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RESUMEN.
El alginato ha sido un material de soporte muy utilizado para la proteccion de
bacterias acido lacticas; sin embargo, se le considera un material débil en las
condiciones acidas que presenta el estbmago. El estbmago es la parte del tracto
gastrointestinal donde mas se compromete la viabilidad de las cepas probidticas,
por lo que mejorar los soportes de inmovilizacion sigue siendo un reto tecnologico.

La mezcla de polimeros se ha perfilado como una alternativa facil para modificar
los soportes de inmovilizacién. Permitiendo crear sistemas con caracteristicas
novedosas que no serian posibles al usar sélo uno de los polimeros.

En el presente trabajo, se obtuvieron soportes de inmovilizacion para Lactobacillus
acidophilus a partir de mezclas de biopolimeros (alginato, gelana y mucilago). Los
biopolimeros fueron mezclados utilizando una base de alginato 2% m/m vy
combinaciones de gelana y mucilago de nopal (Opuntia ficus) hasta
concentraciones de 1% m/m. Para el proceso de inmovilizacion se utilizé la técnica
de extrusion empleando una solucién endurecedora de CaCl; (0.2M).

La caracterizacion reoldgica de las dispersiones empleadas para la produccién de
soportes de inmovilizacion muestra que existe un incremento en la viscosidad al
adicionar gelana a las mezclas de biopolimeros. Por el contrario al incorporar una
mayor concentracion de mucilago, se presenta un efecto de dilucion con respecto
a la viscosidad.

Respecto a los parametros texturales se observd que la adicion de 1% gelana
aumenta la resiliencia de los soportes, y al adicionar 1% de mucilago aumenta la
cohesividad de los soportes. Por el contrario al incorporar gelana y mucilago en
cualquier combinacioén, la dureza de los soportes disminuye. Los soportes
liofilizados mostré6 que una concentracion de gelana al 1% presentd mayor
rugosidad (Ra=87.58), la adicion de 1% de mucilago mostré una menor rugosidad
(10.97). La combinacién de los 3 biopolimeros no afectd significativamente los
parametros de rugosidad (p<0.05). Los soportes con 1% y 0.75% de gelana se
ven menos afectadas por el proceso de liofilizacién.

El analisis de calorimetria diferencial de barrido mostré el mismo pico endotérmico
(212-213 °C) para las mezclas de alginato que incluyeron gelana al 1%, 0.75% y
0.25%.

La adicion de 1% o 0.75% de gelana al alginato mejoré la proteccion que ofrece el
soporte de inmovilizacién si se compara con el control de alginato. Por lo que la
mezcla alginato/gelana puede convertirse en una alternativa si se busca mejorar la
proteccion de un soporte en condiciones gastricas.



ABSTRACT.

Alginate has been a highly used support material for Lactic acid bacteria protection,
however it is considered as a weak material under acid stomach conditions.
Stomach is the gastrointestinal section where the majority of probiotic strain
viability is compromised; therefore the improvement of immobilization supports is a
technological challenge.

Polymer blends have been shaped as an easy way to modify immobilization
supports, leading the creation of systems with novel properties that wouldn't be
possible if using a single polymer.

In this study we obtained immobilization supports for Lactobacillus acidophilus
using polymer blends (alginate, gellan and mucilage). Polymers were mixed using
an alginate base 2% w/w and gellan with cactus mucilage ratios up to 1% w/w
concentrations. Extrusion technique, using a CaCl, hardening solution (0.2M), was
employed as the immobilization process.

The rheological characterization of the dispersions used for immobilization support
production showed the presence of incrementing viscosity values when gellan gum
was added to the polymer blend. Quite the opposite, when mucilage concentration
increased there was a dilution effect within the viscosity.

Regarding the textural parameters, it was observed that 1% gellan addition
increased the beads resilience, and adding 1% mucilage increased the beads
cohesiveness. On the other hand by incorporating gellan and mucilage at any rate
the beads hardness decreased. The lyophilized beads showed that a 1% gellan
concentration presented a greater rugosity (Ra=87.58) and adding 1% mucilage
presented the lowest rugosity (10.97). The blend of the three polymers had no
effect on rugosity values as the difference was not statistically significant (p<0.05).
1% and 0.75% gellan beads were least affected by lyophilization process.

Differential scanning calorimetric analysis showed the same endothermic peak
(212-213 °C) for alginate blends containing gellan at 1%, 0.75% and 0.25%.

1% or 0.75% gellan addition in alginate improved the protection granted by the
immobilization support if it is compared to the alginate control. Therefore alginate
gellan blends could turn in to an alternative if the bead required improving the
protection in gastric conditions.



I. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas han tenido un papel importante a lo largo de la historia
del ser humano, tanto por su aplicacion segura en la fabricacion de productos
lacteos como por sus propiedades benéficas a la salud (Del Piano, et. al., 2006).

Estas bacterias benéficas han sido denominadas como probidticos, los cuales
pueden ser mono-cultivos o cultivos mixtos, que al ser suministrados en un
numero adecuado, confieren beneficios a la salud del su hospedero. Algunas de
las especies ampliamente usadas como probidticos son: Bifidobacterium y
Lactobacillus. Algunos otros geéneros incluidos como probidticos son
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus y Strepto-
coccus (Ozyurty Otles, 2014).

La ingesta de microorganismos probidticos reduce o elimina dolores, asi como
irritacion en el colon, constipacion o diarrea. Algunos otros beneficios incluyen: la
inhibicion de bacterias patdégenas, bajos niveles de amonio en la sangre, la
absorcion de colesterol y la inhibicion de la formacion de tumores (Rehaiem, et.
al, 2014). Sin embargo, mantener la viabilidad y funcionalidad de los
microorganismos probidticos, hasta que lleguen a su destino en el intestino
humano, es uno de los requisitos clave para la fabricacion de alimentos
funcionales (Ross, et. al., 2005).

En los ultimos afos, la investigacion se ha centrado en la microencapsulacion para
la mejora de la supervivencia del probidtico, ya que es un proceso tecnoldgico que
tiene como objetivo proteger a las bacterias probidticas y ofrece un gran potencial
como sistema de entrega de células viables. Una amplia gama de materiales de
encapsulaciéon se han empleado para éstos fines, entre los que destacan los
polisacaridos para formar una matriz que puede ser degradada por
microorganismos de la microbiota intestinal y, asi, permitir una administracion
dirigida de los probidticos en el intestino humano. Aunque varios polisacaridos se
han descrito para la encapsulacion de bacterias acido lacticas, el polisacarido mas
comunmente utilizado es alginato; sin embargo, los geles obtenidos son
susceptibles a la desintegracion en presencia de exceso de agentes quelantes, de
iones Ca®** y de ambientes quimicos agresivos, ademas, el alginato ha mostrado
no ser eficiente para proteger a los probidticos en ambientes muy &cidos
(Jiménez-Pranteda, et. al., 2012).

Con la finalidad de contrarrestar las deficiencias que presenta el alginato, algunos
trabajos de microencapsulacion han empleado mezclas de polisacaridos para
incrementar la estabilidad de los sistemas de inmovilizacién y la viabilidad de los
microorganismos (Sandoval-Castilla, et. al., 2010, Totosaus, et. al, 2013). En
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donde se ha observado que ocurren interacciones tipicas entre polisacaridos
cargados positiva y negativamente por atracciones electrostaticas, las cuales
pueden dar como resultado incompatibilidad entre estos; también las diferencias
entre algunas de sus propiedades como son forma, tamafio o carga podrian
causar la separacion de las fases (de Jong, et. al., 2009). En aquellos sistema en
los que particularmente se lleva a cabo un proceso de gelificacién, el balance
entre la separaciéon de fases y los procesos de gelacion determinan sus
propiedades mecanicas y de estructura, siendo la concentracién de la mezcla de
biopolimeros crucial para el proceso de gelificacion (Picone y da Cunha, 2010).

Se han realizado pocos estudios, hasta la fecha, explorando diversos materiales
de encapsulacion; Por lo tanto, existe un campo abierto de investigacion en esta
area (Heidebach, et. al., 2009).



II. ANTECEDENTES

2.1. Inmovilizacion.

La inmovilizacion, es un proceso fisicoquimico o mecanico para atrapar un
material activo en un espacio definido por un material de soporte que envuelve o
recubre. Los materiales activos pueden ser liquidos o soélidos y poseen
compuestos que actuan como estabilizadores, diluyentes o catalizadores
(Bansode, et. al., 2010) La inmovilizacion tiene el propdsito de producir particulas
con un tamafo y estructura determinados permitiendo crear sistemas funcionales
y novedosos (Burgain, et. al., 2011).

La inmovilizacién contribuye a mejorar el almacenamiento y la preservacion de
ingredientes para la industria alimentaria. En el caso de los probidticos
inmovilizados, el soporte actua creando una barrera protectora alrededor de los
microorganismos, asegurando una viabilidad prolongada. Ademas, se ha
reportado que las cepas inmovilizadas aumentan su viabilidad cuando son
expuestas al calentamiento (Lemay, et al, 2002) y son menos sensibles a
factores biolégicos que podrian comprometer su viabilidad, tales como
bacteriéfagos (Champagne, et. al., 1992) o agentes antimicrobianos (Champagne,
et. al., 1989).

2.2. Métodos de inmovilizacion.

Existen diversos métodos para inmovilizar, éstos se pueden dividir en cuatro
categorias basadas en el mecanismo fisico empleado para inmovilizar: (A)
adsorcion en soportes con superficies sélidas, (B) atrapamiento en una matriz
porosa, (C) conglomerado y (D) confinamiento detras de barreras (Kourkoutas, et.
al., 2004). La clasificacion de los métodos de inmovilizacion se puede apreciar en
la figura 1.

2.2.1 Adsorcion en soportes con superficies solidas.

La adsorcion en soportes con superficies solidas consiste en una interaccion
directa entre el soporte y el material activo. Una superficie solida que posea una
geometria atractiva con una amplia area superficial se utiliza como mecanismo
fisico para inmovilizar el material activo (Buitelaar, et. al., 1996).



El procedimiento de inmovilizacion por adsorcion consiste en mezclar el
componente bioldogico y un soporte con propiedades adsorbentes, bajo
condiciones de pH y fuerza idnica, seguido de una recoleccion del material
inmovilizado y un lavado extenso para remover los componentes no ligados.

Habitualmente la interaccion entre el soporte y el material activo se basa en
fuerzas débiles: formacion de fuerzas Van der Waals, fuerzas idnicas o puentes de
hidrégeno. Aunque el método de adsorcion por fuerzas débiles es facil de preparar,
presenta una gran desventaja, debido a las interacciones débiles entre el soporte y
el biocatalizador, existe una amplia pérdida en la adsorcion, convirtiendo el
método en inestable y obteniendo diferentes cargas celulares entre un lote de
soportes y otro (Kosseva, 2011).

Aunque es comun encontrar fuerzas débiles que propician la adsorcion, enlaces
fuertes pueden formarse por la interaccion de grupos funcionales. La adsorcion
por enlaces covalentes de un material activo con un soporte ocurre utilizando el
grado de reactividad de diferentes grupos funcionales del soporte con un
aminoacido como la arginina, el acido aspartico o la histidina (Kourkoutas, et. al.,
2004).

2.2.2 Atrapamiento en una matriz porosa.

El atrapamiento consiste en inmovilizar las células en una matriz o dentro de
fibras, generalmente el soporte de inmovilizacion se describe como un gel. (Morris,
et. al., 2012). El atrapamiento se realiza de tal forma que se permite inmovilizar el
biocatalizador permitiendo la entrada de sustrato, para esto se utilizan polimeros
con propiedades gelificantes. Al inducir la gelacion, el material de interés queda
atrapado entre las redes poliméricas.

2.2.3 Agregacion.

La agregacion es un tipo de inmovilizacién donde no es necesario el uso de un
soporte de inmovilizacién; se logra mediante la capacidad intrinseca de algunos
organismos para formar agregados o flocular. Este método puede incitarse al
utilizar reactivos que fomenten la formacion de conglomerados como los
polielectrolitos, en un proceso denominado como reticulado o floculacién artificial
(Kourkoutas, et. al., 2004).



2.2.4 Confinamiento mecanico dentro de una barrera.

El confinamiento detras de una barrera se puede llevar a cabo al usar filtros de
membrana microporosos, inmovilizando en una interaccién superficial de dos
liquidos inmiscibles o atrapando el material de interés en una capsula formada por
redes poliméricas (Gorecka y Jastrzebska, 2011). Esta ultima es similar al
atrapamiento en una matriz polimérica; Sin embargo la encapsulacién es un
proceso donde se forma un revestimiento continuo alrededor de una matriz interna
que esta totalmente contenida dentro de la pared de la capsula (Gbassi y
Vandamme, 2012).
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Métodos de inmovilizaciéon
A. Inmovilizacién sobre la superficie de 1. Adsorcion sobre una superficie.
un soporte sélido.
2. Enlaces electrostaticos sobre una superficie.
3. Enlaces covalentes sobre una superficie.
B. Atrapamiento en una matriz polimérica.
C. Agregacion. 1. Floculacion natural.
2. Floculacién artificial (reticulado).
D. Confinamiento mecanico detras de 1. Microencapsulacién.
una barrera.

2. Microencapsulacion interfacial.

3. Confinamiento entre membranas microporosas.

Figura 1. Métodos basicos de inmovilizacion celular (tomado de (Kourkoutas, et.
al., 2004)).



2.3. Técnicas de inmovilizacion.

En la inmovilizacion de bacterias es conveniente utilizar una técnica que en
combinacion con los materiales resulte lo menos agresiva posible (Laurenti y
Garcia, 2013). El criterio impuesto para la inmovilizacion de probidticos se basa en
la mejora de la viabilidad, por lo que la técnica y los materiales empleados no
deben comprometerla. El soporte de inmovilizacion generalmente se fabrica
utilizando polimeros biocompatibles y disolventes que no resulten toxicos para las
células. Los polimeros utilizados como material de soporte poseen estructuras y
propiedades mecanicas unicas, por lo que elegir una técnica de inmovilizacién
adecuada permite manipular el polimero y convertirlo en una forma util.

Para la inmovilizacién de probidticos, la forma mas comun de manipular
dispersiones poliméricas y convertirlas en soportes de inmovilizacién es la
formacion de gotas de dispersion que se someten a una transformacién quimica o
fisica; basandose en la formacion de gotas las técnicas mas comunes son:
extrusion, emulsién y secado por aspersion.

2.3.1 Exirusion: La técnica de extrusion consiste en la preparacion de una
solucion hidrocoloide, afadiendo microorganismos a eésta y extruyendo Ila
suspension celular a través de una aguja en forma de gotas para que caigan en
una solucién endurecedora. La forma y el tamafio de la esfera dependen del
diametro de la aguja, de la distancia de la caida y de las propiedades de la
dispersion. El método de extrusion es simple, barato y permite retenciones
celulares altas debido a que las condiciones usadas en la preparacion de las
mezclas son suaves (Krasaekoopt, et. al., 2003).

2.3.2 Emulsificacion: La técnica de emulsificacion involucra a una fase dispersa
compuesta por la mezcla de células y una solucion polimérica dentro de una fase
continua compuesta de un aceite. La mezcla se homogeniza para formar una
emulsion agua en aceite con la ayuda de un surfactante y agitacion. La fase
dispersa gelifica adicionando un agente coacervarte a la emulsion (Song, et. al.,
2013).

2.3.3 Secado por Aspersion: En la técnica de aspersion una solucion o emulsion
se somete a aspersion por un atomizador, se utilizan temperaturas elevadas que
evaporen el solvente. Las propiedades del soporte dependen de la naturaleza de
la alimentacién y de los parametros como la temperatura de entrada (Estevinho, et.
al., 2014).

El secado por aspersion compromete la viabilidad y funcionalidad de los
probidticos, la exposicién de los probidticos a las temperaturas que utiliza el



secador pueden ser dafinas para las cepas; afectando la pared celular, el ADN y
el ARN, resultando en pérdida o reduccion de la actividad metabdlica de la cepa
(Tripathi y Giri, 2014).

Las técnicas anteriores se basan en una matriz liquida (por ejemplo: solucién,
emulsién o dispersién) que se transforma en particulas soélidas o semisdlidas. La
transformacion generalmente se lleva a cabo por procesos como: evaporacion,
gelacion, polimerizacién, coacervacion y formacioén de liposomas.

Evaporacion: El soporte se forma por un disolvente volatil y un polimero, la
evaporacion del disolvente convierte al polimero en un soporte que inmoviliza al
ingrediente activo. En la preparacion de soportes de inmovilizacién por
evaporacion, la capacidad de la fase continua es insuficiente para disolver el
volumen entero de la fase dispersa. Por lo tanto, el solvente debe evaporarse de la
superficie de la dispersion para formar soportes lo suficientemente sélidos (Freitas,
et. al., 2005).

Gelacion: La dispersion polimérica se somete a un proceso de gelificaciéon que
puede suceder de diversas maneras, ya que existen polimeros que reaccionan a
distintas condiciones: alginato en presencia de iones divalentes (Voo, et. al., 2011)
o gelatina o agarosa en un gelacion térmica (Laurenti y Garcia, 2013).

Polimerizacién interfacial: Consiste en la reaccion de un mondémero disuelto con
un segundo mondmero, los cuales son disueltos respectivamente en dos fases
inmiscibles, la reaccion toma lugar en la interfase de los dos liquidos para formar
una membrana en la interfase (Gao, et. al., 2004).

Coacervacion: El proceso de coacervacion consiste principalmente en tres pasos
basicos: emulsificacion, coacervaciéon y formacion de soportes. La fuerza
impulsora son atracciones electrostaticas entre moléculas con cargas opuestas.
Esta fuerza puede ser inducida entre un compuesto bioactivo cargado y un
carbohidrato con carga opuesta (Coacervacion simple) o un compuesto bioactivo
puede ser atrapado dentro de una particula que forme complejos electrostaticos
de carga positiva (quitosan) y biopolimeros con carga negativa (alginato) (Fathi, et.
al., 2014).

Formacién de liposomas: Se trata de la formacion de una vesicula al dispersar un
surfactante con un polimero. El soporte se forma espontaneamente cuando los
fosfolipidos son dispersos en un medio acuoso, la interaccion de los grupos
hidrofilicos con agua resulta en la formacion de vesiculas (Vemuri y Rhodes,
1995).



2.4. Materiales utilizados como soporte de inmovilizacion.

Existen diferentes tipos de materiales utilizados como soportes de inmovilizacion:
gomas (arabiga, alginato); carbohidratos (almiddn, dextrano); lipidos (cera de
abeja) o proteinas (gelatina).

El deseo de catalogar al soporte como un agente “libre de riesgo” o producir un
compuesto que se etiquete como “ingrediente natural” influye en que se opte por
recurrir a un soporte fabricado por materiales naturales, como los biopolimeros,
incluso si su desempeio es mas bajo. Al elegir biopolimeros como materiales de
soporte, la inmovilizaciéon destinada a procesos alimentarios puede mostrarse
conforme a los requerimientos de seguridad que dicten agencias gubernamentales
como la FDA en Estados Unidos y EFSA en Europa (Kosseva, 2011).

La tabla 1. Presenta ejemplos de materiales utilizados para formar soportes de
inmovilizacion.

Tabla 1. Materiales utilizados como soportes de inmovilizacién (Datta, et. al.,
2013).

Tipo de material Ejemplos del material en especifico.
Polimeros naturales Alginato, Colageno, Carragenina y almidon
Polimeros sintéticos Amberlita y DEAE Celulosa

Materiales inorganicos Ceramica, zeolita, vidrio y silice.

Algunos polimeros como: alginato, k-carragenina, goma arabiga, goma gelana,
goma de algarrobo, pectina y gelatina poseen propiedades gelificantes y han sido
utilizadas de forma exitosa en la inmovilizacion de las cepas probidticas
(Champagne, et. al., 2010). Ademas, estos polimeros pueden ser mezclados entre
si para formar nuevos soportes de inmovilizacion.

El uso de combinaciones de polimeros causa caracteristicas interesantes en
distintas propiedades del gel: Aumento o decremento de la viscosidad, la mejora
en la textura o un incremento en la estabilidad durante el almacenamiento. Por lo
que la adicién de mas de un polimero al soporte, puede ser indispensable para
obtener un producto con caracteristicas personalizadas (Datta, et. al, 2013) de
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una manera mas facil, versatil y barata de lo que seria sintetizar un material
completamente nuevo.

En general las ventajas de mezclar polimeros pueden resumirse en:

- Desarrollo de nuevas propiedades o mejorar las propiedades existentes.

- Reduccion de los costos del material con una pequefia o nula pérdida de
las propiedades del polimero.

- Mejoramiento en el procesamiento del material.

- Satisfacer las necesidades de industrias emergentes al superar el paso de
polimerizacion.
(Sarath, et. al., 2014).

Existen algunos casos exitosos de mezclas de polimeros, donde las propiedades
de la mezcla son superiores o son cualitativamente diferentes a las propiedades
que presenta el polimero individual. Por ejemplo: al mezclar k-Carragenina con
goma garrofin los dos polimeros interaccionan, formando un gel con mayor dureza
(Chen, et. al., 2001), la mezcla de Goma garrofin con goma xantana, forma de un
gel elastico termorreversible (Liu, et. al., 1998).

A pesar de los estudios de varias mezclas, es dificil predecir el comportamiento de
los polimeros, cuando los polimeros se mezclan pueden ocurrir tres
comportamientos: (A) Los polimeros son miscibles, (B) los polimeros son
compatibles y (C) los polimeros son inmiscibles. Cuando los polimeros son
miscibles, éstos coexisten en una sola fase y la mezcla es termodinamicamente
estable. Sin embargo, en la mayoria de los casos mezclar dos 0 mas biopolimeros
resulta en una separacién de fases, que puede ser una (A) separacion asociativa
(la primera fase siendo enriquecida en ambos polimeros, la segunda en un
solvente) o una (B) separacién segregativa (cada fase siendo enriquecida con uno
de los dos biopolimeros). La separacion de fase segregativa, también llamada
incompatibilidad termodinamica, es la mas frecuente y es principalmente debido a
efectos de volumen excluidos y repulsion entre los dos biopolimeros (Panouillé y
Larreta-Garde, 2009).

La situacion es mas compleja si uno o dos polimeros experimentan una transicion
sol-gel (solucion-gel). En ese caso, una competicion entre la gelacion y separacion
de fases aparece y la cinética de cada fendmeno determina el estado final de la
mezcla (Panouillé y Larreta-Garde, 2009). Por ejemplo, la agarosa forma un gel
mediante dos mecanismos, primero se forma una hélice inicial y después se
agregan las hélices. La adicion de goma xantana o de alginato a la agarosa
modifica su mecanismo de gelificacién: la goma xantana reduce la movilidad y
difusién de las cadenas de agarosa distribuidas homogéneamente. En cambio,
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cuando la agarosa se mezcla con alginato; ocurre un comportamiento diferente, ya
que el alginato consiste en bucles flexibles y enredados que dificiimente impiden la
difusién de las cadenas de agarosa y la formacién del gel (Russ, et. al., 2014).

La mezcla de polimeros resulta especialmente util en aquellos polimeros que
gelifican iénicamente con la adicion de cationes divalentes como el Ca?*. Como la
gelacién ionotropica es demasiado rapida la habilidad de controlar y modificar la
estructura del gel es limitada. En este sentido, la modificacién quimica de un
polimero o la mezcla de un polimero con otros materiales brinda la posibilidad de
modificar la estructura del gel (Florian-Algarin y Acevedo, 2010).

Recientemente, los mucilagos derivados de plantas o semillas han sido utilizados
para modificar las propiedades mecanicas de un gel (Medina-Torres, et. al., 2003)
o para desarrollar soportes destinados como sistemas de liberacion. Muchos de
estos soportes fueron preparados mediante gelacion idnotropica, donde los
mucilagos se mezclaban principalmente con polimeros iénicos (Nayak y Pal,
2014).

Tabla 2. Efecto de mezclas de mucilagos de distintas fuentes con polimeros
gelificantes.

Mezcla

Efecto

Referencia

Mucilago de semilla de
Psyllium / gelana

k- carragenina / mucilago de
nopal

Agar / mucilago de quimbombd

Mucilago de semilla de alholva/
alginato

Mucilago de mostaza amarilla /
goma garrofin

El soporte presenta una buena
mucoadhesividad con la mucosa intestinal de
cabras.

Mayor rigidez del gel en una combinacién de
80 k- carragenina /20 mucilago de nopal.

Mejora en la retencién celular de una cepa
probiética al compararla con polimeros
comerciales como el alginato.

Se descubrié un potencial uso del mucilago de
semilla de alholva como un excipiente
mucoadhesivo  que podria ser usado en
soportes de liberacion prolongada.

Habilidad del mucilago de formar un gel fuerte
en presencia de goma de garrofin (relaciéon 9
partes de mucilago y 1 parte de goma garrofin)

(Nayak y Pal, 2014)

(Medina-Torres, et. al.,
2003)

(Laurenti vy Garcia,

2013)

(Nayak, et. al., 2013)

(Cui, et. al., 2006)
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2.4.1 Alginato.

El alginato es un polisacéarido lineal no ramificado, compuesto de una proporcion
variable de 1,4 B-D-acido manurénico y a—L-acido gulurénico, el cual tiene la
habilidad de formar un gel cuando se encuentra con cationes divalentes como el
Ca?" (Song, et al, 2013). Se encuentra en la pared celular y los espacios
intercelulares de algas marrones en forma de algina, proveyendo flexibilidad y
fuerza a las plantas. El acido alginico, la forma acida del alginato, es un producto
intermediario en la manufactura comercial de alginatos y tiene poca estabilidad.
Para brindar un producto soluble en agua con mas estabilidad, el acido alginico se
transforma en una variedad de alginatos comerciales al incorporar distintas sales
(Homayouni, et. al., 2007).

La gelificacion del alginato esta relacionada a interacciones especificas y fuertes
entre largos tramos de unidades de &cido gulurénico (G) e iones divalentes. La
importancia de las unidades G en este proceso se remarca por el hecho de que la
fuerza del gel es directamente relacionada al contenido total de unidades G y el
promedio de longitud del bloque G en el polimero (Pawar y Edgar, 2012) (figura 2).

NeQOC M lOCC Hl'--.:l NH.C':'C
,-AI ,‘L'-. J_ﬂ.p----___
Gvg\dtjt1 Nac'::": I-:I I [Dﬁﬂ/\

OH Na0OC NaOOC HO

G G M M G M

Figura 2. Estructura de los bloques de alginato. Acido gulurénico (G) y &cido
manuroénico (M). tomado de (Rehm, 2009).

Dentro de las ventajas de usar alginato se incluye: su facilidad de manipulacion, su
naturaleza no toxica, su bajo costo (Sultana, et. al., 2000) y generalmente, es
menormente afectado por ataques microbianos si se compara con otros
carbohidratos (Inal y Yigitoglu, 2011).

El alginato como soporte de inmovilizacion tiene la desventaja de ser inestable en
presencia de queladores de calcio como el fosfato, lactato o citrato y a iones de
sodio y magnesio que desplazan al calcio. Ademas los soportes son susceptibles
a ambientes acidos y presentan una gran difusion de humedad y otros fluidos.
Esto provoca que se reduzca el efecto de barrera que ofrezca el soporte contra
factores ambientales desfavorables (Martin, et. al., 2015).

El alginato de sodio ha sido usado ampliamente como polisacarido y como soporte
en la inmovilizacidon celular utilizando la técnica de extrusion o emulsion. La
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inmovilizacidn celular con alginato ha sido utilizada para distintos procesos: como
fermentacion de productos (Herrero, et. al., 2001), Produccién de Biomasa (Yoo,
et. al., 1996) y produccion de acido lactico (Rao, et. al., 2008) (Yen y Lee, 2010).

Algunas combinaciones de alginato con otros polimeros también han resultado
exitosas como soportes de proteccion. La mezcla de alginato y pectina provee una
mejor proteccion a la cepa Lactobacillus casei bajo condiciones gastricas
simuladas (Sandoval-Castilla, et. al., 2010).

En ocasiones se ha intentado cambiar el agente gelificante por otro ion divalente,
utilizando bario como agente gelificante; Sin embargo, utilizar bario puede inducir
efectos negativos en las células debido a su toxicidad (Yoo, et. al., 1996). Para
evitar la toxicidad se utiliza generalmente calcio como agente gelificante.

2.4.2 Mucilago de nopal.

El nopal es un cultivo de cactus domesticado que ha cobrado importancia en la
agricultura de regiones aridas y semiaridas, principalmente se destina al cultivo de
su fruta, aunque también se cosechan los cladodios (pencas de nopal) como
cultivo vegetal. Los cladodios del nopal realizan la fotosintesis, reemplazando a las
hojas en esta funcion. Ademas, ElI mucilago presente en el cladodio puede
almacenar grandes cantidades de agua que le permite a la planta soportar la
sequia (Griffith, 2004).

El mucilago de nopal es un carbohidrato complejo y sus propiedades pueden
variar dependiendo de la aclimatacién que sufre la planta. Por ejemplo, la
viscosidad del mucilago varia de acuerdo a la cantidad de agua que la planta
recibe, la tierra extremadamente seca produce un mucilago mas viscoso que el de
una tierra semi arida. (Saenz, et. al., 2004).

El mucilago del nopal (Opuntia ficus) es un polisacarido con un peso molecular en
el orden de 2.3 x 10* (Medina-Torres, et al, 2003), posee una estructura
extremadamente ramificada; conteniendo proporciones de L-arabinosa, Piranosa y
formas de furanosa. Las mayores unidades de azucares neutras son: D- galactosa,
L-ramnosa y oxano-2,3,4,5-tetrol D-xylosa, asi como &acido galacturéonico en
proporciones distintas (Guevara-Arauza, et. al., 2012) (figura 3).

El 4cido galacturénico presente en la estructura del mucilago le brinda una carga
negativa, ya que los iones hidrégenos tienden a disociarse de la parte carboxilica
(-COOH). Esta negatividad resulta en una unién de iones calcio (Ca®*) a muchos
lugares en la molécula de mucilago (Gibson y Nobel, 1990).
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Figura 3. Identificacion tentativa de las unidades repetidas del mucilago de nopal.
Los 20 residuos (R1 a R2g) contienen xilosa o arabinosa. “Gal A” se refiere a acido
galacturénico, “Rha” se refiere a ramnosa y “Gal” se refiere a galactosa. Tomado
de (Gibson y Nobel, 1990).

El mucilago de nopal se considera un polisacarido de potencial industrial, muestra
altas propiedades elasticas similares a la del poliisobutileno (Medina-Torres, et. al.,
2003); es soluble en agua, produciendo soluciones coloides y modificando la
viscosidad de sistemas acuosos (Medina-Torres, et. al., 2000) (Gibson y Nobel,
1990) y retiene grandes cantidades de agua (Hernandez, 2009).

El mucilago como material de soporte de inmovilizacion ha sido estudiado por
Medina y colaboradores en el 2013 para inmovilizar acido galico, utilizando la
técnica de secado por aspersion y produciendo microcapsulas de mucilago de
nopal en forma de un polvo estable (Medina-Torres, et. al., 2013).

2.4.3 Goma gelana.

La gelana es un polisacarido extracelular aniénico producido por Sphingomonas
elodea. Los grupos acilo presentes en el polimero nativo son removidos por
hidrdlisis alcalina en la produccion normal comercial, dando como resultado una
secuencia tetraciclica repetida de glucosa, ramnosa y acido glucorénico en
relaciéon molar de 2:1:1 que se unen para formar una estructura linear: de glucosa
(Glcp), acido glucurénico (GlcpA) 'y ramnosa (Rhap) en forma:
— 3)- B -d-Glcp-(1 — 4)- B -d-GlcpA-(1 — 4)- B -d-Glcp-(1 — 4)- a -I-Rhap-(1 —.
(Danalache, et. al., 2015) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura de la goma gelana. Tomada de: (Morris, et. al., 2012).

En la industria alimentaria la gelana se ha utilizado como estabilizante, gelificante,
formador de peliculas y agente encapsulante. Estas propiedades multiples se
deben a su reactividad a cationes y su habilidad para formar geles a
concentraciones mas bajas que otros hidrocoloides (Morris, et. al., 2012).

La formacion del gel se concibe con la formacion de espirales aleatorios para
después someterse a una transicion de doble hélice, se pueden formar geles mas
fuertes si existen cationes, particularmente cationes divalentes que contribuyen a
formar geles fuertes mediante la agregacion de hélices (Kirchmajer, et. al., 2014).

2.5. Inmovilizacién para la proteccidon de cepas probiéticas en condiciones
gastricas.

El sistema gastrointestinal constituye un ecosistema que involucra muchas
funciones. Incluyendo actividades metabdlicas, efectos tréficos sobre el epitelio
intestinal e interacciones con el sistema inmune del huésped. La microflora
residente también actia como barrera para prevenir la colonizacion de
microorganismos patdgenos y oportunistas.

El consumo de probiodticos ayuda a crear la microflora protectora y previene
enfermedades relacionadas con sintomas gastrointestinales, sin embargo es
crucial protegerlos para que lleguen viables al colon. La naturaleza acida del jugo
gastrico impide el paso de los probidticos al tracto intestinal. En consecuencia,
cualquier probiotico que sobreviva al transito gastrointestinal debe tener una alta
tolerancia a la acidez. En un ensayo tipico de tolerancia a acidez, la viabilidad de
los organismos probidticos se determina al exponerlos a bajos pH en una solucion
buffer o medio durante un periodo de tiempo (Morris, et. al., 2012).
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El disefio de soportes de inmovilizacion como sistemas de entrega de probioticos
debe de tomar en cuenta la naturaleza del soporte ya que la viabilidad de las
células inmovilizadas puede ser afectada por propiedades fisicoquimicas del
soporte de inmovilizacion como: el tipo y concentracion de los materiales, el
tamano de particula y el numero inicial de células. El uso de distintos hidrocoloides
puede afectar la viabilidad celular y por consiguiente las propiedades benéficas de
los microorganismos (Totosaus, et. al., 2013).

Si el soporte es utilizado como medio de liberacién controlada de las cepas en
diferentes etapas del sistema gastrointestinal se debe de considerar que el soporte
debe de comportarse de manera diferente cuando se encuentra en el estbmago y
cuando se encuentra en el intestino: Durante el paso por el estdmago se debe
lograr una mejora en la viabilidad y la retencién de bacterias, durante el paso por
el intestino, el soporte debe degradarse para dar paso a liberacién de las bacterias
(Cook, et. al., 2012).

2.6. Lactobacillus acidophilus.

Muchas cepas del género Lactobacillus, como Lactobacillus acidophilus han
demostrado producir beneficios profilacticos y terapéuticos en humanos. Algunos
beneficios asociados a la cepa son: reduccion de los sintomas gastrointestinales
relacionados con la intolerancia a la lactosa, alivio de los sintomas de constipacion,
tratamiento de la diarrea infantil y actividad contra Helicobacter pylori (Gopal,
2011).

Lactobacillus acidophilus es una bacteria acido lactica Gram positiva, de origen
humano, con una morfologia tipo cocos o bacilos y un tamafio de 2-10 um; es una
bacteria facultativa, aunque también se considera microaerdfila. Su temperatura
optima de crecimiento se encuentra entre 37 - 45 °C. El grupo de L. acidophilus
requiere nutrientes especificos y sélo se adaptada a crecer en sustratos organicos
complejos. Su capacidad de fermentacion produce acido lactico, ademas de
sustancias antimicrobianas (bacteriocinas) que incluyen a la lactocina B, Lactacina
F, acidocina A y acidocina B. (Gopal, 2011).

A diferencia de otras cepas con propiedades probidticas como Lactobacillus
delbrueckii spp. Bulgaricus, Lactobacillus acidophilus presenta una gran tolerancia
a las sales biliares pudiendo sobrevivir y crecer en el tracto intestinal. Ademas
tiene propiedades de adhesion a superficies mucosas, asi como a fibras dietéticas
como arroz, papa, zanahoria y manzana. (Garcia-Cruz, et. al., 2013) que le
confieren una ventaja competitiva de importancia para el mantenimiento dentro del
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tracto gastrointestinal y permite interacciones con los enterocitos (Bernet, et. al.,
1994).

El trabajo gendmico de Lactobacillus acidophilus ha identificado regiones
importantes en la funcionalidad probidtica, las caracteristicas probidticas de esta
cepa incluyen la produccion de bacteriocinas, metabolismo de azucares y
prebioticos, adherencia a células humanas, metabolismo de la lactosa y tolerancia
a stress fisioldgicos relevantes que incluyen acidos y sales biliares (Lee y
Salminen, 2009).

En general, las caracteristicas probidticas de lactobacillus acidophilus pueden
dividirse en dos categorias: la primera es su fisiologia probiética, relacionada a su
tolerancia a pH &acidos, su estabilidad en productos, produccién de sustancias
antimicrobianas y actividad de lactasa. La segunda categoria abarca los efectos
observables en el contexto de estudios de alimentacion, como los relacionados a
la regulacién de respuestas inmunes, reduccion en el colesterol del huésped,
mejora en el metabolismo de la lactosa y prevencién de infecciones (6hman, et. al.,
2009). La figura 5 muestra las propiedades gendmicas biosintéticas y los efectos
probidticos que se han encontrado en Lactobacillus acidophilus.

Lactobacillus acidophilus

Propiedades Gendémicas | | Caracteristicas Biosintéticas || Efectos probidticos
| [ |

Region CRISPR. Homo fermentativo Adherencia a enterocitos

_ obligado de carbohidratos. humanos.
Sistemas de transporte.

_ Produccién de acido GRAS
Sin profagos completos. lactico

' Produce compuestos

antimicrobianos.

Figura 5. Caracteristicas biosintéticas, gendmicas y probioéticas de Lactobacillus
acidophilus. Modificado de: (6hman, et. al., 2009).
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III. JUSTIFICACION.

Los procesos de encapsulacion e inmovilizacion proporcionan una barrera fisica
que ofrece una mejor proteccion a los microorganismos probidticos, siendo uno de
los principales objetivos de este proceso el mantener la sobrevivencia y la
viabilidad de los microorganismos atrapados.

En este sentido, de todos los materiales, el alginato es uno ampliamente
investigado y empleado en la inmovilizacion y encapsulacion de células vy
microorganismos, esto debido principalmente a la facilidad con la que se forman
matrices encapsulantes con cloruro de calcio, en un ambiente muy suave y
compatible con los microorganismos. Por otro lado el bajo costo y el ser incluido
en la categoria de seguro para su uso en alimentos le brindan una ventaja sobre
otros materiales de inmovilizacion. No obstante, se ha reportado que Lactobacillus
inmovilizados en matrices de alginato no son muy eficientes en ambientes muy
acidos.

Es importante sefalar que existen estudios con otros polisacaridos, que han sido
empleados como soporte de atrapamiento, los cuales de forma individual no
poseen propiedades funcionales importantes que permitan un eficiente
inmovilizacion de microorganismos; sin embargo, también existen otros estudios
que proponen el uso de estos materiales de forma compuesta y que proporcionan
un efecto sinérgico respecto a la funcionalidad como soportes de individuales de
inmovilizacién.

De esta manera es posible que en un proceso tradicional de inmovilizacion donde
se emplea alginato como soporte principal y se incorporen biopolimeros como
gelana y mucilago de nopal, las interacciones de estos biopolimeros tengan un
efecto crucial durante el proceso de gelificacion, modificando las propiedades
mecanicas y de estructura de una matriz de atrapamiento.

Asi la incorporacion de mezclas de biopolimeros cargados positiva y
negativamente con alginato podrian coadyuvar a generar interacciones que den
como resultado una mejoria en la estabilidad del alginato y una mayor
biocompatibilidad.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto que ofrece un soporte de inmovilizaciéon formulado con alginato y
combinaciones de goma gelana y mucilago de nopal en la viabilidad de
Lactobacillus acidophilus inmovilizado.

4.2. Objetivos especificos.

Formular dispersiones de alginato con combinaciones de goma gelana y mucilago
de nopal para ser utilizadas como un soporte de inmovilizacion.

Evaluar las propiedades reoldgicas de una mezcla de alginato al 2% y comparar
los cambios en los perfiles reolégicos de sus combinaciones con gelana y
mucilago.

Evaluar las propiedades texturales, superficiales y morfolégicas de los geles de
alginato y sus combinaciones con gelana y mucilago.

Evaluar el rendimiento por atrapamiento que posee Lactobacillus acidophilus en
las distintas mezclas de alginato, gelana y mucilago destinadas como soportes de
inmovilizacion.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Estrategia experimental.

Para el desarrollo experimental del proyecto se establecieron 2 etapas, la primera
consistié en caracterizar las propiedades reolégicas, estructurales y morfologicas
de los soportes de inmovilizaciéon. En la segunda etapa se evalu6 el porcentaje de
atrapamiento y la viabilidad de L. acidophilus en condiciones de pH 2. Las etapas
del proyecto se esquematizan en la figura 6.

Barrido de frecuencia
Dispersiones

| caracterizacion Comportamiento al flujo

reoldgicas
Parametros texturales
Geles -[

Barrldo de frecuencia
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soporte de Analisis de [y Diametro
imagenes

inmovilizacion Clrcularldad
—— Micr [ f 4
Caracterizacion estructural J§ '/'croscop a.de uerza & pa y Ra
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soportes | Microscopia electrénica
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Viabilidad a
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Figura 6. Organigrama de la estrategia experimental del proyecto.
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5.2. Materiales.

5.2.1 Materiales utilizados en el soporte de inmovilizacién.

Los biopolimeros utilizados fueron Alginato de sodio (Reactivos quimica Meyer,
México, con clave de lote: TM1208713), goma gelana de bajo acilo (Kelcogel F,
Ingredion, EUA) y Mucilago de nopal (se trabajéo con un extracto de mucilago
extraido a nivel laboratorio [laboratorio de bioingenieria, UPIBI]. La materia prima
fueron pencas de nopal provenientes de un mercado de la Ciudad de México).

5.2.2 Cepa probidtica.

La cepa empleada fue Lactobacillus acidophilus aislado de un producto comercial
(Kurago Biotek, Ventro). Para aislar la cepa se adiciono un gramo de gel del
producto en un matraz con 100 ml de caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) el
matraz fue incubado durante 24 horas a 37°C. Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas en solucion salina (0.85%) y se sembraron las tres ultimas
diluciones 10, 107 y 10" en medio Agar MRS a razén de 0.1 mL por caja Petri,
las cajas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se seleccion6
una colonia de cada caja y se sembrd cada colonia en una caja Petri formando
cuatro estrias para posteriormente ser inoculadas a 37°C durante 24 horas. Se
realizé una tincion de Gram de las colonias, las cuales resultaron ser bacilos Gram
positivos.

5.2.3 Medios de cultivo.

Se utilizé medio MRS en forma de agar y caldo. Se utilizé la siguiente mezcla para
el caldo: Peptona de caseina (10 g/L), Extracto de carne (5 g/L), Extracto de
levadura (5 g/L), Glucosa (20 g/L), Fosfato dipotasico (2 g/L), Acetato de sodio (5
g/L), Citrato de amonio (2 g/L), Sulfato de magnesio (0.1 g/L) y Sulfato de
manganeso (0.05 g/L). Para preparar Agar MRS se adiciono 13 gramos de Agar-
Agar por cada litro de la mezcla anterior.
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5.3. Extraccion y secado de mucilago de nopal.

Los cladodios de nopal fresco (Opuntia ficus) adquiridos en un mercado local de la
Ciudad de Meéxico fueron limpiados manualmente, lavados y posteriormente
sometidos a un proceso de coccion durante aproximadamente diez minutos. El
cladodio cocido y entero fue licuado en una licuadora (Osterizer modelo 4108) y
posteriormente centrifugado a 8880 rpm por 16 minutos a 24°C en una centrifuga
(Beckman Coulter J2-MC). El pellet obtenido se descarté y el sobrenadante
obtenido se filtr6 empleando una tela (manto de cielo) previo a verterlo en
recipientes de vidrio estéril para su posterior almacenamiento a 4°C (Figura 7).

El mucilago extraido fue secado por aspersion, empleando un secador por
aspersion (Buchi Mini Spray Dryer B-290. Suiza), usando las condiciones
propuestas por Orozco y colaboradores en el 2006. La temperatura del aire de
secado fue de 130°C, la temperatura de salida de 70°C de temperatura de salida y
la velocidad de alimentaciéon de 3 mL/min. El polvo obtenido se guardd en un
recipiente de vidrio y se almaceno en un desecador hasta su uso.

Lavado
coccion

Centrifugacion
(8880 rpm, 16°)

.7

Secado por aspersion

(130°C Outlet)

Mucilago en polvo.

Figura 7. Extraccion del mucilago de nopal.
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5.4. Caracterizacion quimico proximal del mucilago.

Se caracterizaron los siguientes macrocomponentes del mucilago de acuerdo a la
metodologia de la norma oficial AOAC (Horwitz y Chemists, 2000).

5.4.1

54.2

543

544

54.5

Determinacion de la humedad (925.30). Se calculé como la pérdida de peso
después de un secado a 65°C hasta peso constante.

Determinacion de las cenizas totales (923.03). Se calculé como el peso
remanente después de calcinar la muestra en mufla a 550°C.

Determinacion de Lipidos totales (920.39). Se determiné el extracto etéreo
por el método de Soxhlet (3 horas de extraccion con éter de petrdleo) a la
muestra desecada.

Determinacion de proteina (955.04) Se empled el método micro-Kjendhal,
obteniendo el contenido de proteina multiplicando el porcentaje de
nitrégeno por el factor de correlacion que le corresponda.

Determinacion de carbohidratos por diferencia (925.09), después de
determinar humedad, cenizas, lipidos y proteinas.

5.5 Preparacion de las dispersiones utilizadas como soporte de

inmovilizacion.

Las dispersiones que se emplearon como soporte de inmovilizacién consistieron
en combinaciones de alginato de sodio, goma gelana y/o mucilago de nopal (tabla
3). Se emplearon cinco mezclas. Para preparar las dispersiones, la concentracion
de alginato, gelana y mucilago requeridos para cada mezcla se disolvieron en

agua

destilada a 80°C con wuna agitacion magnética de 400 rpm por

aproximadamente 2 horas.
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Tabla 3. Mezclas empleadas como soportes de inmovilizacion.

Alginato de sodio Gelana Mucilago de nopal

Mezcla

(% m/m) (% m/m) (% m/m)
1 2 1 0
2 2 0.75 0.25
3 2 0.5 05
4 2 0.25 0.75
5 2 0 1

5.6 Determinacién del pH de las dispersiones.

El pH de cada una de las dispersiones se determiné a 25 °C con un potenciometro
(OAKTON 510).

5.7 Propiedades reoldgicas del soporte de inmovilizacion.

Las propiedades reoldgicas de las mezclas se determinaron utilizando un reémetro
de esfuerzo controlado (AR-1000-N TA instruments, EUA.) empleando una
geometria de cono y placa (diametro de 60mm, angulo de 4°, GAP de 110 um)
para las dispersiones y una geometria de placas paralelas (diametro de 40mm vy
Gap de 2mm) Cross-Hatched para los geles. Se obtuvieron barridos de frecuencia
de 0.2 a 100 rad/s a 25°C dentro de la zona viscoelastica lineal, previa
determinacion de la misma.

Se graficaron los logaritmos de G y G™” contra el logaritmo de la velocidad angular,
se sometieron a una regresion lineal y las pendientes fueron calculadas siguiendo
las siguientes relaciones:
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G oG’ =Aw" (1
LogG" = nlogw + log4 (2)
LogG” = nlog w +log4 (3)

Donde:
G": médulo de almacenamiento (Pa).

G’": mdédulo de perdida (Pa).
w: velocidad angular (rad/s).
n: pendiente (adimensional).

A: intercepcion (Pa s"). (Ahmed, et. al., 2008).

5.8 Método de inmovilizacion.

La técnica utilizada para formar el sistema de inmovilizacion fue la de extrusion.
Una dispersion se gotea en una soluciéon endurecedora de cloruro de calcio (0.2 M)
con una agitacion de 350 rpm, para la extrusion se utiliza una bomba peristaltica
(Cole Palmer Masterflex. EUA). Las esferas se dejan en la solucién de cloruro de
calcio por 30 minutos a una agitacion de 350 rpm. Posteriormente se lavan los
geles con agua estéril para remover el exceso de calcio, los geles se almacenan
en refrigeracion a 4°C.

5.9 Analisis de imagenes.

El estudio de los parametros morfolégicos de las esferas se realiz6 mediante el
analisis digital de imagenes en los soportes antes y después de liofilizar. Las
imagenes se obtuvieron con una camara digital (Olympus SP-320. Japodn)
acoplada a un microscopio o6ptico de luz transmitida (Olympus CX31. Japén)
utilizando un objetivo 4x. Las imagenes fueron procesadas mediante el software
Imaged v. 1.48 (National Institutes of Health, Bethesda, Maryind. EUA.), el cual
consistio su adaptacion de 24 bits a imagenes con tonos de gris de 8 bits.
Posteriormente se determinaron los siguientes parametros: perimetro, area,
diametro de Feret y circularidad (Chandramouli, et. al., 2004) .
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5.10 Analisis del perfil de textura.

Para determinar la dureza, cohesividad y resiliencia de los geles se realizaron
pruebas de compresion utilizando un texturometro TA-XT2i (Texture Technologies,
EUA). Los geles de las diferentes dispersiones se moldearon en cilindros de
10mm de diametro, adicionando CaCl, 0.2 M, los geles fueron cortados,
obteniendo geles de 10 mm de espesor y se sometieron a una compresion del 50%
de su altura (5 mm) en un ciclo de doble compresion (Chandramouli, et. al., 2004)

Los parametros de textura fueron definidos de la siguiente forma: La Dureza se
determiné como la fuerza maxima alcanzada durante la primera compresion, la
cohesividad se defini6 como la relacion entre el area positiva de la segunda
compresion entre el area de la primera compresion y la resiliencia se determino
como el area positiva y el area negativa de la primera compresion (Figura 8).

o Area 3 (4)
Cohesividad = - -
Area 1+ Area 2
o Area 2 (5)
Resiliencia = =
Area 1
10
Primera compresion Descompresian Espera Segunda Compresidn
g -
6 Dureza
<
1]
Pl
g 4
[
2 1 ;
E Area 3
Area 1 Area 2
O e .
0 5 10 12 20 29
Tiempo (s)

Figura 8. Curva tipica de un analisis de textura utilizando una doble compresion. Modificada de:
(Chandramouli, et. al., 2004).
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Para determinar las areas bajo las curvas del analisis de textura se empled la
herramienta macros del software Sigma plot v. 10.0 (Systat Software Inc., San
Jose, California. EUA).

5.11 Calorimetria diferencial de barrido.

Se obtuvieron termogramas de los geles liofilizados empleando un calorimetro
DSC 20130 (TA Instruments, EUA). Utilizando un calentamiento de 15 a 500 °C a
una tasa de 10 °C/min. Se utilizdé una charola vacia como referencia. Las lecturas
fueron calibradas utilizando indio (99.9% pureza).

5.12 Determinacidén de rugosidad por Microscopia de fuerza atémica.

La rugosidad de los soportes de inmovilizacion de cada mezcla fue examinada
utilizando un microscopio de fuerza atomica (Veeco di multimode V, EUA) en
modo tapping y un controlador di nanoscope V a una frecuencia de escaneo de 1
Hz.

Se utilizé el software nanoscope analysis v. 1.40 (Bruker Corp., Camarillo,
California. EUA) Para analizar la rugosidad de los soportes determinando los
parametros Ra y Rq.

5.13 Microscopia electrénica de barrido.

La estructura de los soportes liofilizados fue examinada utilizando un microscopio
electrénico de barrido (Quanta 3D FEG, FEI, EUA). Se utilizé cinta de doble cara
para pegar una muestra de las diferentes mezclas en una celda de acero
inoxidable. El voltaje utilizado en el analisis fue de 1KV.

5.14 Absorcién de agua de los soportes liofilizados.

La absorcion de agua se determind con base en la cantidad de agua absorbida por
los geles liofilizados introducidos en 100 ml de solucion salina (0.5% m/v). Los
geles hidratados se retiraron de la solucidn y se secaron con toallas de papel para
remover el agua de la superficie. El cambio de peso fue monitoreado a intervalos
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de una hora hasta que las mezclas mostraron un peso constante. EI cambio de
peso a intervalos de una hora se calculé mediante la ecuacion:

peso final—peso inicial

% Cambio de peso= * 100 (6)

Peso inicial

(Fang, et. al., 2011)

5.15 Acondicionamiento del medio de cultivo previo a la inmovilizacion.

El cultivo se realiz6 de la siguiente manera: Dos colonias de Lactobacillus
acidophilus fueron cultivadas por 24 horas a 37 °C en medio MRS (50 ml). La
biomasa del fermento fue recolectada por centrifugacion a 4,000 g por 10 minutos
(Centrifuga Hermle Z306), el pellet se lavd por triplicado con solucion salina,
posteriormente se adicion6 1 mL de solucién salina al pellet para formar un
concentrado de biomasa.

5.16 Formacion de soportes y adicion de bacterias acido lacticas.

El concentrado de biomasa se incorpordé en las dispersiones. Un mililitro del
concentrado de biomasa se adiciond6 a 30 ml de dispersion, agitando
magnéticamente a 350 rpm hasta que la dispersion tomo un color uniforme (blanco
lechoso). Se continué con la agitacion magnética de la dispersion a 350rpm
durante todo el proceso de extrusion con la bomba peristaltica, una vez obtenida la
consistencia deseada en la dispersion, ésta se adiciona en forma de gotas en una
solucion endurecedora de CaCl; (0.2M), los geles obtenidos se mantuvieron en
agitacion a 350 rpm durante 30 minutos. Finalmente, los geles formados se
lavaron con agua ésteril para remover el exceso de calcio y se almacenan a 4 °C.

Para analizar la rugosidad, el cambio de tamafo por absorcion de agua y la
estructura por microscopia electronica de barrido se liofilizaron los soportes en una
liofilizadora Labconco freezone 6 plus a -80mbar por 48 horas.
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5.17 Rendimiento del atrapamiento.

El rendimiento de atrapamiento de cada gel obtenido en las diferentes mezclas se
calculé mediante la relacion:

EY = (%) * 100 (7)

Donde:
EY: Rendimiento por atrapamiento (%).
N: Numero de células liberadas de las macroparticulas (log 10 CFU/qg).

NO: Numero de células libres (log 10 CFU/g) anadidas a la dispersion durante el
proceso de micro encapsulacion (Corbo, et. al., 2011).

La liberacidon de las células se realizé utilizando citrato de sodio 0.1 M. Se disolvio
un gramo de gel de cada mezcla en 9 ml de citrato de sodio (0.1M) y se agito
hasta que los geles se disolvieron por completo. De la solucion de citrato con
soporte disuelto, se tomaron 100 pl y se diluyeron 7 veces en 900 ul de solucion
salina (0.85%) posteriormente se realiz6 siembra en placa de las ultimas tres
diluciones.

5.18 Viabilidad de L. acidophilus en condiciones gastricas simuladas.

Para evaluar in-vitro el efecto de las condiciones gastricas humanas sobre la
viabilidad de L. acidophilus libre e inmovilizado en las diferentes mezclas; se
evaluo el efecto de jugo gastrico simulado, tomando una muestra de un mililitro de
células libres o un gramo inmovilizado. Se adicionaron las células libres o las
células inmovilizadas en 50 mL de caldo MRS ajustado a pH 2 con HCI (6 N)
(simulando el jugo gastrico) a 37 °C y se revisO la viabilidad después de 60
minutos.

5.19 Analisis estadistico.
Para el andlisis estadistico se empled el programa SPSS v. 22 (IBM Corp.

(Armonk, Nueva York, EUA.), mediante un analisis de varianza, y una prueba de
Duncan para determinar la diferencia entre grupos.
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VI. Resultados y discusion.

6.1. Analisis quimico proximal del mucilago de nopal.

Se realiz6 una caracterizacion de los macrocomponentes del extracto de
mucilago que se obtuvo del secado por aspersion y se compararon con los
obtenidos por Rivera y colaboradores en el 2014 (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis proximal del mucilago de nopal.

Componente Analisis Analisis
proximales proximales*
(9/100 g) (9/100 g)
Carbohidratos 68.36+0.2 66.65+0.61
Grasa 1.18+0.07 0.59+0.00
Proteina 8.52+0.66 6.34+0.14
Cenizas 20.21+0.00 23.19+0.69
Humedad 1.73+0.04 3.23%%0.39

* Valores obtenidos por Rivera y colaboradores (Rivera-Corona, et. al., 2014).

En general el contenido de Cenizas, proteinas y carbohidratos es similar al
reportado por Rivera y colaboradores en el 2014, con una gran porcion de
azucares, proteinas y cenizas. Parte de la cantidad de cenizas pueden deberse al
proceso al que se sometieron los cladodios, (coccion por 10 minutos en agua y un
posterior secado por aspersion) Torres y colaboradores reportan un incremento en
la cantidad de metales cuando se somete el cladodio a una coccion seguido por
un secado por aspersion, probablemente por la cantidad de sales que proporciona
el agua (Torres-Bustillos, et. al, 2013). El contenido de humedad puede ser
diferente debido a que se tratdé de un proceso distinto de secado, ademas el
mucilago en polvo se almacend en un desecador, reduciendo la humedad del
ambiente que el mucilago pudiera adquirir durante el almacenamiento.
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6.2. pH de las dispersiones.

Las dispersiones no sufrieron ajuste de pH, por lo que la adicién de uno u otro
polimero provoca un efecto en este parametro. La adicion de mucilago en todas
las mezclas disminuye el pH, el mucilago tiene un caracter acido proporcionado
por un grupo carbonilo, este grupo cede H* cuando se encuentra en solucion.

Tabla 5. pH de las distintas mezclas de alginato, gelana o mucilago.

Mezcla pH

2% Alginato, 1% Gelana. (Mezcla 1) 6.32
2% Alginato, 0.75% Gelana, 0.25% Mucilago. (Mezcla 2) 5.20
2% Alginato, 0.5% Gelana, 0.5% Mucilago. (Mezcla 3) 4.86
2% Alginato, 0.25% Gelana, 0.75% Mucilago. (Mezcla 4) 4.50
2% Alginato, 1% Mucilago. (Mezcla 5) 4.55
2% Alginato (Control) 5.50

El efecto de las mezclas en el pH se debe a las cargas que se presenta en la
dispersién, cuando los polisacaridos aniénicos se encuentran disueltos en agua,
los unicos cationes presentes en la solucién son aquellos presentes como
contraiones a los grupos cargados de las cadenas del polimero. La actividad de
estos iones positivos en la totalidad de la solucién es reducida por la atraccién
electrostatica de las cadenas de polimeros cargadas negativamente (Morris, et. al.,
2012), una mayor atraccién por parte de la gelana y el alginato produce menos
cationes H" libres en la dispersion, en contraparte el mucilago y el alginato, al no
presentar una atraccion, no logran reducir los protones H® que presenta la
dispersion, presentandose un pH mas acido.
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6.3. Propiedades reoldgicas de las dispersiones.

El conocimiento sobre la modificacion de las propiedades reolégicas producidas
por utilizar mezclas de polimeros es importante ya que puede influenciar los
costos de operacidon de diferentes etapas en un proceso industrial (Gomez-Diaz y
Navaza, 2004). Ademas la respuesta de un material puede estar condicionada por
su estructura molecular, por lo que es un buen método de caracterizacion.
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Figura 9. Comportamiento viscoso de las mezclas de alginato, gelana y mucilago.
(Mezcla 1 (®), mezcla 2 (¥), mezcla 3 (m), mezcla 5 (¢), control (A).

El comportamiento viscoso de las dispersiones de combinaciones de alginato,
gelana y/o mucilago (figura 9), muestran la influencia de la velocidad de
deformacion en la viscosidad de las dispersiones. En general todas las mezclas
presentaron un comportamiento reofluidizado por cizalla, la mayor viscosidad se
obtuvo en la mezcla al 2% de alginato y 1% de gelana, presentando un efecto
sinérgico entre los dos polimeros con respecto al alginato solo. Por otro lado, la
sustitucion de la gelana por el mucilago produjo una disminucion en los valores de
viscosidad, siendo mas evidente dicha disminucion cuando se empleé la formula 2%
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alginato y 1 % mucilago. El incremento de la viscosidad entre el alginato y la
gelana plantean una mayor compatibilidad entre dichos polimeros.

La relacion de la viscosidad con la compatibilidad de mezclas poliméricas se basa
en las interacciones repulsivas de polimeros que causan un encogimiento de las
redes de las moléculas poliméricas, resultando en unos valores de viscosidad
reducidos. Si existe una interaccion atractiva en la mezcla de polimeros, la
viscosidad se incrementa y el sistema es compatible (Mathew, et. al., 1998)
(Prasad, et. al.,, 2012). Resultados semejantes han sido reportados por Haque y
Sheela en el 2013 donde una combinacion de mas del 70% de quitosan en una
mezcla con Eudragit incrementa la atraccién molecular de los polimeros en
solucion modificando los parametros hidrodinamicos (Haque y Sheela, 2013), asi
mismo la mezcla de gelana con gelatina presenta un efecto de dilucion que
aparece cuando la concentracion de gelatina aumenta sugiriendo la inexistencia
de interacciones entre los dos polimeros al no modificar los parametros
hidrodinamicos (Lee, et. al., 2003)

La compatibilidad del alginato y la gelana ha sido sugerida por Rosas y
colaboradores en el 2013, una combinacién de 2% alginato con 0.2% gelana
posee un efecto sinérgico en los valores de viscosidad, aumentando los valores al
doble si se compara con una dispersion de 2% alginato. Existe poca informacion
sobre las interacciones moleculares que podrian presentarse entre el alginato y la
gelana, se cree que el efecto sinérgico ocurre a través de puentes de hidrogeno
entre estos dos polimeros dando como resultado un sistema mas estructurado que
el de sus formas individuales (Rosas-Flores, et. al., 2013).

Para ajustar los datos experimentales de soluciones macromoleculares de
polimeros en configuracion aleatoria, como es el caso de los galactomananos y en
particular el mucilago de nopal, se ha utilizado el modelo de Cross (8) (Medina-
Torres et al., 2000).

__ Mo (8)
T O

A
En el modelo de Cross, np indica valores de viscosidad a bajos esfuerzos de corte,
el parametro A indica el tiempo caracteristico del material, la magnitud de m esta
relacionada con el indice de flujo (Medina-Torres, et. al., 2000).

Las soluciones macromoleculares analizadas bajo los valores de regresion del
ajuste del modelo de Cross fueron satisfactorias (R?=0.99). Los parametros del
modelo calculado se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Parametros del modelo de Cross de las dispersiones de alginato, gelana
o0 mucilago.

Parametros del modelo

Mezcla Composicion

No A(s) m R?
(Pa*s)
1 2% Alginato, 1% Gelana. 11.9347 0.1942 0.7638 0.99
2 2% Alginato, 0.75% Gelana, 0.25% 10.781 0.5873 0.6477 0.99
Mucilago.
3 2% Alginato, 0.5% Gelana, 0.5% Mucilago. 22.79 2.03 0.529 0.99
4 2% Alginato, 0.25% Gelana, 0.75% NI NI NI NI
Mucilago.
5 2% Alginato, 1% Mucilago. 4.66 0.6477 0.4573 0.99
Control 2% Alginato 3.2896 0.069 0.77 0.99

NI, no identificable.

La mezcla 4 presento la formacién de una estructura tipo gel la cual no pudo ser
ensayada mediante un analisis de flujo.

Los resultados obtenidos del modelo de Cross muestran que la mezcla 3 presenta
los parametros mas altos de no y A, los valores mas altos de ngindican una mayor
viscosidad a bajos esfuerzos de corte, los valores mas altos de A indican que el
cambio de la zona newtoniana a la zona reofluidificada por cizalla requiere una
mayor cantidad de tiempo, esto se conoce como el tiempo caracteristico del
material; es decir el tiempo en el que las cadenas de polimero en la dispersion se
alinean, debido al incremento en la tasa de deformacion (Garcia-Cruz, et. al.,
2013). Lo anterior nos indica que en la mezcla 3 las interacciones de gelana y
mucilago presentan un sistema mas estructurado que opone una mayor
resistencia al movimiento de los polimeros cuando se someten a un esfuerzo. Esto
puede estar condicionado por la capacidad de la gelana de formar geles conforme
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se reducen valores de pH, promoviendo la formacién de redes al reducir las
cargas negativas del polimero y reducir las repulsiones electrostaticas entre las
hélices (Morris, et. al., 2012).

Durante un barrido de frecuencia, la mezcla de polimeros estd sujeta a
deformaciones casi infinitesimales, por lo que la respuesta del material esta
condicionada a su estructura molecular.

Las figuras 10 y 11 muestra cambios en la pendiente de los mddulos de
almacenamiento y pérdida con respecto a las mezclas, el valor de las pendientes
puede apreciarse en la tabla 7.

En los perfiles mecanicos la dispersion compuesta por 1% de mucilago muestra
un perfil similar al control por lo que el alginato domina las propiedades
mecanicas.

Las dispersiones que poseen gelana muestran una tendencia a disminuir el valor
de la pendiente a medida que aumenta la concentracion de mucilago. A
velocidades angulares altas se muestra el mismo comportamiento para las
mezclas 1, 2 y 3 por lo que la interaccion alginato y gelana domina el perfil
mecanico.

La disminucion de la pendiente de G” conforme se agrega mucilago coincide con
el efecto visto en los parametros del modelo de Cross, donde la mezcla 3
presentaba un mayor tiempo caracteristico del material, lo que supone la
formacién de redes. La disminucién en la pendiente de G* que ocurren en las
mezclas cuando se agrega mucilago también sugiere que se inicia un proceso de
gelificacion, un comportamiento tipico de un gel lo muestra la mezcla 4.

La mezcla 4 muestra una independencia de los modulos con respecto a la
velocidad angular, ademas muestra un comportamiento con wuna G’
significativamente mas grande que su G, presenta un pH propicio para que la
gelana forme redes. La adicion de mucilago reduce el pH de las dispersiones. En
la mezcla 4 se presume un dominio de la estructura por parte de la gelana. Cabe
destacar que cuando una mezcla de polimeros se somete a un perfil mecanico es
el polimero de mayor concentracion generalmente domina las propiedades
mecanicas. Sin embargo, si un polimero presenta una propiedad gelificante, éste
puede dominar las propiedades mecanicas.
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Tabla 7. Pendiente de G" y G de las dispersiones de alginato gelana y/o
mucilago.

Mezcla G’ =Ao" G"=An"

n R? n”’ R?
2% Alginato, 1% Gelana. 0.98 0.99 0.66 0.98
(Mezcla 1)
2% Alginato, 0.75% Gelana, 0.60 0.99 0.58 0.99
0.25% Mucilago.
(Mezcla 2)
2% Alginato, 0.5% Gelana, 0.36 0.98 0.49 0.99
0.5% Mucilago.
(Mezcla 3)
2% Alginato, 0.25% Gelana, 0.03 0.97 0.2 0.85
0.75% Mucilago.
(Mezcla 4)
2% Alginato, 1% Mucilago. 0.99 0.72 0.99
(Mezcla 5) 0.89
2% Alginato. 1.31 0.98 0.78 0.99
(Control)

Los barridos de frecuencia de las mezclas cuando se someten a gelificacion en
una solucién de CaCl, muestran un cambio en los mdédulos de almacenamiento y
pérdida. Un gel presenta un comportamiento cercano al “perfectamente elastico”
donde se muestra una G mayor a G** y una G’ independiente de la frecuencia. En
los barridos de frecuencia se muestran una mejor estructura del gel conforme
existe una mejor independencia de G” y una mejor efectividad del proceso de
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formacion del gel cuando existe un incremento en la relacion G”/G"(Rochefort, et.
al., 1986).

La Figura 12 muestra el comportamiento mecanico de los geles formados con la
adicién de CaCl, a las soluciones poliméricas. De acuerdo con la figura, tanto
el moédulo de almacenamiento como el de pérdida mostraron poca dependencia
con la frecuencia. EI médulo G° es mayor a G” este comportamiento es
caracteristico de un gel conformado por la presencia de una red tridimensional en
el sistema.

La mejor mezcla en cuanto a eficiencia en el proceso de gelificacion lo muestra la
mezcla 4 al poseer mayor diferencia en la relacion G '/G". La formulaciéon 4
presentd la caracterizacion de un gel antes de someterse a la solucidn
endurecedora de CaCl, y aumenta el valor de G” una vez que se somete a ésta.
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6.4. Analisis de los perfiles texturales de los geles.

La tabla 8 resume los parametros obtenidos en las pruebas de textura. De acuerdo
con los valores de la tabla existen cambios en la conformacion de los geles
preparados con cloruro de calcio y las distintas combinaciones presentes en las
mezclas, resultando en diferentes propiedades texturales.

La mezcla 1 presentd una resiliencia significativamente mayor y las menores
resiliencias se encuentran en las mezclas 2 y 4. Los geles con menor resiliencia
presentan una mayor dificultad en regresar a su forma una vez que la fuerza que
actua sobre ellos ha sido eliminada, los geles con una gran cantidad de enlaces
internos regresan a su forma original después de una primer compresion.

Los valores de resiliencia menores a 0.2 indican una baja propiedad elastica por
parte de los geles. El alginato produce geles de baja y media resiliencia (0.1 — 0.38)
que dependen principalmente de la concentracion de alginato y la concentracion
de CaCl; (Roopa y Bhattacharya, 2008).

La cohesividad es un indicador de los enlaces internos de una masa semisoélida,
ademas indica la cantidad de muestra que se deforma en vez de quebrarse
(Tampion y Tampion, 1987) (Rodriguez-Huezo, et. al., 2011). La incorporacion de
1% de mucilago a una dispersion de 2% de alginato (Mezcla 5) muestra que la
cohesividad es significativamente mas grande que los otros tratamientos.

La dureza de los geles mostré diferencias significativas para las Mezclas 3 y 4,
incrementando aproximadamente al doble la fuerza necesaria para lograr una
deformacion en los geles, sin embargo utilizar solamente el alginato mostré la
mayor dureza.
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Tabla 8. Parametros de textura de geles de alginato, gelana y/o mucilago.

Mezcla Resiliencia Cohesividad Dureza (N)
2% Alginato, 1% Gelana. 0.1729+0.04° 0.3120+0.09?° 5.4839+1.4°
(Mezcla 1)

2% Alginato, 0.75% 0.1189+0.08° 0.2862+0.16*° 6.6259+1.0°

Gelana, 0.25% Mucilago.
(Mezcla 2)

2%  Alginato, 0.5%
Gelana, 0.5% Mucilago.
(Mezcla 3)

2% Alginato, 0.25%
Gelana, 0.75% Mucilago.
(Mezcla 4)

2% Alginato, 1%
Mucilago.
(Mezcla 5)

2% Alginato
(Control)

0.1383+0.05*°

0.1288+0.10°

0.1490+0.04%°

0.135+0.02*°

0.3399+0.04°

0.2187+0.09°

0.8758+0.03°

0.313+0.03°

12.3312+1.0°

13.0766+1.3°

6.5590+1.5°

16.20+0.5°

Valores en la misma columna con la misma letra como superindice no representan

diferencia significativa (Duncan, p<0.05), n=5.
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La incorporacion de otros hidrocoloides como la gelana y el mucilago redujo la
dureza de los geles. Estos resultados son similares a los que reporta Totosaus en
el 2013, donde la incorporacion de goma de algarrobo y carragenina disminuye la
dureza de los geles de alginato (Totosaus, et. al., 2013). El mecanismo de
gelificacion requiere de la formacién de una estructura ordenada, la dureza de un
gel depende de que se forme una estructura con cadenas rigidas, la incorporacién
de otro polimero puede interrumpir la conformacion regular que tiene un polimero,
disminuyendo la rigidez de las cadenas y por lo tanto la dureza. El incremento en
la dureza de los geles para las mezclas 3 y 4 puede deberse a que la dureza de
los geles de gelana esta determinada por el pH (Picone y Cunha, 2011).

6.5. Calorimetria diferencial de barrido.

Los termogramas obtenidos mediante calorimetria diferencial de barrido (figura 13)
muestran evidencias de formacion de gel en todas las mezclas, la existencia de un
pico endotérmico cuando se someten a un calentamiento, ademas no se pudo
detectar un pico exotérmico; lo que indica que no existe degradacion del polimero
debido a reacciones de despolimerizacién, posiblemente debido a la formacioén de
redes o estructuras como la conformacion de “caja de huevo”.

El control de alginato al 2% muestra 2 picos endotérmicos (180 °C y 210°C). Las
mezclas 1,2 y 4 muestran amplios picos endotérmicos a una temperatura de 212-
213 °C. La mezcla 5 muestra un pico endotérmico en 223. Los picos endotérmicos
de las mezclas 1,2 y 4 parecen estar relacionados a la gelana en su composicion,
ya que la adicion de mucilago, aumenta la temperatura de transicion como se ve
en la mezcla 5.

La mezcla 3 muestra un pico endotérmico a 180°C parecido al que muestra el
control de alginato, la similitud en sus perfiles de los termogramas en la mezcla 3 y
el control puede deberse a que no domine uno de los tres polimeros de la mezcla.
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Figura 13. Termograma de geles de alginato, gelana y mucilago.
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Tabla 9. Pico endotérmico de los termogramas de las diferentes mezclas.

Mezcla Pico endotérmico

2% Alginato, 0.75% Gelana, 0.25% Mucilago. 213 °C
(Mezcla 2)

2% Alginato, 0.25% Gelana, 0.75% Mucilago. 213 °C
(Mezcla 4)

2% Alginato. 180 °Cy 210 °C
(Control)

44



6.6. Parametros morfologicos de los soportes antes y después de liofilizar.

Tabla 10. Parametros morfolégicos de los soportes antes de liofilizar.

Mezcla Area (mm?) Perimetro Circularidad Diametro de
(mm) Feret (mm)

2% Alginato, 1% 8.45+1.11° 10.46+0.64° 0.97+0.03¢ 3.45+0.18°
Gelana.
(Mezcla 1)

2% Alginato, 0.75% 12.60+2.4° 12.91+1.28°  0.93+0.00° 4.50£0.43°
Gelana, 0.25%

Mucilago.

(Mezcla 2)

2% Alginato, 0.5% 10.73+2.8° 12.01#1.51°  0.92+0.00°° 4.12+0.46°
Gelana, 0.5% Mucilago.
(Mezcla 3)

2% Alginato, 0.25% 15.13%1.81° 14.56x0.95° 0.89+0.03°  5.01+0.27¢
Gelana, 0.75%

Mucilago.

(Mezcla 4)

2% Alginato, 1% 11.69+2.45° 14.16+£1.55°  0.73+07° 4.99+0.59°
Mucilago.
(Mezcla 5)

2% Alginato. 5.91+1.24° 8.7+0.92° 0.97+0.01¢ 2.97+0.23°
(Control)

Valores en la misma columna con la misma letra como superindice no representan
diferencia significativa (Duncan, p<0.05), n=39.

Los parametros morfolégicos de las mezclas muestran un incremento en los
parametros relacionados con el tamafio de los geles (area, perimetro y diametro
de Feret) cuando se agrega mucilago de nopal, asi mismo, existe un decremento
en los parametros de forma (circularidad) a medida que se agrega mucilago.
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La viscosidad de la dispersién es un parametro importante en el tamafio de los
soportes, en general el diametro promedio de los soportes disminuye conforme la
viscosidad aumenta. La deformacion en la forma puede ocurrir con dispersiones
que presenten bajas viscosidades, esta deformacion ocurre cuando la dispersién
choca con la solucion endurecedora. Las dispersiones con bajas viscosidades son
incapaces de retener su forma esférica ya que cuando la gota entra en la solucion
endurecedora, las fuerzas viscosas condicionan la retencién de la forma. La
colision y la friccidon de la solucion pueden deformar la gota dando como resultado
geles con formas irregulares (Lee, et. al., 2013).

Tabla 11. Parametros morfolégicos de los soportes después de liofilizar.

Mezcla Area (mm2) Perimetro Circularidad Diametro de
(mm) Feret (mm)

2% Alginato, 1% Gelana. 4.03+0.74a  7.60+0.76a 0.87+0.05b  2.68+0.35a

(Mezcla 1)

2% Alginato, 0.75% Gelana, 4.89+1.26b  8.42+1.11b 0.86+0.00b  2.96+0.41b

0.25% Mucilago.

(Mezcla 2)

2% Alginato, 0.5% Gelana, 7.85+1.3c 10.8210.85d 0.84+0.00b  3.73+0.06c

0.5% Mucilago.

(Mezcla 3)

2% Alginato, 0.25% Gelana, 4.57+0.97%b 8.27+1.13b 0.8410.09b  2.95+0.44b

0.75% Mucilago.

(Mezcla 4)

2% Alginato, 1% Mucilago. 5.13:0.98b  9.42+0.82c 0.72+0.00a  3.36+0.3d

(Mezcla 5)

2% Alginato. 1.63+0.26e  4.98+0.35e 0.82+0.10 e  1.7610.1e

(Control)

Valores en la misma columna con la misma letra como superindice no representan
diferencia significativa (Duncan, p<0.05), n=39.
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Para las esferas liofilizadas también existe un incremento en los parametros de
tamafo cuando se le agrega gelana o mucilago, sin embargo solamente la mezcla
5 muestra una diferencia significativa en el decremento del parametro de la
circularidad (parametro de forma). La mezcla 5 antes y después de liofilizar
sugiere la poca interaccion de alginato y gelana ya que no puede mantener su
forma esférica cuando se somete a gelacién y es la que mas se deteriora cuando
se somete a un proceso de liofilizacion.

La mezcla 3 muestra los parametros de tamafio mas grandes, ademas, es el que
menores cambios presenta al comparar los soportes antes y después de liofilizar.

La mayor disminucion de tamano al liofilizar ocurre en la mezcla 4 y en el control
de alginato al 2% donde el diametro se reduce cerca de un 40%.

6.7. Capacidad de hinchamiento de los soportes liofilizados.

La capacidad que tiene las mezclas de hincharse en agua se muestra en la figura
14.

Los parametros fisicos de un soporte condicionan la habilidad de éstos para
absorber agua, Draget reporté que la reducciéon de tamario de esferas de alginato
reducen la capacidad de hinchamiento (Draget, et. al, 1996). Sin embargo, la
hinchazon de las mezclas en agua no mostro relacion con la reduccion de tamafio
de las esferas ya que aunque la mezcla que posee los parametros de menor
tamano (mezcla 1) supera a las mezclas 2,4 y 5 en absorcion de agua. No supera
la mezcla 3 que es el que posee los mayores parametros de tamanio.

La porosidad de los soportes tampoco influyd en la capacidad de absorber el agua,
en teoria, mayores porosidades absorberian mas agua al tener mas superficie de
contacto (Lee, et. al., 2013); esto se cumple para la mezcla que presento mayores
porosidades (mezcla 1 de acuerdo a microscopia de fuerza atdmica), pero no
para la mezcla 3 que no presenta diferencias significativas con los valores de
rugosidad de las mezclas 2 y 4.

Los parametros fisicos de los soportes no condicionan la adsorcion de agua de los
soportes de alginato, gelana y mucilago, por lo que es posible que se trate de la
estructura quimica la que condicione la absorcion. Generalmente el proceso de
hinchamiento de los soportes involucra a los grupos hidrofilicos y se divide en dos
pasos: (A) Cuando un hidrogel se encuentra en medio acuoso, existe una
hidratacion de los grupos hidrofilicos y la agrupacion del agua con los grupos
hidrofilicos hacen que la red se hinche, posteriormente (B) existe una absorcién
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adicional del agua libre debido a la presion osmoética. La retraccion elastica de la
red se opone a la absorcion adicional que presenta el medio acuoso en estado

libre, logrando que la matriz no se desintegre y disuelva (Zimmermann, et. al,
2003).

En general la habilidad de los soportes de inmovilizacion de absorber agua es
menor cuando se agrega mucilago de nopal. EI mucilago de nopal no contribuye a
absorber agua a pesar del caracter hidrofilico del mucilago, se ha reportado que
algunos polielectrolitos impiden el paso de agua, por lo que el mucilago se puede
comportar de esta manera (Pasparakis y Bouropoulos, 2006) (Frenzel, et. al.,
2011). Existe una mezcla (mezcla 3) que aunque posea mucilago no parece
impedir la absorcién de agua en los soportes, esta mezcla dio resultados similares
al control en la calorimetria diferencial de barrido donde parece que ninguno de
los 3 polimeros se juntan para formar una estructura ordenada.
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Figura 14. Capacidad de hinchamiento de los geles liofilizados.
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6.8. Microscopia de fuerza atémica.

La textura de la superficie de las diferentes mezclas fue determinada usando
microscopia de fuerza atémica. Para estimar la rugosidad se determinaron los
parametros estadisticos Ra y Rq.

Ra es el promedio aritmético de los valores absolutos de las desviaciones de la
altura de la superficie (Z) (9), mientras que Rq es el promedio de la raiz cuadrada
de las desviaciones de la altura tomadas del promedio de los datos de la imagen
plana (10) (Antoniou, et. al, 2015). Valores mas grandes de estos parametros
indican una estructura mas rugosa.

N
1
Ra= — Z|zj|

WA

(9)

(10)

Rq =

<

La figura 15 muestra imagenes obtenidas de la superficie de los soportes
liofilizados mediante microscopia de fuerza atdmica, éste tipo de imagenes
muestra a los puntos brillantes como los puntos altos, mientras que los poros se
representan como depresiones oscuras.
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Figura 15. Microscopia de fuerza atomica de la superficie de un soporte liofilizado:
A. 2% alginato, 1% gelana; B. 2% alginato, 0.75% gelana y 0.25% mucilago; C. 2%
alginato, 0.50% gelana y 0.50% mucilago; D. 2% alginato, 0.25% gelana y 0.75%
mucilago; E. 2% alginato, 1% mucilago; F. 2% alginato.
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Tabla 12. Parametros de rugosidad de los geles de alginato, gelana y/o mucilago.

Mezcla Ra Rq
2% Alginato, 1% Gelana. 87.58+222° 108.4+22.51°
(Mezcla 1)

2% Alginato, 0.75% Gelana, 0.25% Mucilago. 49.34+7.21° 62.1+897°
(Mezcla 2)

2% Alginato, 0.5% Gelana, 0.5% Mucilago. 43.94+852° 55.86+10.68°
(Mezcla 3)

2% Alginato, 0.25% Gelana, 0.75% Mucilago. 41.4b+11.64° 49.94+13.61°
(Mezcla 4)

2% Alginato, 1% Mucilago. 10.97+2.052 26.29+3.0°
(Mezcla 5)
2% Alginato. (Control) 48.86+7.5° 60.68+11.06

Valores en la misma columna con la misma letra como superindice no representan
diferencia significativa (Duncan, p<0.05), n=5.

Los parametros de rugosidad muestran que la adicién de 1% de mucilago de
nopal o 1% de gelana proporciona diferentes caracteristicas a la rugosidad del
soporte de inmovilizacion, la gelana aumenta los parametros de rugosidad
mientras que el mucilago los disminuye.

El peso molecular de un polimero es un factor importante que influye en la
formacion de redes, teniendo un efecto en la superficie del polimero (Sun, et. al.,
2013, Zhong, et. al., 2010). El alginato sufre una notable reduccion de su peso
molecular al reducir el pH a valores menores a 5, induciendo una hidrolisis acida
de los enlaces glicosidicos (Rehm, 2009), la mezcla 5 muestra los valores de pH
mas bajos, por lo que es posible que sus caracteristicas en rugosidad sean
producto de la reduccion del peso molecular del alginato.
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6.9. Microscopia electrénica de barrido.

La microscopia electronica de barrido de los soportes (figura 16) revela una
morfologia esférica con superficies irregulares para las mezclas 1 y 2. Conforme
aumenta la concentracion de mucilago a 0.5% (mezcla 3), 0.75% (mezcla 4), y 1%
(mezcla 5), la morfologia se asemeja a una hojuela. El control de alginato al 2%
muestra la morfologia de una esfera colapsada. La superficie irregular de todas las
mezclas puede ser atribuida a la perdida de agua durante el proceso de
liofilizacién. Sin embargo, aunque la superficie de todos las mezclas sea irregular
la mezcla 1 y 2 poseen mejores cualidades visuales, similares a las que se
muestran cuando a los soportes se les agrega una sustancia que actué como
relleno (Chan, et. al., 2011).

En algunas mezclas (3 y 5) se encontraron fisuras en la superficie mostrando una
estructura danada. A un aumento de 1500x la superficie de las esferas mostro
estructuras continuas con presencia de grumos. La microscopia electronica de
barrido dio a conocer diferentes cualidades morfolégicas en las mezclas, sin
embargo a magnificaciones de 1,500x no se pudieron observar diferencias en las
caracteristicas de la superficie.
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Figura 16. Microscopia electréonica de barrido a magnificaciones de 35x(A) y
1,500x (B) de soportes de inmovilizacion: 2%Alginato, 1% Gelana (1); 2% Alginato,
0.75% Gelana, Mucilago 0.25% (2); 2% Alginato, 0.50% Gelana, Mucilago 0.50%
(3); 2% Alginato, Gelana 0.25%, Mucilago 0.75% (4); 2% Alginato, Mucilago 1%(5)
y 2% Alginato (6).
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6.10. Porcentaje de atrapamiento.

El porcentaje de atrapamiento de los probidticos utilizando soportes de alginato es
muy variable, se ha reportado porcentajes de atrapamiento altos de 93%, a
valores de aproximadamente 50% de atrapamiento (Agrawal, 2005).

Los porcentajes de atrapamiento de las mezclas (figura 17) muestran diferencias
significativas con respecto a la combinacion de gelana/mucilago. En general, la
adiciéon de gelana aumenta el porcentaje de atrapamiento. La mezcla 4 (2%
alginato, 0.75% de gelana y 0.25% de mucilago de nopal) es la que presenta el
mayor porcentaje de atrapamiento, la caracterizacion reoldgica de la mezcla 4
resulto en un gel mas estructurado y en un mejor proceso de gelificacion, lo que
explica el aumento en su porcentaje de atrapamiento.
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Figura 17. Porcentaje de atrapamiento de las diferentes mezclas. Barras con la
misma letra no representan diferencia significativa (Duncan, p<0.05), n=4.
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6.11. Viabilidad de Lactobacillus acidophilus inmovilizado en condiciones
gastricas simuladas.

La mayor viabilidad la muestran las mezclas 1 y 2 (70.71% y 70.63%
respectivamente). La menor viabilidad lo presenta la mezcla 5 (13.97%). Existe
una disminucion en la viabilidad de L. acidophilus, que parece estar relacionada
con una adicién de mucilago mayor a 0.5% en la mezcla gelana/mucilago. Las
mezclas que presentan una concentracion de mucilago mayor al 0.5% no
presentan una buena capacidad de proteccion cuando se someten a condiciones

de pH 2 si se comparan con un control de alginato o con las células libres (tabla
13).

Tabla 13. Porcentaje de viabilidad a las pruebas gastricas in-vitro.

Mezcla % de viabilidad después
de 60 minutos.

2% Alginato, 1% Gelana. 70.71+6.82 °
(Mezcla 1)
2% Alginato, 0.75% Gelana, 0.25% Mucilago. 70.63+5.51°?
(Mezcla 2)

2% Alginato, 0.5% Gelana, 0.5% Mucilago.

(Mezcla 3) 35.0516.63 °
2% Alginato, 0.25% Gelana, 0.75% Mucilago. 35.73+4.86 ¢
(Mezcla 4)

2% Alginato, 1% Mucilago. 13.97+4.16 ¢
(Mezcla 5)

2% Alginato. 57.20+3.82 °
(Control)

Células libres 48+4.24 °

Valores en la misma columna con la misma letra como superindice no representan
diferencia significativa (Duncan, p<0.05), n=3.
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La mejora en la viabilidad de L. acidophilus en condiciones gastricas parece estar
relacionada con la compatibilidad que puede presentar la mezcla de
gelana/mucilago con el alginato, esta compatibilidad se puede ver en el aumento
de la viscosidad cuando se agrega gelana al 1% y 0.75%, ademas los soportes
elaborados con las mezclas 1 y 2, presentan una menor deformacion en su
estructura cuando se someten a un proceso de liofilizacion.

Las caracteristicas fisicas que obtiene el soporte al mezclar gelana y mucilago con
alginato, no parecen correlacionarse con la mejora en la viabilidad, Totosaus y col.,
(2013) realizaron una correlacion de los parametros texturales de los soportes de
inmovilizacién con la viabilidad de una cepa probi6tica, encontrando que a mayor
resiliencia de los soportes mejora la viabilidad de las cepas acido lacticas
(Totosaus, et. al., 2013). Los ensayos realizados en TPA muestran que la mezcla
1 posee una resiliencia significativamente mayor a la de las demas mezclas; sin
embargo, no existe diferencia significativa en la viabilidad de la cepa cuando se le
somete a condiciones de pH 2 de la mezcla 1 con la mezcla 2, por lo que la mejora
en la viabilidad puede no deberse a un parametro textural por parte de los
soportes.

Los parametros morfolégicos tampoco parecen mostrar una relacion con la mejora
en la viabilidad de L. acidophilus, se ha reportado que un mayor tamafio en el
soporte de inmovilizacibn mejora la viabilidad en condiciones gastricas
(Chandramouli, et. al., 2004); sin embargo, el control de alginato al 2%, la mezcla
con menor tamafno, presenta una mejor viabilidad que las mezclas 4 y 5 que
presentan el mayor tamanio.
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VII. Conclusiones.

El presente estudio sugiere que una mejora en la viabilidad de L. acidophilus
cuando se somete a condiciones gastricas in-vitro se relaciona con una adicion de
la concentracion de gelana en 1% o 0.75%. La adicion de gelana a la dispersion
de alginato provocd un efecto sinérgico en la viscosidad de las dispersiones
ensayadas en este trabajo, al adicionar gelana en concentraciones de 1% y 0.75%,
los soportes de inmovilizacion presentan mejores parametros de circularidad,
menores tamanos de soporte y una estructura mas estable si se comparan con las
otras mezclas.

Las propiedades reoldgicas de las mezclas muestran un comportamiento
reofluidificado por cizalla, los cuales se correlacionan con el modelo de Cross.

En el analisis de textura se encontré que la adicion de otro hidrocoloide (gelana o
mucilago) al alginato hace que el soporte reduzca su dureza. Sin embargo la
incorporacion de estos hace que aumente otras propiedades texturales, en el caso
de gelana, la adicién de 1% aumenta la resiliencia del soporte y la adicion de 1%
de mucilago incrementa la cohesividad.

El analisis térmico de los soportes liofilizados muestra que no hay cambio en la
temperatura de cristalizacion para las mezclas 1,2 y 4.

La adicion de 1% de gelana aumenta la rugosidad de las soportes y la adicion de 1%
de mucilago disminuye la rugosidad. Los sistemas de tres polimeros no afectan
los parametros de rugosidad alginato al 2%.

La adicion de gelana en los diferentes soportes de inmovilizacibn mejora el
atrapamiento de Lactobacillus acidophilus comparandolo con un soporte de
alginato al 2%.

La adicion de 1% y 0.75% de gelana a los soportes con alginato brindaron una
mayor viabilidad en Lactobacillus acidopilus (70%) bajo condiciones de gastricas
in-vitro.
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