapsulamiento por recubrimiento (REC)
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De acuerdo con los espectros del sistema REC (Figura 19) en sus diferentes proporciones se
puede observar que la pectina presenta una banda fuerte a 1759 cm?, esta banda no la
presenta el almidén y de acuerdo con Assifaoui et al. (2010) se asoci a al estiramiento del
éster metilico de la pectina. A partir de esta banda, se observa que el pico se presenta en
todas las mezclas (1:3, 1:1 y 3:1 ARet:PEC) aunque la banda disminuye de tamafo en las
mezclas 3:1y 1:1; sin embargo, al estar presente en todos los sistemas se puede confirmar
que si existe un efecto de recubrimiento por parte de la pectina. Un comportamiento similar
se observa para la banda 1659 cm™ del almiddn retrogradado que se relaciona con el grupo
amida, y que para las mezclas 1:3, 1:1 y 3:1 se presentan en las bandas 1623, 1638 y 1645
cml, respectivamente, mientras que la pectina presenta una banda a los 1600 cmY,
claramente se observa que en las mezclas hay un recorrido de estas bandas a valores mas
cercanos a 1600 cm'1 conforme se incrementa la cantidad de pectina, por lo que se
demuestra nuevamente el efecto de recubrimiento que va disminuyendo cuando la
cantidad de almidén es mayor. Aunado a esto, se presentan amplias bandas de espectros
entre los 3000—3500 cm™ las cuales, de acuerdo con Wang et al. (2019) se relacionan con
el estiramiento de los enlaces O-H, sin embargo, para las mezclas no se presentan cambios
en la amplitud o pico de las bandas lo que se puede interpretar como una ausencia de
interaccion molecular de los componentes.

GELIFICACION CONJUNTA
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Figura 20. Espectro FTIR de los sistemas de encapsulacidon gelificacién conjunta (GC).




En los espectros de FTIR del sistema de gelificacién conjunta (Figura 20) se observa que si
existe una interaccién de los compuestos debido a algunos cambios en la intensidad y la
amplitud de los picos caracteristicos de cada uno. Estos cambios en los espectros estan en
funcién de la proporcidn de cada elemento (almiddn retrogradado y pectina).

El cambio en las bandas de 3000—-3500 cm™ indica que se generaron nuevas interacciones
dadas por puentes de hidrégeno en las mezclas, que se traduce en una interaccién entre los
componentes (M. Wang et al., 2019). Una hipdtesis que se tenia en este estudio es que la
mezcla de estos componentes en el sistema GC a una temperatura de 70 a 80°C generaria
una interaccion molecular de los componentes (ARet:PEC) debido a que las cadenas de
amilosa y amilopectina se encuentran abiertas y disponibles al igual que la pectina. Con los
resultados de FTIR se puede comprobar que si hubo una interaccion molecular de los
componentes.

Los cambios en la banda 1759 cm™ que corresponde a la pectina también confirman la
interaccion del ARet y PEC y se puede observar que para la mezcla 1:3 la banda exhibe un
mayor cambio que puede estar relacionado a la interrupcion mdas pronunciada de la
estructura del almiddn. Los resultados de reologia muestran este mismo efecto que se
tradujo en la conformacién de un sistema fluido que pudiera no ser favorable para el
atrapamiento de los probidticos, en cambio para las muestras 1:1 y 3:1 se puede ver que
espectros de FTIR muy similares que, si se relaciona con el comportamiento reoldgico,
puede indicar un cambio en la reorganizacién del almidén y la conformacién de sistemas
con un buen grado de ordenamiento a diferencia del sistema 1:3.

Por otro lado, FTIR se ha sugerido como un método para medir el orden de corto alcance
de la estructura del almidén (Warren et al., 2016). Las bandas en la regiéon 1100-900 cm™
han demostrado ser sensibles a los cambios en la estructura del almidén, en particular las
bandas de 1000, 1022 y 1047 cm™* han sido ampliamente estudiados (Capron et al., 2007;
Wilson et al., 1987; Sevenou et al., 2002). De acuerdo con Warren et al. (2016), la banda a
1022 cm™ parece aumentar en muestras amorfas, mientras que las bandas a 1000 y 1047
cm se definen mas en muestras mas cristalinas. Para tener una mejor comprension acerca
de la organizacidon molecular de corto alcance del almidén se ha establecido el estudio de
las relaciones de banda 1022:1000 cm™ y 1047:1022 cm™.

En este sentido, la Tabla 12 muestra que el sistema 1:3 presenta el valor mas alto (76.97
%T) seguido del almiddn retrogradado (ARet), por lo que se entenderia que estos sistemas
son mas amorfos, mientras del sistema 1:1 posee el valor mas bajo (68.57 %T) seguido del
sistema 3:1 (71.21 %T).
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La relacidon de intensidad de las bandas a 1022:1000 cm™, asi como 1047:1022 cm!
demostré ser una herramienta util para monitorear la pérdida de estructura.

Dado que en los sistemas GC se presenté una interaccién de los componentes, en la Tabla
12 se expresan las relaciones 1000:1022 y 1047:1022 cm™™.

Tabla 12. Valores de las bandas 1000, 1022 y 1047 cm™y sus relaciones (1000/1022 y

1047/1022).
cm? ARetGC GC1:3 GC1:1 GC3:1
1047 80.66 81.49 74.79 77.3
1022 75.1 76.97 68.57 71.21
1000 71.57 74.9 64.44 66.83
R1000/1022 0.953 0.973 0.940 0.938
R1047/1022 1.074 1.059 1.091 1.085
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Figura 21. Grado de orden de las dobles hélices con base a la relacién 1000:1022 cm-1
para los sistemas GC
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Figura 22. Grado de organizacion (1047:1022 cm™) de las estructuras conformadas en los
sistemas GC

La relacion de la intensidad a 1000/1022 cm™ ! se utilizé para caracterizar el orden de la
doble hélice de las muestras retrogradadas y, como se puede observar en la
Figura 21, en donde los valores mas cercanos a 1 representan el grado de reorganizacién
del almiddn, la mezcla 1:3 (ARet:PEC) representa el valor mads alto, esto concuerda con lo
observado en reologia en donde esta mezcla se describe como un sistema mas fluido en
donde la pectina interfirié para dispersion del almiddn. Por lo cual, este sistema se puede
describir como el mas desorganizado con respecto al almidén. Las mezclas 1:1 y 3:1
ARet:PEC no muestran grandes diferencias en el grado de organizacidn entre si, pero si
presentan un grado de organizacién helicoidal menor que el almidén retrogradado (1:0).

En la Figura 22 se expresa la relacion de las bandas 1000 y 1047 cm™ que definen a las
muestras mas cristalinas, en donde se observa que en efecto la mezcla 1:3 (ARet:PEC) no
presenta un buen nivel de organizacion y los mds importante para este analisis es que tanto
la mezcla 1:1 y 3:1 (ARet:PEC) presentan un mejor nivel de organizacion incluso que el
almiddn, siendo la mejor la mezcla 1:1. En este sentido se encontrd que la pectina puede
mejorar el grado y nivel de organizacién del almiddn retrogradado, esta informacién va a
complementarse con el analisis de DSC y Rayos X.

72



Difraccion de rayos X
A continuaciodn, se presentan los resultados del calculo de cristalinidad para cada sistema.

Tabla 13. Cristalinidad de los sistemas de encapsulamiento

ARet:PEC Cristalinidad (%)

1:0 15.20

0:1 9.15
1:3 REC 10.84
1:1 REC 11.19
3:1 REC 19.15
1:3GC 13.82
1:1 GC 16.99
3:1GC 18.61

A partir de estos resultados se observa que en los sistemas GC, los porcentajes de
cristalinidad tienden a mejorar con la presencia de la pectina a pesar de que en si misma
tiene una cristalinidad baja (9.15 %). Soler et al. (2020) reportaron una cristalinidad del 16
% para Hylon VII bajo el tratamiento de autoclave por 30 minutos, este porcentaje de
cristalinidad es ligeramente mayor al 15.20 % obtenido en este estudio. Es interesante ver
gue a pesar de que la pectina interrumpe la organizaciéon del almidén retrogradado, se
obtiene un incremento en el porcentaje de cristalinidad incluso por encima del almiddén
retrogradado alto en amilosa.

Se sabe que durante la retrogradacion del almiddn, las cadenas de amilosa forman una
estructura de doble hélice mediante puentes de hidrégeno, estas dobles hélices conforman
la regidn cristalina del almiddn retrogradado (Lu et al., 2021).

Para el sistema de recubrimiento los resultados no muestran evidencia de una interaccién
molecular; sin embargo, la mezcla 3:1 (ARet:PEC) presentd una cristalinidad del 19.15 % (el
mas alto). Esto se debe probablemente a que al verse limitada la pectina por la cantidad del
almidén se sumaron los valores de cristalinidad. Para las mezclas 1:3 y 1:1 hubo una
reduccion del porcentaje de la cristalinidad con respecto al ARet. Este efecto, al igual que
en FTIR, puede ser indicio de que, si hubo un recubrimiento, ya que los valores obtenidos
estdn relacionados mas con la pectina que con el almidén y, por ende, se confirma
nuevamente el efecto de recubrimiento por parte de la pectina en estas mezclas.
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Calorimetria diferencia de barrido (DSC)
Para DSC se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 14 y Tabla 15.

Tabla 14. Resultados del andlisis del primer pico de los sistemas

PRIMER PICO
To Tp Tc T
ARet:PEC “0) 0 0 0 AH (J/g) S (¥)
1:0 52.63 60.1 68.16 15.53 0.175 0.064
0:1 35.78 47.8 55.65 19.87 1.280 0.057
GC1:3 42.37 50.62 58.22 15.85 0.605 0.007
GC1:1 45.85 55.03 65.88 20.03 0.605 0.177
GC3:1 47.11 55.37 62.19 15.08 0.260 0.127

REC1:3 41.95 49.19 55.82 13.87 0.285 0.064
REC1:1 42.38 52.61 62.93 20.55 0.720 0.141
REC3:1 47.87 55.85 65.58 17.71 0.415 0.148

Tabla 15. Resultados del analisis del segundo pico de los sistemas.

SEGUNDO PICO
To Tp Tc AT

ARet:PEC C) C) C) C) AH (J/g) S (%)
1:0 150.75 151.47 158.83 8.08 159.600  0.007
0:1 175.54 176.76 179.88 4.44 157.670  0.255
GC1:3 159.51 160.5 166.65 7.14 94.300 4.384
GC1:1 156.04 157.5 166.145 10.105 106.240 0.679
GC3:1 158.91 159.53 167.04 8.13 125.340  2.326

REC 1:3 174.75 175.12 181.41 6.66 139.100 5.650
REC 1:1 170.2 170.87 177.17 6.97 120.290 3.939
REC 3:1 164.87 166.54 170.62 4.75 132.560 1.195

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica empleada para caracterizar el
comportamiento de gelatinizaciéon del almiddn. Los resultados obtenidos muestran
variaciones significativas en temperatura de inicio (To), pico (Tp) y conclusién (Tc) de los
termogramas. Los niveles mas altos de entalpia indican una cristalinidad mas pronunciada
y una mayor presencia de hélices dobles ordenadas.

El cambio en los valores de Tp y AH (J/g) corroboran que ocurrié una modificaciéon en la
estructura de las moléculas del almidén por la presencia de la pectina en las diferentes
mezclas del sistema GC. Los valores obtenidos pueden relacionarse con el grado de
reorganizacion en las mezclas para identificar sistemas térmicamente mas estables, ya que
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se ha reportado que un incremento en los valores de Tp y AH se atribuye a un sistema mas
estable y organizado (Warren et al., 2016).

Los termogramas muestran dos picos. Para los sistemas con almidén se observd una
transicién desde los 42 hasta los 62 °C. En el almiddén se ha reportado una temperatura de
desorganizacion de la amilopectina alrededor de los 50 °C. Por otro lado, la pectina presenta
de igual manera una transicion de los 35 a los 55 °C, esta propiedad se vera reflejada en la
temperatura pico de las mezclas.

De acuerdo con la Tabla 14, los valores obtenidos para el primer pico son 50.62, 55.03 y
55.37 en temperatura pico (Tp) y valores de 0.605, 0.605 y 0.260 de AH para las mezclas
1:3, 1:1 y 3:1, respectivamente, de los sistemas GC. Estos valores indican que la mezcla 1:1
y 3:1 presentaron los valores de Tp mas altos en comparacidon con la mezcla 1:3; sin
embargo, para AH fue la mezcla 3:1 la que presentd el valor mas bajo. Cuando se comparan
estos resultados con los valores del almidén retrogradado (ARet) que presenté una Tp de
60.1 y AH de 0.175, resulta evidente que la pectina redujo la temperatura pico (Tp)
alrededor de 5 °C, lo que se traduce en una estabilidad térmica reducida en comparacion
con el almiddn retrogradado. Este valor deberd considerarse al momento de darle una
aplicacion industrial a los sistemas; sin embargo, AH se incrementd para todas las mezclas
aunque fue mas evidente en los sistemas 1:3 y 1:1 (ARet:PEC).

La segunda transiciéon térmica (segundo pico) esta relacionada con la organizacién de la
amilosa, en los sistemas GC se observa que los valores de AH son mas altos que para la
primera transicidn. Esto se debe a que en el almiddn alto en amilosa ocurre una transicion
de los 150 a los 167 °C; por otro lado, la pectina presenta una transicion desde 175 hasta
179 °C,unaTp de 176.76 °Cy una AH (J/g) de 157.67, mientras que el almidén retrogradado
presenta una Tp de 151.47 °C y una AH (J/g) de 159.60. Para las mezclas se presentaron
temperaturas pico de 160.5, 157.5 y 159.53 °C con AH de 94.30, 106.24 y 125.34 para las
mezclas 1:3, 1:1y 3:1 (ARet:PEC), respectivamente. La temperatura pico de la pectina indica
que es un material térmicamente mas estable que el almidon.

Con respecto a los valores de Tp de las mezclas se observa que el sistema que presenta el
mayor valor es la mezcla 1:3; sin embargo, su AH es la mas baja. Esto confirma que, si bien
presenta una mayor Tp por efecto de la pectina, esta mezcla tiene una interrupcién en la
conformacion de las dobles hélices (de la amilosa) por la presencia de la pectina. Para la
mezcla 1:1 y 3:1 se puede observar que 3:1 (ARet:PEC) conforma una estructura
térmicamente mas estable que la mezcla 1:1 con un AH de 157.5 °C, pero que esta mezcla
(1:1) presenta una Tp mayor que el almidén retrogradado (151.47 °C). Nuevamente se
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confirma que en estas mezclas la presencia de pectina mejora la reorganizacién del almidén
y conforma estructuras mas estables que el almiddn retrogradado.

Para los sistemas de recubrimiento (REC) la prueba de calorimetria diferencial de barrido
no proporciona informacion adicional que refiera a un cambio en la conformacién de los
sistemas ya que los valores de Tp y AH van a estar relacionados a la cantidad pectina.

Microscopia electronica de barrido (SEM)
Como parte final de la caracterizacidn de los sistemas se presentan las imagenes obtenidas
por SEM.

Figura 23. Microfotografias del almiddn retrogradado (1:0 ARet:PEC) en polvo, enfoque de
500x, 2500x y 4000x.

En la Figura 23 se observa el efecto del tratamiento hidrotérmico sobre el almiddén
retrogradado donde se aprecia la presencia de remanentes de los granulos. La deformacién
gue presentan estos granulos son resultado de la lixiviacidon de la amilosa. Asi mismo, se
pueden observar estructuras no granulares que corresponden a la amilosa (70 %) y
amilopectina (30 %). De acuerdo con estas imagenes, el sistema de almiddn retrogradado
(1:0 ARet:PEC) se puede describir como una matriz compacta de conformacién no lisa
debido principalmente a la presencia de una gran cantidad de granulos remanentes, que
puede presentar cierto grado de porosidad.
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Figura 24. Microfotografias de la pectina (0:1 ARet:PEC) en polvo, enfoque de 500x, 2500x
y 5000x.

La pectina (Figura 24) posee una estructura mas rigida, conforma laminas (500x) y presenta
formas redondas que pudieran ser propias del material o debido a la presencia de burbujas
de aire por efecto de la agitaciéon durante su preparacion.

Figura 25. Microfotografias de la muestra GC 1:3 (ARet:PEC), enfoque de 500x, 2500x y
4000x

Para la mezcla de pectina y almidén se observa una estructura mas heterogénea donde se
aprecia la formacidén de ldminas parecidas a la pectina; sin embargo, la matriz conformada
se ve modificada por el almiddn. Por ultimo, se puede observar que el material tiene restos
a su alrededor (enfoque 500x), lo que puede estar relacionado a que el material es mas
fragil o quebradizo. Este resultado coincide con los datos presentados en la Tabla 10 y con
la experiencia al haber manipulado los materiales ya que esta mezcla en especial fue mas
guebradiza que las demas.
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Figura 26. Microfotografias de la muestra GC 1:1 (ARet:PEC), enfoque de 500x, 2500x y
4000x.

En la Figura 26 se observa la conformacion de una matriz mds continua con respecto a
ARet:PEC 1:0 (almiddn retrogradado), no presenta porosidad aparente y se pueden apreciar
los granulos remanentes. Las imagenes muestran que la pectina fue capaz de introducirse
y permanecer en conjunto con el almiddn retrogradado por lo que claramente se aprecia la
participacién de los dos componentes en la matriz.

De acuerdo con las caracteristicas que presenta este sistema y al compararlo con la
conformacion del almidén retrogradado, existe la posibilidad de que el espacio que se
encuentra dentro de la conformacion de este sistema (1:0 ARet) no sea apropiado para la
introduccidn y permanencia del probidtico, considerando que Lacticaseibacillus rhamnosus
GG mide de 0.8 a4.0 um. En la mezcla 1:1 (Figura 26) se puede apreciar que existe un mayor
espacio, dado por la movilidad que la pectina genera en la conformacion de la matriz y que
se pudo caracterizar de acuerdo a las pruebas de reologia antes expuestas.
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Figura 27. Comparacién de los sistemas 1:0 (ARet) a) y 1:1 (ARet:PEC) b), el circulo rojo es
una representacién aproximada de hasta 4 um de largo que puede medir el probidtico
Lacticaseibacillus rhamnosus GG.

Al hacer este analisis y comparativo de los sistemas se aprecia que el sistema 1:1 (ARet:PEC)
puede tener mayor posibilidad de incorporar al probidtico en su interior sin ocasionar
incluso un dafio mecanico a las células. En este sentido, el hecho de tener un sistema mas
fluido en comparacidon con el almiddn retrogradado puede tener un mayor efecto en la
proteccion y conservacién de la viabilidad del probidtico en cuestidn.

Figura 28. Microfotografias de la muestra GC 3:1 (ARet:PEC) enfoque de 500x y 2500x

Enla
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Figura 28 se muestran las imagenes del sistema GC 3:1 (ARet:PEC) en donde se pueden
apreciar los remanentes de granulos de almidén. No se observa la presencia de la pectina
como en el sistema 1:1; sin embargo, si contribuye a generar una conformacién mas
continua en comparacion con el almiddn retrogradado, pero sigue presentando cierta
porosidad. Aunado a esto, al igual que en el almidén retrogradado (ARet), seria cuestionable
la capacidad de incorporar y mantener dentro del sistema al probiético sin generarle algin

dafo.

Figura 29. Microfotografias de la muestra REC 1:3 (ARet:PEC), enfoque de 500x, 2500x y
3000x

En la Figura 29 se observa el sistema REC 1:3 (ARet:PEC). En las imagenes no se aprecian
remanentes de granulos de almidén, en cambio, se pueden apreciar Unicamente
caracteristicas de la pectina (Figura 24), por lo que en este sistema no hay duda del efecto
de recubrimiento de la pectina.

Figura 30. Microfotografias de la muestra REC 1:1 (ARet:PEC), enfoque de 500x, 2500x y
5000x
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En las imagenes del sistema REC 1:1 (Figura 30) se puede observar todavia un efecto de
recubrimiento por parte de la pectina debido a que no se identifican remanentes de

granulos de almidén.

Figura 31. Microfotografias de la muestra REC 3:1 (ARet:PEC), enfoque de 500x, 2500x y
3000x

El sistema 3:1 (Figura 31) muestra que el efecto de recubrimiento se perdid en esta mezcla,
pues se pueden observar los granulos remanentes del almidén. Por lo que, esta mezcla no
cumple la funcién de recubrimiento de la pectina.
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Eleccidon del sistema de encapsulamiento
Con base en la caracterizacion de los sistemas en diferentes proporciones se establece lo

siguiente:

1.

2.

La naturaleza de los sistemas GC y REC es diferente.

Turbidimetria, reologia, FTIR y SEM demuestran el efecto de recubrimiento para las
mezclas 1:3y 1:1 pero no se encontré un efecto de recubrimiento para la mezcla 3:1
(ARet:PEC). Con base en ello, esta mezcla se descarta para la encapsulacion del
probidtico.

Turbidimetria, reologia, FTIR, DSC, rayos X y SEM sustentan que en el sistema GC
ocurre una interaccién molecular de los componentes (almidén retrogradado vy
pectina).

El sistema GC 1:3 es un sistema fluido ya que la presencia de pectina no le permite
conformar un hidrogel firme; por lo tanto, es probable que no se genere el
atrapamiento del probiético (Reologia). Es el sistema menos estable de acuerdo con
los valores obtenido en DSC, Rayos X y la relacién 1047/1022 cm™ de FTIR donde se
demuestra que la pectina interfirié en la conformacion de las dobles hélices del
almidén, generando cierta fragilidad en la matriz lo que se confirmé con las
imagenes de SEM.

El sistema GC 1:1 conforma una red de hidrogel de acuerdo con las pruebas
reoldgicas. Asi mismo, se determind que el hidrogel se encuentra en una regién
viscoeldstica, con una participacion notable por ambos componentes (eldstico y
viscoso) ya que las pruebas de cedencia y recuperacion comprueban que se trata de
un gel suave a diferencia del hidrogel de almidén retrogradado. Rayos X indica que
posee un porcentaje de cristalinidad mas alto que el almidén retrogradado, FTIR
corrobora que existe una interaccidon de los materiales debido a la presencia de
puentes de hidrégeno y los cambios en los espectros, la relacién 1047/1022 cm™ de
FTIR demuestra que es la mezcla con un mejor grado de organizacién del almiddn,
superando al almiddén retrogradado. Mediante DSC se comprueba una mejora en la
estabilidad térmica dada por la presencia de la pectina, con los resultados de Rayos
X, el porcentaje de cristalinidad supera al del almidén retrogradado y SEM muestra
un sistema menos compacto que puede funcionar para el atrapamiento celular.
Ademas, se sustenta la teoria de que la conformacion de un hidrogel suave y estable
puede generar un mejor atrapamiento de los probidticos que se puede reflejar en
una buena proteccién en condiciones de almacenamiento y de digestidn in vitro.

El sistema GC 3:1 es una matriz densa y compacta que tiende poco a la deformacién
y recuperacion (reologia). El porcentaje de cristalinidad, el grado de organizacion, y
la estabilidad térmica (DSC) confirman que la nueva matriz conformada es una
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estructura mas compacta y fuerte que la del ARet. Por medio de SEM se corrobord
la poca flexibilidad en el sistema, la cual puede interferir con la encapsulacién del
probidtico.

Por lo antes expuesto se decide trabajar con la proporciéon 1:1 (ARet:PEC) para ambos
sistemas.

|

Figura 32. Sistema de encapsulacién gelificacidon conjunta (GC) en una proporcidn de 1:1
ARet:PEC con el probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus GG.

Figura 33. Sistema de encapsulacién recubrimiento (REC) en una proporcion de 1:1
ARet:PEC con el probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus GG en el sistema.

La Figura 32 y la Figura 33 muestran el atrapamiento de las células probidticas en GCy REC
de los sistemas que se eligieron para llevar a su evaluacion. En el sistema por REC se observa
el efecto de recubrimiento, mientras que para el sistema GC se puede observar que los
probidticos si fueron encapsulados dentro de los materiales.
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Viabilidad en condiciones de almacenamiento
Una vez definidas las condiciones para el sistema GC y REC se evalué la viabilidad del
probidtico encapsulado. Los resultados se muestran en la Figura 34.
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Figura 34. Eficiencia de encapsulacion (%EE) de los sistemas GC y REC, asi como los
controles LGG, ARet y PEC. Los valores porcentuales marcados con las mismas letras no
son significativamente diferentes (p > 0,05).

Para este estudio se entenderd a LGG como el probidtico (Lacticaseibacillus rhamnosus GG)
expuesto a las mismas condiciones de agitacién, secado y molienda de los sistemas y como
células libres. El sistema ARet para estas pruebas se refiere al almidén retrogradado junto
con el probidtico y PEC se refiere al probidtico con pectina.

La eficiencia de encapsulacion (EE) esta relacionada con el efecto en la viabilidad de las
células probidticas por el método y condiciones de la encapsulaciéon. Para este estudio se
emplearon técnicas de secado y molienda. Es importante mencionar que no se empled
ninguna técnica para generar microcapsulas con morfologia esférica como mayormente se
reporta. En este sentido, al aplicar procesos sencillos como la deshidratacion y molienda, le
brinda al proyecto la caracteristica de ser un proceso sencillo y econémico.

De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 34) se observa que el sistema GC presentd
el mas alto porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) con un valor de 88.03, seguido
de la PEC y ARet. El sistema REC presentd el mas bajo %EE con un valor de 70.14, mientras
que LGG presentd un % 81.99 de supervivencia.
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A pesar de tener %EE del 70.14 y 88.03% para los sistemas REC y GC es importante
mencionar que las UFC/g son considerablemente altas (Tabla 16), pues el sistema GC
contenia 9.63 logio UFC/g, para el almiddn la viabilidad se encontré en 8.83 logio UFC/g la
cual se redujo a 7.34 log1o UFC/g en el sistema REC, que obtuvo una reduccion de hasta 3.14
logio UFC/g. De acuerdo con la FAO & OMS (2006), un alimento con probidticos debe
contener al menos 6 logio UFC/g, por lo que el proceso permite cumplir este criterio para
ambos sistemas (REC y GC), sin embargo, de acuerdo a algunos autores, la recomendacién
es tener después del proceso de encapsulacion 8.0 logio UFC/g, considerando la perdida de
viabilidad por efectos como almacenamiento y su paso por el tracto gastrointestinal
(Nazzaro et al., 2009; Hill et al., 2014) por lo que para el sistema REC se puede incrementar
el niumero de células en el inoculo. Una de las principales razones del porque se tiene una
mayor perdida en el sistema REC es debido al proceso de doble secado y molienda que se
lleva a cabo para generar el sistema REC (Figura 4).

Tabla 16. Pérdida en la viabilidad del probidtico (logio UFC/g) por efecto del proceso de
encapsulacion.

Sistema Log 10 en el Log 10 después  Perdida Log 10
sistema (UFC/g) del proceso de UFC/g
antes del proceso encapsulacion
de encapsulacion (UFC/g)
LGG 12.79 10.48 2.31+0.32
ARet 10.70 8.83 1.87£0.18
PEC 11.17 9.44 1.73+0.13
REC 10.47 7.34 3.14+0.07
GC 10.94 9.63 1.31+£0.28

También se puede observar que el sistema GC presentd un mayor efecto protector del
probidtico a las condiciones de encapsulacién, seguido de la mezcla con pectina y por ultimo
con almiddn retrogradado. Para las células libres de LGG se presentd una pérdida de 2.31
0.32 logio UFC/g por lo que la adicion de alguno de los compuestos si tuvo un efecto
protector por la mejora en la viabilidad del probiético.

La cuantificacion de la viabilidad de las células en condiciones de almacenamiento a 4 °C se
llevé a cabo para evaluar la estabilidad de los sistemas encapsulacion REC y GC durante su
almacenamiento.
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Figura 35. Viabilidad de las células probiéticas en condiciones de almacenamiento (4 °C)
durante un periodo de 3 meses.

Los resultados obtenidos (Figura 35) muestran un efecto interesante en los sistemas de
encapsulacion REC, GC y ARet en donde a los 30 dias mantiene la viabilidad ya que no se
encontrd una reduccién importante en su viabilidad, inclusocon respecto al control LGG; sin
embargo, a los 60 dias de almacenamiento en los sistemas GC, REC y ARet la viabilidad
increment6 0.91, 0.59 y 0.61 logio UFC/g para cada sistema, sin embargo, para el probidtico
con pectina, se presentd una menor cantidad de células viables (con respecto a las células
libre) con 9.44 log1o UFC/g desde los 30 dias y se mantuvo hasta los 90 dias, mientras que
las células libres (LGG) obtuvieron 9.89 logio UFC/g en viabilidad desde los 30 dias y se
mantuvo hasta los 90 dias. Al respecto, se plantea la posibilidad de que no se estén
liberando el total de las células encapsuladas cuando se tiene almiddn retrogradado. Esto
es légico cuando se observa la caracterizacion de los sistemas mediante DSC, FTIR y Rayos
X ya que estos estudios indican que la mezcla 1:1 posee un alto grado de reorganizaciony,
lo mas importante, un incremento en el porcentaje de cristalinidad la cual se relaciona con
la cantidad del almiddn resistente, y el almiddn resistente se caracteriza por ser una
estructura dificil de degradar. En este sentido, se plantea la posibilidad de que se tenga un
problema de liberacién del probidtico que podria disminuir la cantidad de células a
entregar; sin embargo, también puede ser una ventaja, en donde se sabe que durante el
almacenamiento sera capaz de proteger a las células por periodos largos de tiempo lo cual
es algo deseable para un sistema de encapsulacién, ademas de que durante la digestion la
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presencia de sales, enzimas, condiciones de pH y el movimiento peristaltico darian paso a
la liberacién del probidtico, generando un efecto probidtico y prebidtico a partir del
consumo de este encapsulado.

A pesar de tener este incremento en la cantidad de células a los 60 dias en los sistemas
ARet, GC y REC para el dia 90 de almacenamiento la viabilidad se redujo en GC 0.1 logio
UFC/g, REC 0.41 logio UFC/g y ARet 0.43 logio UFC/g.

Al respecto se puede entender que el sistema, a pesar de ser estable, presenta cierta
movilidad y que la retrogradacién del almiddn tiene un impacto en la liberacidn, pues a los
90 dias se tiene una menor cantidad de células viables que a los 60 pero una mayor cantidad
de células viables que a los 30 dias.

Durante este periodo de almacenamiento el sistema GC mostrd tener una mejor proteccién
de la viabilidad de Lacticaseibacillus rhamnosus GG con 10.87 * 0.12 logio UFC/g, REC
presento una concentracion de células viables de 10.07 + 0.28 logio UFC/g y ARet de 10.22
+0.28 logio UFC/g

El sistema GC tiene la mayor viabilidad, ya que por ser un hidrogel muy suave (reologia, FTIR
y SEM) se favorecid la encapsulacién de probidticos, contrario a lo que se reporta en otros
estudios en donde se afirma que la conformacién de geles duros y fuertes es lo ideal para
la encapsulacién de probidticos (X. Hu et al., 2021). En ese mismo estudio se establece que
la cantidad de pectina en la conformacion de redes de hidrogel con dos biopolimeros
determina las caracteristicas del hidrogel, lo cual se pudo confirmar en el presente estudio
en la caracterizacion de las mezclas, sobre todo para el sistema GC.

La FAO & OMS (2006) establecen que para que un alimento se considere probidtico debe
tener una concentraciéon de 10° UFC/g, en este estudios se demostrd que los sistemas
protegen al probidtico en condiciones de almacenamiento (4°C) y mejoran la viabilidad con
respecto a las células libres, al conservar los probidticos en una concentracion de al menos
10'° UFC/g a los 90 dias de almacenamiento.

En este contexto se espera que los dos sistemas puedan proteger al probidtico ante
condiciones de digestion in vitro y demostrar la proteccidn y entrega eficaz.

Viabilidad en condiciones de digestion in vitro (INFOGEST 2.0)
De la evaluacién de los sistemas de encapsulacién en condiciones de digestion in vitro bajo
el protocolo INFOGEST 2.0 se obtuvo lo siguiente.
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Tabla 17. Pérdida celular Logio UFC/g de LGG en condiciones de digestion in vitro
(INFOGEST 2.0) a los 0 dias y 30 dias de almacenamiento

Sistema de Pérdida Logio UFC/g  Pérdida Logio UFC/g a

Encapsulacion 0 dias de los 30 dias de
almacenamiento almacenamiento
(INFOGEST 2.0) (INFOGEST 2.0)
LGG 1.93+£0.36 1.433+£0.23
REC 0.32+0.29 2.372£0.37
GC 0.66 £ 0.02 2.887 £ 0.04

De acuerdo con estos resultados (Tabla 17), las células libres LGG presentan una buena
conservacién en su viabilidad con respecto al tiempo de almacenamiento y a las condiciones
de digestidn in vitro. Esto coincide con lo que se reporta en bibliografia (Pitino et al., 2010),
pues LGG se caracteriza por tener buena resistencia a las condiciones de digestidn. En este
sentido, valdria la pena evaluar el sistema con otro probidtico para tener una mayor ventaja
del uso de los materiales.

Por otro lado, los resultados sugieren que el probidtico en los sistemas (REC y GC) presenta
una mayor pérdida en condiciones de digestidén in vitro a los 30 dias, por lo que seria
cuestionable su uso en beneficio de la conservacidn de la viabilidad. Bajo este supuesto es
importante mencionar el efecto que se presentd en condiciones de almacenamiento se
debe probablemente a que el probidtico no se liberd explicando la cuantificacién de menos
células (Logio UFC/g) dentro de los sistemas GC y REC. Esto tendria un sustento considerando
gue la pectina de alto metoxilo empleada conforma geles mas fuertes en condiciones de pH
acidas de acuerdo con la informacion proporcionada en la ficha técnica del fabricante. Bajo
este supuesto, la pectina estaria generando cambios en su estructura que de alguna manera
limitan la liberacion del probidtico. Otro aspecto para considerar es el porcentaje de
cristalinidad que poseen los sistemas y que pudieran estar limitando la liberacion. Estos
supuestos son importantes ya que, de acuerdo con las caracteristicas de resistencia a la
digestion que poseen ambos componentes (ARet y PEC), es poco probable que no le brinden
proteccion al probidtico considerando que las micrografias de SEM muestran un
atrapamiento de probidtico con un efecto protector como lo muestran los datos de
viabilidad en condiciones de almacenamiento. Asi mismo, la pérdida solo se presentd a los
30 dias de almacenamiento, mientras que en el tiempo 0 dias se observd una mejora en la
viabilidad bajo las condiciones de digestién. En este supuesto pudiera intervenir la
retrogradacion del almiddn y el alto contenido de amilosa, ya que se sabe que el almidén
retrogradado conforma una mayor cantidad de almidén resistente a una temperatura de
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almacenamiento de 4 °C (Chang et al., 2021). Al respecto, en un estudio llevado a cabo por
Ying et al. (2013) se encontraron resultados similares empleando almiddn resistente y
proteina como sistema de encapsulacién, en donde, al evaluar la supervivencia del
probidtico se observd que, cuando se tiene una mayor cantidad de almiddn resistente, la
viabilidad del probidtico se redujo y se obtuvo todavia una mayor reduccién cuando el
material se almacend a 4 °C, en comparacién con una temperatura de almacenamiento de
25 °C. Asi mismo, en sus pruebas de microscopia de barrido laser confocal corroboraron que
las bacterias se encontraban dentro de la matriz.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados expresados en la Figura 35, a los 30 dias se
presenta una reduccién en el conteo de las células mientras que a los 60 dias esta cuenta
se incrementa. Este comportamiento se relaciona a la estabilidad de los sistemas a los 30
dias, que pudieran estar afectando el conteo de las células bajo las condiciones de digestion.

En este entendido, pruebas como el monitoreo de la viabilidad bajo condiciones de
almacenamiento y digestion in vitro, la caracterizacion los sistemas y la cuantificacion de
almiddn resistente en tiempos de almacenamiento prolongados, ayudarian a tener mayor
certeza en estos supuestos. Por otro lado, no hay estudios en donde se evaluen las
condiciones correctas para la liberacién del probiético ya que actualmente solo se reporta
la liberacion en citrato del sodio al 0.2% y PBS, con tiempos de agitacidén que van desde los
10 min hasta las 6 h y para este trabajo se establecié un tiempo de 20 min.

En la Figura 36 se muestra la prediccion de la pérdida celular expresada en Log 10 UFC/g, en
donde 0) corresponde al inéculo inicial, 1) la viabilidad después del encapsulamiento (0 dias
de almacenamiento), 2) viabilidad en 0 dias de almacenamiento en condiciones de digestion
in vitro, 3) viabilidad a los 30 dias de almacenamiento y 4) viabilidad a los 30 dias de
almacenamiento en condiciones de digestién in vitro. A partir de esta prediccidn, es posible
identificar el sistema que brinda una mayor proteccién tanto en condiciones de
almacenamiento y digestidn in vitro y resulta ser el sistema gelificacién conjunta GC el cual,
al tener un inéculo inicial de 12 Logio UFC/g, llega a tener una cantidad de 7.19 Logio UFC/g,
a diferencia del sistema REC que llega a tener una cantidad 5.97 Logio UFC/g. Este sistema
es el que tendria mayor problema al cumplir con la cantidad de 6.19 Logio UFC/g que
especifica la FAO y OMS.

Es importante mencionar que este estudio es de los pocos en donde se estudia la relacién
de las propiedades fisicoquimicas de los sistemas de encapsulacién con la viabilidad en
condiciones de almacenamiento y digestidn in vitro con el protocolo INFOGEST 2.0.
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PREDICCION DE PERDIDA CELULAR PARA CADA SISTEMA EN
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y DIGESTION IN VITRO
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Figura 36. Prediccién de la pérdida de viabilidad celular en los sistemas RECy GC en
comparacion con las células libre de LGG bajo condiciones de almacenamiento a 4°Cy de
digestion in vitro. 0) indculo inicial, 1) viabilidad después del encapsulamiento (0 dias de
almacenamiento), 2) viabilidad en 0 dias de almacenamiento en condiciones de digestidon

in vitro, 3) viabilidad a los 30 dias de almacenamiento y 4) viabilidad a los 30 dias de

almacenamiento en condiciones de digestidn in vitro.

Almidodn resistente

Diversos grupos de trabajo se han enfocado en el estudio de la interaccion del almidén y la
pectina y a pesar de tener una variacién en los métodos de gelatinizacién del almiddn y su
incorporacion con la pectina, todos han llegado a la misma conclusion “la presencia de
pectina reduce la cantidad de amilosa y amilopectina lixiviada” en donde los mecanismos
de interaccién para la mezcla de almiddn y pectina consisten en la fuerte interaccion a
través de puentes de hidrégeno entre las moléculas de pectina y amilosa/amilopectina
(Chen et al., 2023; Zhang et al., 2021; Yin et al., 2021; Zheng et al., 2021; Yuliarti et al., 2021;
Li et al., 2020; Xie et al., 2022).

De acuerdo con Chen et al. (2023), la pectina es adsorbida en la superficie del granulo lo
que limita la lixiviacidon de la amilosa por los poros del granulo, este efecto tendrd una
repercusién en la cantidad de almiddn resistente que pueda formarse en el sistema.

De acuerdo con los valores obtenidos en la cuantificacion de almiddn resistente (% AR) y
mostrados en la Tabla 18 para los sistemas de encapsulacion GCy REC de los 0 a los 30 dias
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de almacenamiento (4°C), se observa que para el sistema REC a los 0 dias se obtiene un
valor del 15.52 + 0.24 % AR (peso total de la muestra ARet:PEC 1:1 v/v). Si se considera que
en este sistema no ocurre una interaccién molecular de los componentes y que la pectina
funciona como recubrimiento, este valor puede compararse con el reportado por Soler et
al. (2020), quienes obtuvieron un % AR del 29.0 + 2.8 para el almiddn utilizando el mismo
tratamiento de gelatinizacion. El resultado a los O dias para el sistema REC es consistente
considerando que la presencia de almiddn representa el 62.5% (p/p) de la mezcla ARet:PEC
y que la cuantificacion de AR es del peso total de la muestra, por lo que el valor esperado
es del 16 al 19 % aproximadamente mientras que para los 30 dias de almacenamiento (4 °C)
del sistema REC, el valor de % AR se reduce a 13.86 . Esta reduccidn en el porcentaje se
debe a la presencia de pectina, afectando el grado de retrogradacion del almidén (Zhang et
al., 2021) por lo que en el sistema REC, el contenido de AR se reduce alrededor del 1.66 %
a los 30 dias de almacenamiento.

Para el sistema GC se puede observar que, a los 0 dias de almacenamiento, el % AR es mayor
que en el sistema REC, esto coincide con los resultados obtenidos en DCS, Rayos X y FTIR-
ATR, en donde se describe al sistema GC como un sistema mejor organizado, cristalino y
térmicamente estable por lo que el obtener un % mayor de AR corresponde a las
caracteristicas del sistema. A este respecto, algunos autores también reportan una mejora
en la matriz por la presencia de la pectina, por ejemplo, Chen et al. (2023) mencionan que
existe un fortalecimiento del granulo del almidén por la adhesion de las moléculas de
pectina en sus superficie, limitando la lixiviacidn de la amilosa, lo cual puede ser responsable
del incremento del %AR en el sistema con respecto a solo estar el almidon; sin embargo, en
este estudio, a los 30 dias hay una mayor reduccion del % AR debido a la limitacion en la
retrogradacion de las moléculas de amilosa en este sistema, por la interaccién molecular
gue tienen con la pectina, pues se tuvo una disminucién del 5 % aproximadamente.

Si se considera que la dosis recomendada de almiddn resistente (AR) varia de 3 a 8 gramos
diarios (Miketinas et al., 2020), se tendria que consumir alrededor de 30 gramos de los
sistemas REC o GC, lo cual representa una ventaja sobre otro tipo de almidones que
contienen menos del 10 % de AR. Aunado a esto se suma el efecto prebidtico de la pectina
(fibra) y la entrega eficaz de los probiéticos, por lo que se puede garantizar que los sistemas
de encapsulacién pueden aportar beneficios importantes en la salud.
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Tabla 18. Contenido de almiddn resistente (% AR) para los sistemas RECy GC a los 0y 30
dias de almacenamiento (4 °C)

Muestra % AR S
REC(0dias) | 15.52° 0.4
REC (30 dias) | 13.86¢  0.91

GC (0 dias) 16.51° 0.64
GC (30 dias) 11.64 ¢ 0.27

Determinacion de humedad

Los sistemas GCy REC presentan una humedad del 11.48 % para GCy 9.38 % para REC. Estos
valores se pueden relacionar a la capacidad de retencién de agua, en donde se entenderia
gue GC presenta una mayor capacidad de absorcion de agua que el sistema REC. La
capacidad de absorcién de agua es deseable y se relaciona con la capacidad de
encapsulaciéon de la matriz, por lo que nuevamente se confirma que el sistema GC presenta
las mejores cualidades para generar el atrapamiento de los probidticos.

Tabla 19. Humedad (%) de los sistemas de encapsulacién GCy REC sin el probidtico.

SISTEMA % HUMEDAD S
GC ‘ 11.48 +0.36

REC ‘ 9.38 +0.20

Aunado a esto y por la cantidad de almiddn resistente presente en los sistemas, se sabe que
puede obtenerse un efecto probidtico y prebidtico que genere un efecto simbidtico.

9. Conclusiones

La encapsulacion es una técnica empleada para la proteccion de los probidticos en
condiciones de almacenamiento y digestidn in vitro. En este estudio fue posible describir y
caracterizar dos sistemas GC y REC en donde se tuvo una pérdida de 1.31 +0.28 y 3.14 +0.73
logio UFC/g después del proceso de secado y molienda (encapsulacién). Ambos sistemas
conservaron la viabilidad en condiciones de almacenamiento a 4 °C; a los 60 y 90 dias se
contabilizd un mayor nimero de células. Es la primera vez que se reporta este
comportamiento y se liga a la estabilidad y a la reorganizacién del almidén retrogradado
gue podria ser favorable para el probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus GG. Se determiné
gue el mejor sistema de encapsulacidn es el sistema GC en la proporcion 1:1. Con base en
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las propiedades reoldgicas se establecié una mezcla en donde se conformé una red doble
de hidrogel suave con un porcentaje de cristalinidad del 16.99. Por otro lado, FTIR, DSC y
SEM ayudaron a describir los sistemas, la mezcla 1:1 presentaba mayor estabilidad y era
apropiada para la encapsulacion del probidtico. Para el sistema REC FTIR y SEM confirmaron
el efecto de recubrimiento. Ambos sistemas protegieron mejor al probidtico en
comparacion con las células libres en condiciones gastrointestinales, con una pérdida de
0.32 +0.29 log10 UFC/g para RECy 0.663 +0.02 log10 UFC/g para GC a los 0 dias, mientras
que a los 30 dias de almacenamiento ambos sistemas mostraron una mayor pérdida que las
células libres. Se plantea la posibilidad de que no se tenga una liberacién completa de los
probidticos. Los resultados permitieron establecer un sistema de encapsulacién basado en
almidon resistente tipo 3 y pectina que permitido mantener la viabilidad del microrganismo
probidtico.
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11. Anexo 1

A continuacion, se presenta la cinéticas de crecimiento de Lacticasei bacillus rhamnosus GG,
la cual se llevé a una temperatura de 37°Cy 40°C con el propdsito de saber si la temperatura
de secado tenia un efecto importante en la supervivencia del microrganismo y se encontré
gue no habia un efecto negativo en la supervivencia del probiético, ademas la cinética
mostro en que tiempo el cultivo se encontraba en fase estacionaria, la cual es de interés
para llevar al microencapsulado, el uso del cultivo en esta fase de crecimiento se debe a
que se considera que en fase exponencial podia tener un efecto en los resultados, asi se
establecié un tiempo de incubacién de 30 a 36 horas para tomar el inoculo inicial.

De acuerdo con la informacién mostrada en la Figura 28, se definen las condiciones de
incubacién para la obtencion de indculos. Lacticaseibacillus rhamnosus GG: Medio MRS pH
6.2, temperatura de incubacién 37 °C, tiempo de incubacion 30-36 h.
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Figura 28. Cinética de crecimiento de Lacticaseibacillus rhamnosus GG
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