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RESUMEN

Se realizd la microencapsulacion de levadura Saccharomyces cerevisiae empleando
como polimeros maltodextrina DE 10, Proteina concentrada de suero y una
combinacién en proporciones iguales de maltodextrina DE 10 y goma arébiga, de los
cuales se determing la viabilidad con una curva de crecimiento a las 6 semanas después
de almacenarse las muestras, ademas se determind el rendimiento de cada
microencapsulado con su respectiva matriz polimérica. Estos andlisis dieron a conocer
que la mejor matriz de microencapsulacion, la cual fue la combinacion de
maltodextrina DE 10 y goma arabiga en una relacion matriz de microencapsulacion-
levadura 60:40 misma que se observé bajo un microscopio de barrido electrénico para
determinar su forma que es lisa y su tamafio que ronda una media aproximada de
5,08 um de diametro. Con este diametro se obtuvo el coeficiente de transferencia de
masa para el microencapsulado el cual se determiné con el niamero adimensional de
Sherwood cuyo valor resultante es 299,21 tras una disolucion por prueba de jarras en
una solucion de fosfato &cido de potasio de concentracion 0,1 mol/L la cual simula las

condiciones presentes en la porcion intestinal del duodeno.

La cinética de crecimiento se realizé haciendo uso de medio liquido de cultivo YPD

esterilizado el cual también cuenta como blanco para la lectura espectrofotométrica.

La mezcla polimérica de relacion polimero-levadura 60:40 consta de proporciones
iguales tanto de malodextrina DE 10 y Goma arabiga segun la cantidad de levadura

lavada obtenida tras su cultivo.

La simulacion se realizo para determinar el polimero capaz de disolverse en medio

intestinal.

Palabras clave: Maltodextrina, Goma arabiga, Levadura, Microencapsulacion,
secado por aspersion, transferencia de masa
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ABSTRACT

Microencapsulation of yeast Saccharomyces cerevisiae was performed using polymers
as maltodextrin DE 10, concentrated whey and a combination in equal proportions of
maltodextrin DE 10 and gum arabic , of which viability was determined with a growth
curve at 6 weeks After the samples were stored, the performance of each
microencapsulation was determined with its respective polymer matrix. These
analyzes revealed that the best encapsulation matrix, which was the combination of
maltodextrin DE 10 and gum arabic in a 60:40 yeast encapsulation-matrix relationship
that was observed under an electron scanning microscope to determine its shape It is
smooth and its size is around an average of 5,08 um in diameter. With this diameter
there was obtained the coefficient of transference of mass for the microencapsulated
one which decided with the number adimensional of Sherwood whose resultant value
is 299,21 after a dissolution for pitchers test in a solution of acidic phosphate of
potassium of concentration 0,1 mol/L which simulates the present conditions in the
intestinal portion of the duodenum.

The kinetics of growth was carried out using liquid medium of cultivation YPD

sterilized which also counts as white for the spectrophotometric reading.

The mixture polymer relationship polymer-yeast 60:40 consists of equal proportions
of both malodextri DE 10 and gum arabic according to the amount of yeast washed

obtained after its cultivation.

The simulation was performed to determine the polymer capable of dissolving in the

intestinal environment.

Key words: maltodextrin, gum arabic, yeast, microencapsulation, spray drying, mass

transfer

XV



INTRODUCCION:

La importancia de los probi6ticos en el cuerpo humano radica en los beneficios que
estos pueden generar en su huésped siempre que se encuentren en cantidades
adecuadas de modo que sus productos resulten nocivos para bacterias patdgenas que
pudiesen infectar al huésped y que a su vez, estos productos sean capaces de mantener
la homeostasis del organismo anfitrion. Asi fue como el primer probi6tico conocido
fue Bacillus bulgaricus asilado por Elie Metchnikoff e implementado en el yogurt
popularizando desde entonces su caracteristica como fuente de probidticos (Vieira,
Teixeira, & Martins, 2013).

En lo que al uso de levaduras se refiere como probidticos, la Unica especie que se
conoce como un probidtico nato es Scaccharomyces cerevisiae en especial
Scaccharomyces cerevisiae var. boulardii por lo que ha sido ampliamente estudiado
sobre todo su mecanismo de accion en contra de organismos patégenos que puedan
causar enfermedades o desérdenes en el Tracto Gastro Intestinal (TGI), el cual consiste
en una neutralizacién por unién por parte de las variedades de S cerevisiae con las
bacteria gastroentéricas y también con las toxinas que estas generan, siendo por estas
funciones que a las cepas de S. cerevisiae se les aplica técnicas de ingenieria genética
para modificar la expresion de proteinas que tengan aplicabilidad biotecnoldgica sobre

todo en el &mbito del uso de probioticos (Palma et al., 2015).

Entonces, sabiendo las ventajas que poseen los organismos probioticos, aprovechar su
potencial al maximo es prioritario, en especial, lograr que lleguen al sitio de accion a
salvo de la degradacion que puedan sufrir por enzimas salivares o los &cidos
estomacales. Es en ese momento en el cual entran las técnicas de microencapsulacion,

definiendo mas precisamente la técnica de Secado por Aspersion o Spray Drying.

Las técnicas de microencapsulacién tienen como principio el recubribiento total de un
material de interés, proceso que les confiere propiedades o retira aquellas que son poco
atiles para el proceso que se lleva a cabo. En el caso del Secado por Aspersion se trata
de un proceso de deshidratacion que microencapsula un material determinado dentro
de una matriz polimérica protectora generando diversas formas de microencapsulados
segun la mezcla que se haya sometido al proceso, siendo estas formas una simple

esfera rellena, un multi-nacleo, multi-pared o una matriz sélida donde se reparte todo

XV



el material de interés. El uso del Secado por Aspersion dentro del area farmacéutica y
alimentaria se debe por su bajo costo y equipamiento accesible (Gharsallaoui,
Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007).

XVI



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Tema de investigacion

Microencapsulacion de levadura Saccharomyces cerevisiae como fuente de
probidticos

1.2.  Justificacion

Con el fin de ensayar preliminarmente la viabilidad de la microencapsulacion de
microorganismos probioticos se realiza este trabajo perteneciente al Proyecto de
Investigacion "Ingenieria de Saccharomyces boulardii para la produccion de butirato
y evaluacién de su efecto in vitro en la estructura y funcién del epitelio intestinal y
macrofagos" con cddigo CEPRA X11-2018-10.

El consumo de probidticos, asi como lo determinan Broeckx, Vandenheuvel, Claes,
Lebeer, & Kiekens (2016), mantiene al cuerpo saludable regulando y previniendo
desbalances producidos por el microbioma o microbiota presente dentro del organismo
humano, por lo que ha tomado gran impulso en el &mbito farmacéutico. Basado en esto
es considerado que la elaboracion de éste trabajo, aporta no solamente a la academia
sino a un ambito industrial teniendo como principal diferencia con el trabajo citado el
microorganismo a microencapsular, pues por defecto es Lactobacillus debido a su
capacidad probidtica y en este caso se desea usar Saccharomyces pero principalmente

evaluar la viabilidad del microorganismo microencapsulado.

Se ha seleccionado el método de secado por aspersion debido a que si se considera una
escala industrial es el método mas eficiente y que somete a una cantidad reducida de
estrés al organismo bacteriano microencapsulado ademas de ser un método barato,
répido y bastante versatil tal y como lo indican Huang et al. (2017) el proceso de
secado induce a un estado de inactivacion celular por la brusca pérdida de agua por lo
que es necesario afiadir un agente protector, por lo tanto la duracion del producto
secado sera mayor. Durante el secado se usan matrices proteicas como el suero de
leche o se realizan inmovilizaciones en matrices como el alginato de calcio, es por eso

que en este proyecto las matrices de microencapsulacién son polisacaridos asimilables
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por el organismo humano y microbiano como por ejemplo la goma arabiga y la
maltodextrina pero siempre es necesario realizar una comparacion con las matrices

proteicas, en este caso proteina concentrada de suero.

El secado por aspersion no se limita Unicamente a ingredientes farmacéuticos sino
también en productos de uso diario no farmacéutico como bebidas funcionales o jugos
deshidratados y es ese amplio uso para los microencapsulados que los convierte en
elementos bastante versatiles, por lo que si se mantienen las condiciones éptimas al
momento de la microencapsulacion, tanto la actividad como la viabilidad del
probidtico microencapsulado se verdn adecuadas en su paso por el tracto
gastrointestinal pero para lograr esto se debe tener especial cuidado con mantener la
temperatura de salida en el proceso de secado entre 60 °C y 90 °C con el fin de que el
conteo de células viables sea el mayor y se reitera que, el uso de una matriz protectora
(Broeckx et al., 2017).

La elaboracion de probidticos microencapsulados constituye un gran avance en el area
biotecnoldgica pues permite ofrecer un producto estable con impacto en la salud de los
ciudadanos y que mejor que realizar investigaciones de esta indole en la academia cuyo
compromiso es el generar conocimiento que mejore la calidad de vida. Este proyecto
es novedoso en la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos debido a que si bien
se han realizado anteriormente estudios de microencapsulacion ha sido Unicamente de
compuestos como por ejemplo aceites, extractos vegetales y componentes bioactivos
pero no hasta el momento de un microorganismo vivo de por si, por lo que seria la
primera investigacion realizada dentro de este ambito de operacion en la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato. Asi este
proyecto es capaz de lograr que se formen las bases para que futuros estudiantes
desarrollen nuevas tecnologias que complementen o mejoren el presente trabajo de
investigacion a través de diversas propuestas que puedan surgir una vez terminado el

trabajo de investigacion.
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1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Microencapsular células de levadura Saccharomyces cerevisiae para obtener un

producto probidtico con alta viabilidad.

1.3.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de diferentes matrices poliméricas sobre la viabilidad de levadura
Saccharomyces cerevisiae microencapsulada mediante secado por aspersion.

e Caracterizar la morfologia, calidad superficial y viabilidad del microencapsulado
mas eficiente.

e Medir la viabilidad del microencapsulado de levadura Saccharomyces cerevisiae
mediante una curva de cinética de crecimiento.

e Determinar el coeficiente de transferencia de masa por parte de la matriz

polimérica hacia el medio intestinal simulado.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO
2. Antecedentes investigativos

2.1.1. El porqué de microencapsular

El principal fin de la microencapsulacion de microorganismos vivos es mantener su
viabilidad y que de esta manera funcionen como probidticos pues este tipo de
microorganismos mueren en pH inferiores a 2 en tiempos de exposicion de una hora o
mas por lo que la tasa de efectividad se reduce a un 75 % y si son suministrados
oralmente, se ve una recuperacion menor al 1 %. Para esto se prepara una suspension
acuosa de la levadura y para las microesferas un copolimero de &cido acrilico y
alginato de sodio (Graff, Hussain, Chaumeil, & Charrueau, 2008). Los polimeros
para microencapsular o inmovilizar a los microorganismos deben tener propiedades
biodegradables o alimenticias ademas de ser disponibles, baratas y si es posible ser
insolubles a pH &cidos y temperaturas relativamente bajas como la corporal,
generalmente se atrapa a las levaduras en matrices sélidas para conseguir con esto una
gran concentracion de biomasa en toda la esfera en materiales como alginato, el
carragenato y el agar pues estos compuestos son polimerizables en condiciones suaves
de pH y temperatura ademas de poseer las propiedades mencionadas anteriormente
(Fajardo, 2011).

El microencapsulado debe sobrevivir el paso por el estomago para ello debe ser capaz
de resistir condiciones acidas, pues el jugo gastrico es una solucién de HCI con
cantidades minimas de H" y K* en condiciones de ayuno mientras que al momento de
laingesta de comida la concentracion de H* aumenta considerablemente, lo que reduce
el pH de la solucién hasta un valor de 1, ademéas debe ser resistente a la accion de
proteasas como la pepsina y quimotripsina. Estos componentes aparte de la accion
digestiva se encargan de esterilizar la comida presente en el organismo (Cienfuegos,
2010). Una vez preparado lo ingerido pasa en primer lugar hacia el intestino delgado
donde ocurre la verdadera digestion y asimilacién o absorcion de los componentes,
aqui participa la bilis, amilasa, trispsina, disacaridasas y lipasas en conjunto con el
jugo géstrico, posteriormente en el intestino grueso se dara la absorcion de electrolitos

y agua en pequefias cantidades. En el duodeno, el jugo gastrico se neutraliza al
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mezclarse con bicarbonato presente en el jugo pancreatico creando un ambiente ideal
para la accion de enzimas como tripsina y quimotripsina. En el intestino grueso
materiales como la fibra se ven fermentados por la accion de bacterias que habitan en
esta porcion del tracto digestivo conocidas como probidticos, dicha fermentacion

genera nutrientes para las células del colon (Cascales & Doadrio, n.d.).

2.1.2. Formas de microencapsulacién

Segun Mendoza, (2015), la microencapsulacion tiene componentes como el material
activo que es el material a microencapsular, mientras que el que lo recubre se denomina
agente de microencapsulacién, estos Gltimos son matrices homogéneas o heterogéneas
capaces de proteger al material activo de otros compuestos que puedan degradarlo tal
como la luz u oxigeno ademas de factores ambientales que alteran las propiedades
nutricionales de los probidticos como es la intencion de usar la levadura. Asi puede
realizarse una microencapsulacion por diversos métodos, entre ellos se tienen al secado
por aspersion que se conoce también como secado por atomizacion o pulverizacion, es
un método fisico en el que por medio de la atomizacion de la suspension a secar en
forma de finas gotas, la cual se seca instantdneamente al tener contacto con el aire
caliente. También se tiene la polimerizacion interfacial donde un monémero contenido
en la interface de dos sustancias inmiscibles se polimeriza y forma una membrana que
sera la matriz de la microcapsula. Primero debe obtener una dispersion en fase organica
de una solucion acuosa, luego se forma una membrana polimérica en la superficie de
las gotas de agua formadas por la adicion de una sustancia soluble en la fase orgénica,
finalmente se centrifugan las microcapsulas formadas en la fase orgéanica transferidas
a la fase acuosa. Otra forma de realizar microencapsulacion es la incompatibilidad
polimérica la cual consiste en una separacion de fases de dos polimeros incompatibles
quimicamente en un mismo disolvente por lo que el material a microencapsular
reacciona Unicamente con un polimero por procesos de adsorcién lo que forma una
membrana, generalmente se usa para agentes solidos en disolventes organicos.
Finalmente esta la coacervacion, que es capaz de formar microcapsulas de hasta 4 um
por ser un método fisicoquimico donde se separan tres fases inmiscibles que son una

liquida, otra que tiene el agente y la Ultima es la cubierta. Tiene una efectividad de
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encapsulacion de un 90 % y es capaz de proteger las sustancias contra procesos de
volatilizacién y de oxidacion ademas de conferirle resistencia al microorganismo una
resistencia a temperatura, pH, y determinados solventes que son capaces de dafar al
organismo y que por lo general no puede ser expuesto, motivo por el cual el secado
por aspersion es la alternativa adecuada para la microencapsulacion de organismos
vivos por sobre las otras técnicas mencionadas (Martin, Lara-Villoslada, Ruiz, &
Morales, 2015).

2.1.3. Evaluacion por métodos de disolucién

Para probar el comportamiento de las microcapsulas, es decir que esta cumple su
propdsito se realizan pruebas de disolucion, dichas pruebas son generalmente usadas
en el ambito farmacolégico para medicamentos de dosificacion oral tal como
microencapsulados. En este caso se usara con el fin de probar la viabilidad y resistencia
del microencapsulado en condiciones similares a las presentes en el sistema digestivo
y se pueda determinar la efectividad del polimero empleado en la microencapsulacion
de la levadura. Estas pruebas se realizan con diversos aparatos descritos en la USP (
denominados como aparatos: 1. Cesta giratoria, 2. Paleta rotativa, 3. Cilindro
reciprocante, 4. Celda de flujo continuo, 5. Paleta sobre disco, 6. Cilindro giratorio
7. Varillas/Holders reciprocantes (Befumo, 2018).

Los métodos mas cominmente utilizados son los aparatos de cesta y de paleta por ser
los que se encuentran en su mayoria estandarizados y normalizados ademas de contar
con una mayor robustez (QuimiNet, 2006), la FDA (Adminnistracion de alimentos y
farmacos por sus siglas en inglés) indica que “Se deberan realizar las pruebas de
disolucion bajo condiciones de prueba suaves, método de cesta a 50/100 rpm o
método de paleta a 50/75 rpm, en intervalos de 15 minutos, para generar un perfil de
disolucion” segun el perfil que se genere se clasifica en: Prueba de disolucion del
producto medicinal del estandar de la USP (Farmacopea de los Estados Unidos)
disponible, Prueba de disolucién del producto medicinal de USP no disponible; prueba
de disolucion para el producto medicinal de Solicitud de nuevos farmacos (NDA por

sus siglas en inglés) de referencia que figura en la lista disponible al publico y Prueba
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de disolucidn del producto medicinal de USP no disponible; prueba de disolucion para
el producto medicinal de NDA de referencia que figura en la lista no disponible al
publico, siendo esta ultima donde el rango de pH para el estudio varia de 1 a 6,8, se
hace uso de los aparatos USP 1 y 2 con velocidades variables (Center for Drug
Evaluation and Research, 1997). Sin embargo para medios &cidos las condiciones de
operacion son una agitacion de hasta 120 rpm, con volumenes de HCI 0,1 mol/l que
van hasta los 500 mL durante un periodo de 30 minutos en los que se puede ir tomando
una muestra cada determinado tiempo (Garcia et al., 2009) mientras que si las
condiciones de disolucién son en agua destilada, el volumen puede llegar a los 1000
mL en un rango de hasta 200 rpm en periodos de 1 hora, en ambos aparatos la
temperatura trata de simular la corporal siendo esta de 37 °C con un rango de £ 5 °C
(Rodriquez & Gil, 2012).

2.1.4. Secado por aspersion

El método de secado por aspersion es una técnica capaz de mantener microorganismos
viables sin afectar sus propiedades metabdlicas gracias a los materiales de
recubrimiento que han de formar la matriz, siempre y cuando la temperatura de salida
no exceda la temperatura en la que la célula se mantenga viable como sefialan Paim,
Costa, Walter, & Tonon (2016) en su investigacion de microencapsulacion de
probidticos de Jussara, donde se probaron formulaciones de dextrina ya sea sola o
mezcladas en proporciones con inulina u oligofructosa donde el mejor conteo de
células viables se alcanzé en la mezcla de 50 % inulina y 50 % maltodextrina lo que
la convierte también en una mezcla ideal gracias a su baja higroscopicidad y por su
capacidad de mantener el pH estable en valores entre 6,4 y 6,9 lo que garantiza la

supervivencia celular.

La razon para microencapsular probidticos radica en que estos son capaces de prevenir
enfermedades infecciosas del aparato enterogastrico como la diarrea ademas de
mejorar el sistema inmunoldgico contra carcindgenos bacterias y efectos mutagénicos
y €S por eso que una vez mas se observa a la maltodextrina como matriz

microencapsulante pero esta vez actla en conjunto con goma arabiga y proteina
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concentrada de lactosuero estas se mezclan en agua destilada con un agitador
magnético como lo indican Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz (2015) donde la mejor
matriz de microencapsulacion es el lactosuero pues mantiene un mayor recuento de
células viables y una humedad cercana a los pardmetros de almacenamiento y del
mismo modo uno de los menores didmetros de los microencapsulados ademas de sus
rangos de supervivencia de 91,81 % en promedio méas no en condiciones acidas donde

sobresale la matriz de gelatina.

Por su parte Liao et al. (2017) proporcionaron aislamiento de Lactobacillus casei por
el método de secado por aspersion en regimenes de temperatura de 70 °C y una
alimentacion de 320 ml/h donde la mejor microencapsulacion se dio con leche
descremada por sus tiempos de supervivencia y diferentes temperaturas de
almacenamiento a esto se afiade la capacidad de la leche descremada de proteger a la
bacteria del paso por el estomago lo que le permite llegar al intestino relativamente

intacta y asi aprovechar su funcion como probidtico.

Se determind el tamafio de particulas de los productos obtenidos por diferentes
métodos segun Martin, Lara-Villoslada, Ruiz, & Morales (2015) la extrusion,
gelacion externa, lecho fluidizado, secado frio, secado por aspersion e impregnacion
de los cuales se nota un tamafio de particulas de 189 pum, 0,5-1 mm, 15-40 um,
3-75 um 0 11,23 um y 10-40 pm respectivamente a excepcion del secado frio donde
el tamafio no se ha determinado con exactitud. De todos los métodos estudiados el mas
sobresaliente para produccion de probidticos es el del secado por aspersion por su
rango segun la aplicacion ademas de ser econdmico, pues usa matrices simples aunque

se ve con limitaciones por la temperatura ya que las bacterias pueden verse afectadas.

Continuando con la experimentacion se tienen los trabajos de Huang, Méjean, et al.
(2017) quienes trabajaron con bacterias del tipo L casei BL23 y P. freundenreichii ITG
P20 las cuales fermentaron un medio de suero dulce inoculandose 1 % v/v con 72 h
para P. freundenreichii y 32 h para L. casei para agitar 20 minutos y realizar 3 escalas
de secado por aspersion para cada bacteria de los cuales el primero es un secado de
escala simple o de laboratorio, la segunda escala pasa por un lecho fluidizado donde
se almacena y acondiciona el microencapsulado mientras que la tercera pasa por un
cinturdn de secado con una temperatura mayor que la de salida de aire y posteriormente

hasta un lecho fluidizado con una temperatura similar a la del aire de salida para
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obtener finalmente el polvo, teniéndose una actividad de agua en el polvo generado,
un promedio de 0,27 para L. casei y 0,28 para P. freundenreichii. Para ambos tipos de
bacterias, la mayor viabilidad se ve en el tercer proceso esacalado de secado por
aspersion lo que a su vez le confiere una resistencia a contaminacion por coliformes
pero no es capaz de eliminar organismos termofilos aunque si garantiza una

supervivencia en su paso por el sistema gastrico.

Esto conduce a establecer algunos parametros en el secado por aspersion detallados
por Huang, Vignolles, et al. (2017) donde, al probarse en diferentes medios de
crecimientos muchos tipos de bacterias para microencapsularlas en varias matrices se
logré determinar que deben generarse condiciones de adaptacion para las bacterias
previo al proceso de secado por aspersion pues esto ayudara a que la bacteria se adapte
al estrés generado por el proceso lo que hard que mejore su viabilidad y tiempo de
almacenamiento y que se puede usar un medio protector para el microencapsulado
como carbohidratos pues genera resistencia al secado y al transitar por el tracto
gastrico. Mas existen algunas desventajas pues esto solo se ha probado a escala de
laboratorio ademas que el secado por aspersion ocupa mucho més material que el
secado por goteo y no contempla generaciones de probioticos que son mas fragiles

como Akkermansia munciniphilia.

Ahora bien, la levadura puede pasar de ser el agente microencapsulado a ser el agente
microencapsulante como lo detallan Nelson, Duckham, & Crothers (2006) con sus
dos experimentos; el uno muestra la elaboracion de una goma de mascar de menta
cuyo sabor se ve prolongado gracias al efecto de la microencapsulacion en levaduras,
mientras que el segundo experimento es la administracion de dos farmacos a la especie
Canina beagle en tres variedades de levadura lo que permitié que el farmaco se cargase
en concentraciones de 100 a 200 mg por gramo de levadura. Aqui el farmaco A se
carga mejor en las variedades de levadura 1 y 2 mientras que el farmaco B lo hace en

la variedad 2.

2.1.5. Condiciones de operacion
Una parte importante del secado por aspersion que se ha mencionado anteriormente

pero de forma superficial son las temperaturas de operacion, tanto de salida como de
entrada con la cual se realice la microencapsulacion y asi se demuestra en la

experiencia de Diaz-Martinez, Serna-Jiménez, & Torres-Valenzuela (2016) en la
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que se probaron cinco temperaturas de secado para definir tamafio de particula,
rendimientos, actividad de agua y contenido de humedad. Las temperaturas fueron de
80 °C, 90 °C, 100 °C, 110 °C y 150 °C con una concentracion del 50 % del material de
recubrimiento (maltodextrina) para la enzima Proteasa alcalina. En cuanto al
rendimiento, el mayor valor se obtuvo para el tratamiento de la temperatura de 100 °C,
mientras que para el tamafio de particulas, todas las temperaturas contemplan un valor
que oscila en el rango promedio y finalmente para la actividad de agua y humedad el
mejor tratamiento es el de la temperatura de 90 °C por ser microbioldgicamente estable
segun detalla, sin embargo también se menciona que deben tenerse en cuenta varios
pardmetros como la alimentacion de aire y de solucion, pues influyen directamente
sobre la formacion de las microcapsulas al igual que la presion del aire de alimentacion
y la concentracion de la matriz microencapsulante, pues estos pardmetros ademas
influyen sobre la supervivencia celular y la humedad presente en el polvo resultante
(Shokri, Fazeli, Ardjmand, Mousavi, & Gilani (2015). Una vez elaborado el
microencapsulado se somete al polvo a la prueba de simulacion convencional la cual
simula condiciones de pH y temperatura tanto del estomago como del intestino delgado
siendo para este Gltimo un valor medio de 6,5 con concentraciones de enzimas
pancreéaticas en rangos de 1 a 10 g/L y fosfato acido de potasio al 0,05 mol/L y

un tiempo de exposicion a esta solucién de 120 minutos (Juarez & Jiménez, 2013).
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2.2. Hipotesis

2.2.1. Hipétesis nula

La matriz polimérica y su concentracion no inciden sobre la viabilidad del

microencapsulado de Saccharomyces cerevisiae.

2.2.2. Hipotesis Alterativa

La matriz polimérica y su concentracion inciden sobre la viabilidad del

microencapsulado de Saccharomyces cerevisiae.

2.3. Sefialamiento de las variables de la hipotesis

2.3.1. Variables dependientes

Viabilidad de S. cerevisiae frente al proceso de microencapsulacion

2.3.2. Variables Independientes

Concentracién de matriz microencapsulante
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales, equipos y reactivos
3.1.1. Materiales

La realizacion del proceso requirio materiales como: Pipetas graduadas estériles de
5y 10 ml, vasos de precipitacion de 500 ml, probetas graduadas de 100 ml, tubos de
centrifuga (tubos Falcon) de 50 ml marca Boeco®, pera de succion, botellas de cristal
borosilicato con tapa azul de 250 ml, microplaca de 96 pocillos para espectrofotémetro
(Corning® Costar®), biorreactor de acero inoxidable, matraz Erlenmeyer de
250 y 1000 ml, micropipetas de 10 - 1000 pl, espatulas, cucharillas, fundas de cierre
hermético, papel de filtro, agitadores de nucleo magnético, tubos bacterioldgicos de

15 ml, agitador de vidrio.

3.1.2. Equipos
Para el cultivo de la levadura se emple6 una plancha de calentamiento (Corning PC-

620D), agitador de barras (Stuart), autoclave (Hirayama HICLAVE ™ HV-85). Para
el proceso de preparacion de la suspension se utilizd una centrifuga (Rotina 380),
balanza analitica (Ohaus Adventurer-Pro), balanza de humedad (MRC mb500), vortex
(Fisher Scientific), dispersor de alta velocidad, cdmaras de flujo laminar (ESCO
Opti.MAIR). La microencapsulacion se realizd en un Secador por Aspersion (BUCHI
mini spray-dryer B-290). Finalmente las curvas de crecimiento se realizaron en un
espectrofotdmetro (Fisher Scientific accuSkan GO) y la caracterizacion de la forma 'y
superficie de las microparticulas en un microscopio electronico de barrido
perteneciente a la facultad de Ingenieria Civil y Mecanica con sistema operativo
VEGAS3 TESCAN, mientras que para determinar la transferencia de masa se hizo uso

de un viscosimetro Ostwald

Para el andlisis estadistico se utilizo el software estadistico StatGraphics Centurion
XVI.1y Software de espectrofotometria Skanlt RE5.0

3.1.3. Reactivos
Para el cultivo de la levadura se empled Levadura comercial Saccharomyces cerevisiae de

Levapan y agua destilada estéril junto con el medio de cultivo YPD (Alpha Biosciences™).
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La preparacion de la suspension para el proceso de microencapsulacion se emple6 los
polimeros maltodextrina, goma arabiga y proteina concentrada de suero (24,78 % de
solidos totales), agua destilada estéril, levadura lavada. Esta suspension se usoé en el

proceso de microencapsulacion.

Para la determinacion de viabilidad se emple6 el medio de cultivo como blanco para
el espectrofotdmetro, producto microencapsulado, solucion de fosfato cido de potasio

0,05 mol/l y para la lectura SEM cinta adhesiva de carbono.

3.2. Métodos
3.2.1. Preparacion de la levadura

Se cultivé Saccharomyces cerevisiae a partir del producto comercial “Levapan” en
medio liquido YPD (cuya composicién consta de 10 g de extracto de levadura, 20 g de
peptona y 20 g de dextrosa para dar un total de 50 g/L con pH de 6,5), el cual se
disolvié en agua destilada y fue esterilizado en autoclave a una temperatura de 121 °C
durante 15 minutos. Se pesaron 7 gramos de levadura y se inocularon en un volumen
de 500 mL de medio de cultivo y se incubd por 18 horas a una temperatura de 37 °C.
Se centrifugd la levadura obtenida a 5000 rpm durante 25 min. Se descart6 el
sobrenadante y se realizaron lavados en el pellet de biomasa con una cantidad igual
del medio descartado hasta que no se logré evidenciar medio de cultivo en el

sobrenadante.

Se determind la cantidad de sdlidos de la biomasa obtenida haciendo uso de una
balanza de humedad, restando el resultado final del 100 %. Se mezclaron ademas las
células de levadura en solucion, con las matrices de microencapsulacion
homogeneizadas previamente con un dispersor de alta velocidad. Las matrices de
microencapsulacién fueron maltodextrina, mezcla de maltodextrina con goma ardbiga
en diferentes proporciones, las cuales se detallan en la tabla 1 y proteina concentrada
de suero con un contenido de sélidos totales de 24,78 %, con proporciones para cada

polimero:
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Tabla 1
Matrices poliméricas y concentracion polimero-levadura

Polimero Proporcion polimero : levadura

Maltodextrina (MD) 50:50
60:40
70:30

Maltodextrina + Goma Arabiga (MDGA) 25-25:50

30-30:40

35-35:30
Proteina concentrada de suero (PCS) 50:50
60:40
70:30
Maltodextrina (MD) sin lavado 70:30
Levadura sin recubierta polimérica 0:100

Se calculé su proporcion respecto a la levadura lavada mediante una relacién

g Levadura * proporcion de polimero

(1)

proporcion de levadura

Se diluy6 en 100 mL de agua destilada estéril o se complet6 el volumen si la levadura

contenia agua tras el lavado.

3.2.2. Microencapsulacion

Se alimento la mezcla levadura-matriz al secador por aspersion a un flujo de aire de
secado de 50 m?/h, flujo de aire de alimentacion de 500 I/h, a una temperatura de
entrada del aire de 130 °C, y a temperatura de salida del aire de 70 °C, ambas con un
rango de £ 2 °C . Se agitd periddicamente la solucion con una varilla de agitacion de
vidrio para evitar la acumulacion de sélidos en el fondo del recipiente y asegurar que
la solucion alimentada permaneciera homogénea. Una vez colectado el
microencapsulado, se almaceno en una funda de sello hermético con el fin de preservar
en el tiempo e impedir la absorcion de humedad. La funda se peso6 con anterioridad

para tener el peso neto del microencapsulado.
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3.2.3. Procedimiento de analisis de los resultados

Se calculé el rendimiento en porcentaje peso/peso (% p/p) relacionando el peso inicial
de levadura, con el del microencapsulado, medidos en una balanza analitica. Para
definir el polimero mas eficiente en el proceso de microencapsulacion, se determino
la viabilidad de las células de levadura microencapsulada con una curva de crecimiento
mediante datos de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm en un
espectrofotdbmetro con lector de microplacas, también se calculé la velocidad de

crecimiento de la levadura microencapsulada.

Para determinar el dato de absorbancia se preparé la muestra de cada
microencapsulado mediante una dilucion 1/10 guidndose en la siguiente formula para

el respectivo calculo:

1g Muestra

1g Muestra + 9ml Diluyente )
El diluyente fue una alicuota de medio de cultivo YPD con el cual se realizo el
crecimiento inicial, también se tomd en cuenta la cantidad de levadura segin la
proporcion microencapsulado-levadura, dicho procedimiento se realizo por triplicado.
Una vez realizada la dilucion se tomé una alicuota de 3 pL y se colocé en la bandeja
de micropocillos, en la cual la primera fila fue asignada para los blancos, para cada

microencapsulado y las réplicas se colocaron en columna debajo de cada blanco.

En el caso de la velocidad de crecimiento se realizd una gréfica de las absorbancias
medidas con el fin de obtener una representacion visual donde se pudo identificar la
zona de crecimiento exponencial y lograron determinarse pendiente y corte con las
abscisas mediante una regresion lineal de la parte de crecimiento exponencial cuya
variable independiente fue el tiempo de lectura. La velocidad de crecimiento se calculd

despejando la variable x de la ecuacion de la recta obtenida.

Tanto para la absorbancia y para la velocidad de crecimiento se determinaron sus
valores a las 2 semanas y a las 6 semanas después de haber encapsulado la levadura y
los datos se analizaron con el programa StatGraphics con la herramienta Analisis de

Varianza (ANOVA) perteneciente a la seccion Analisis de Datos para Datos Continuos
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y se escogera el microencapsulado que muestre una mayor media con respecto a los

otros ensayos de microencapsulacion.

3.2.4. Escalado de la microencapsulacion

Una vez determinado el polimero més eficiente, se cultivaron 7 g de la levadura del
producto comercial “Levapan” en un litro de medio YPD por lote discontinuo en un
biorreactor de acero inoxidable con agitacién constante en un agitador de barras
(Stuart) por un periodo de 24 horas y se microencapsuld con el polimero mas eficiente

teniendo en cuenta la relacion de masa de levadura y masa de polimero.

3.2.5. Evaluacion morfoldgica del microencapsulado

Se analiz6 con un microscopio electronico de barrido para determinar el didmetro
medio de la microesfera, proceso en el cual se tomo una alicuota de la muestra la cual
se fijo sobre un portamuestras de aluminio y una cinta conductora de carbono y se
recubrié con oro por medio de un vaporizador de oro, con una corriente entre 24 y
27 mA, y 2 atm de vacio por 80 s por lo que produjo una capa de 20 nm de espesor
aproximadamente. Los portamuestras se insertaron en el microscopio electronico de
barrido para observar las microesferas con un voltaje de 5 kV lo que genero varias
iméagenes en el software especializado VEGA3 TESCAN.

3.2.6. Ensayo de supervivencia en fluido intestinal simulado

Posteriormente el polvo recuperado se sometié a una solucion de fosfato &cido de
potasio al 0,05 mol/L, simulando el paso del microencapsulado por el estémago hasta
el intestino con el fin de calcular un coeficiente de transferencia de masa del polimero
en el medio intestinal simulado. El célculo de trasferencia de masa se realiz6 mediante

la formula de flujo sobre una esfera (nimero de Sherwood) mediante la ecuacién:

1 2
Shp =2+04 (Reg + 0.06Reg) Sco4 (3)
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Donde se determind el flujo que genera la agitacion y se tuvo en cuenta la densidad de

la solucion de fosfato acido de potasio.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4. Analisis y discusion de resultados

4.1. Analisis del proceso de Microencapsulacion de levadura S. cerevisiae
mediante Secado por aspersion.

Se presentan los resultados de rendimiento obtenido después del proceso de secado
por aspersion al que se sometio el organismo de prueba S. cerevisiae el cual ha
sido microencapsulado en diversas matrices poliméricas siendo estas
maltodextrina DE 10 (M.D.), una combinacion en iguales proporciones de
maltodextrina DE 10 y goma arabiga (M.D.+G.A.) y finalmente proteina
concentrada de suero con un contenido de sélidos de 24,78 % (PCS).

Ademas se representa graficamente la cinética de crecimiento del organismo
Saccharomyces cerevisiae, el cual ha sido microencapsulado para verificar la
viabilidad del proceso de secado por aspersion y de este modo también, se ha

logrado determinar el polimero més viable.

4.1.1. Rendimiento de la microencapsulacion de S. cerevisiae

En la Tabla 2 pueden apreciarse las diversas matrices poliméricas con las
cuales se realiz6 la microencapsulacién, el tratamiento empelado y el peso
resultante antes y después de microencapsular. En el ensayo se tienen dos
controles siendo estos la matriz maltodextrina de tratamiento lavadura Sin
lavar y el uso de ninguna matriz con tratamiento de levadura lavada. Los
resultados obtenidos de rendimiento son un criterio de seleccion secundario
para la matriz mas 6ptima en caso de no existir diferencias significativas en el

crecimiento de S. cerevisiae microencapsulado.
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Tabla 2

Rendimiento del proceso de Microencapsulacién

Peso Peso Rendimiento
Matriz Concentracién Tratamiento teorico (g)  microencapsulado (%)
(9)
M.D. (70:30) Sin lavar 14,72 6,36 43,20
M.D. (50:50) Lavada 10,59 7,98 75,33
M.D. (60:40) Lavada 20,97 7,55 36,01
M.D. (70:30) Lavada 23,02 7,98 34,66
M.D.+G.A. (50:50) Lavada 19,44 9,72 50,00
M.D.+G.A. (60:40) Lavada 24,79 9,80 39,54
M.D.+G.A. (70:30) Lavada 27,91 12,25 43,89
Ninguna (100:00) Lavada 15,16 0,32 2,13
PCS (50:50) Lavada 20,06 7,57 37,75
PCS (60:40) Lavada 20,75 7,52 36,24
PCS (70:30) Lavada 100,00 13,10 13,10

Leyenda: M.D.: Maltodextrina, G.A.: Goma arabiga, PCS: Proteina concentrada de suero lacteo.

4.1.2. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae por el método de secado por

aspersion

El uso de matrices microencapsulantes poliméricas provenientes de

polisacaridos y sus combinaciones permiten la correcta conservacion de la capa

encapsulante, en este particular caso, la goma arabiga al ser un compuesto

electrolitico es capaz de mantener un pH ideal para la levadura ademas de

formar capsulas de diferentes tamafios a causa de las interacciones moleculares

(Pedroza, 2002) con la Maltodextrina DE 10, esto se puede contrastar con la

informacién representada en la figura 1, donde se observan los diferentes

ensayos de cinética de crecimiento para las diferentes matrices poliméricas con

sus diferentes concentraciones en relacién matriz-levadura.
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4.1.3.

Cinética de crecimiento de S. cerevisiae en varias matrices
poliméricas
—e— MD 50
3,1200 MD 60

ﬁ.#.‘.ﬁ'w MD 70

2,6200 MDGA 50
—&— MDGA 60

ABS

2,1200 —8&— MDGA 70

—8—PCS 50

—@—PCS 60
1,6200

—8—PCS70

._._._._._.-0-0-0—0-0-"““"" —&— Levsinlavar
1,1200

—@— Levadurasola
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Tiempo (h)

Figura 1. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae microencapsulada en diversas matrices
poliméricas

La figura muestra ensayos que mantienen una buena viabilidad de la levadura
tras ser encapsulada tales como la combinacion de maltodextrina DE 10 y goma
ardbiga (M.D.+G.A.) en proporciones iguales para dar un total de relacion
matriz encapsulante-levadura de 50:50, 60:40 y 70:30. Estas combinaciones
muestran crecimiento tras la evaluacién de su actividad después de 6 semanas
de haber sido microencapsulada. Las matrices de Unicamente maldotextrina
DE 10 (M.D.) y proteina concentrada de suero (PCS) presentan fase de muerte
celular o una fase estacionaria respectivamente, al igual que el control de
levadura sin lavar y levadura sola sin matriz debido a que la proteina de suero

no contiene azlcares que permitan el metabolismo celular.

Seleccién del polimero mas viable para la microencapsulacion de S.
cerevisiae por el método de secado por aspersiéon

Para seleccionar el polimero mas viable se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) en el programa StatGraphics Centurion XVI.I usando los datos de
concentracion de microencapsulado de levadura, obtenidos por absorbancia
tras un anlisis de espectrofotometria. Este analisis representado como un
diagrama de caja y bigotes (figura 2), muestra la media méas alta como criterio
de seleccion para el mejor polimero o la mejor combinacién de matrices

poliméricas.
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4.1.4.
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Figura 2. Diagrama de caja y bigotes obtenido del analisis de varianza para la
concentracion del microencapsulado

Se observa a la combinacion M.D.+G.A. en proporcion de matriz polimérica
60:40 de levadura contenida, seguida por M.D.+G.A. en proporcion 50:50 y
como tercera opcion M.D.+G.A. en proporcion 70:30. La seleccion del
polimero mas viable recae en la matriz polimérica de relacion 60:40 debido a
su contenido de maltodextrina DE 10, lo cual al igual que la goma arébiga,
vuelve mas estable la estructura del microencapsulado (Bakowska-Barczak
& Kolodziejczyk, 2011), por lo que al juntar en mezcla y solucién estas
matrices la proteccion para el microorganismo es mucho mas elevada que su

accion por solitario y es incluso mayor que la proteina concentrada de suero.

Evaluacion cinética del crecimiento con el polimero mas efectivo para la
microencapsulacion de S. cerevisiae por el método de secado por aspersion
Una vez seleccionado el polimero mas efectivo, que proporciond mayor
crecimiento, siendo este la matriz M.D.+G.A. en proporcion 60:40, se realizo
un recultivo del cual se obtuvo 35,21 g de levadura la cual se microencapsuld
por el método de secado por aspersion y cuya actividad se evalué por medio de
una cinética de crecimiento con el fin de verificar el correcto proceso de
microencapsulacion. Dicho resultado se puede apreciar en la figura 3 donde se
observa un comportamiento similar en las nueve réplicas con una fase de
decrecimiento correspondiente a la disolucién del medio polimérico y posterior
adaptacion al medio de cultivo. A esta fase le sigue una de crecimiento. Esta
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4.15.

cinética se evaluo en un periodo de 20 horas y la replicacion antes mencionada
con el fin de reducir el error experimental y observar un comportamiento casi
completo del microrganismo al salir del encapsulado. En la grafica se puede
observar también que gran parte de las réplicas tienen la misma concentracion

de levadura.

Curva de crecimiento mejor matriz polimérica

1,4500
1,4000 Réplical
13500 Réplica2
Réplica3

o 13000
2 Réplicad

1,2500 / .

‘ Réplicab
1,2000 v Réplicab
1,1500 Réplica7
1,1000 Réplica8
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 Réplica9

Tiempo [h]

Figura 3. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae microencapsulada en la matriz
polimérica mas viable

Este comportamiento se debe a que la maltodextrina presente en la pared de la
microcéapsula al diluirse en el medio de cultivo, forme mondmeros altamente
digestibles asimilables por la levadura y también por el tracto gastrointestinal
(TGI) humano (Plaza-Diaz, Augustin, & Hernandez, 2013), es por eso que
se nota un crecimiento a partir de la quinta hora de medicion de cinética de
crecimiento ademas de servir como nutrientes para el huésped y otros
organismos habitantes del TGl aumentando asi la efectividad de la propiedad

probidtica.
Descripcion, tamafio y morfologia de las microcapsulas

Se observaron muestras de las microencapsulaciones en matrices poliméricas
de relacion polimero-levadura 50:50, 60:40 y 70:30 de la combinacion
Maltodextrina DE 10 y Goma arabiga por medio de microscopia electronica de

barrido (Swept electronic microscopy: SEM), con el fin de determinar la forma
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que toman las particulas después del proceso de microencapsulacion y también
tener una medida aproximada del radio de las particulas, estas medidas pueden
apreciarse en las figuras 4,5 y 6 para las relaciones de concentracion 50:50,
60:40 y 70:30 respectivamente, ademas, también se puede observar la forma
para cada matriz donde la relacién 60:40 (figura 5) tiene la mayor cantidad de
esferas perfectamente formadas con una superficie lisa y menor cantidad de
estructuras colapsadas a diferencia de las relaciones poliméricas 50:50 y 70:30
(figuras 4 y 6) las cuales presentan en su gran mayoria formas irregulares de
superficies rugosas lo que representa un colapso en la microcapsula.

De las relaciones poliméricas observadas por la técnica SEM se logra mirar en
las imagenes obtenidas que, la mayor concentracion de microencapsulados esta
presente en la relacion 60:40 a diferencia de las relaciones poliméricas 50:50 y
70:30 las cuales en comparacion, tienen una poblacion menor de
microencapsulados tal como se puede apreciar en la figura 7.

SEM HV: 5.0 kV WD: 32.19 mm I | VEGA3 TESCAN

View field: 23.5 pm Det: SE 5pum
SEM MAG: 5.88 kx | Date(midly): 02/14/19 Laboratorio Materiales UTA

Figura 4. Imagen SEM de microencapsulado de levadura S cerevisiae con
relacion 50:50 matriz-levadura
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SEM HV: 5.0 kV WD: 32.84 mm I VEGA3 TESCAN

View field: 71.1 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 1.95 kx | Date(m/dly). 02/14/119

Laboratorio Materiales UTA
Figura 5. Imagen SEM de microencapsulado de levadura S cer  evisiae  con
relacion 60:40 matriz-levadura

s __ A P %

SEM HV: 5.0 kV WD: 32.07 mm
View field: 28.1 ym Det: SE
SEM MAG: 4.92 kx | Date(m/dly): 02/14/19

Laboratorio Materiales UTA

Figura 6. Imagen SEM de microencapsulado de levadura S cerevisiae
con relacion 70:30 matriz-levadura
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SEM HV: 5.0 KV WOD: 3228 mm I VEGAITESCAN  SEMHV:5.0kV. wo:3284mm || VEGA3TESCAN __ SEMHV:5.0 kV WD: 3226 mm m VEGA3 TESCAN

View field: 56.3 pm Det: SE 10pm View field: 30.0 pm Det: SE 5pm View field: 53.1 ym Det: SE 10 um
SEM MAG: 246 kx _ Date(midly): 02114119 Laboratorio Materiales UTA SEM MAG: 4.61 kx | Date(m/dly): 02114119 Laboratorio Materiales UTA SEM MAG: 2.61 kx__ Date(midy): 021419 Laboratorio Materiales UTA

Figura 7. Imagen SEM de microencapsulado de levadura S cerevisiae en comparacion de
poblacion de microencépsulas para relaciones de matriz-levadura de 50:50, 60:40 y 70:40

Las estructuras colapsadas en las figuras 4, 5 ,6 y 7 se debe a la propia
naturaleza de la matriz encapsulante, pues como lo reportan Kagami et al.,
(2003), determinados carbohidratos no pueden cumplir los requisitos
necesarios para la formacion de la microcépsula como es la capacidad
emulsificante, un ejemplo es el polimero maltodextrina DE 10y es por eso que
se le aflade goma arabiga como complemento por su gran actividad

emulsificante.

Tras analizar la forma de la superficie de las microcépsulas se infiere que, las
estructuras colapsadas (aquellas que tienen depresiones) tienen mayor cantidad
de uno de los carbohidratos mencionados anteriormente en esas zonas, mientras
que las partes mas lisas y uniformes guardan relacion entre las proporciones de
las matrices poliméricas lo que convertiria a esta corteza en un protector del
nacleo con grandes propiedades antioxidativas y estables ante el pH y la
disociacion en el medio (Gallardo et al., 2013).

4.1.6. Coeficiente de transferencia de masa

Para el célculo de este parametro se tomd el didmetro medio del
microencapsulado con proporcion matriz polimérica-levadura 60:40 el cual
tiene una media igual a 5,0775 um y cuyos valores individuales se pueden
observar en latabla 3 y también en las figuras que estan colocadas en los anexos.
Se hizo uso ademas de un densitometro para calcular la densidad del fosfato
monoacido de potasio que simula las condiciones intestinales, para determinar

la densidad del fluido se hizo uso de un viscosimeto Ostwald del cual se
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realizaron 10 réplicas para determinar la viscosidad de la solucion de fosfato
monoacido de potasio tomando el tiempo que tarda en cruzar las marcas de
aforo el liquido en cuestion, registrado en la tabla 4. Ademas para la
determinacion de viscosidad de la solucion 0,1 mol/l de K:HPO4 se uso la
expresion 4 donde se realiza una iteracion para cada uno de los diez tiempos
medidos y realizando un promedio de las viscosidades obtenidas siendo estas
los valores registrados en la tabla 5, y para el célculo la transferencia de masa

se tomo el valor de viscosidad promedio.

pt’

N = MNH,0 4)

PH,0t

Tabla 3
Medidas tomadas para el calculo del diametro medio aproximado

Radio aproximado medido Diametro
aproximado (um)
1,87 3,74
1,68 3,36
2,31 4,62
3,29 6,58
2,52 5,04
3,45 6,9
8,31 8,31
1,80 3,60
0,97 1,94
1,37 2,74
3,42 6,84
3,63 7,26
Diametro medio 5,0775
aproximado
Ensayo realizado para microencapsulado con proporcion matriz polimérica-levadura
60:40
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Tabla 4

Tiempo medido para la determinacion de viscosidad de
K2HPO4 0,1 mol/l

Réplica Tiempo
registrado (s)
10,23
9,71
10,15
10,22
10,25
10,30
10,17
10,21
10,23
10 10,27
Promedio 10,174

©O© 00N Ol b WDN P

Tabla b
Viscosidad de K;HPO40,1 mol/Il

Replica Tiempo Viscosidad
registrado (S) (Pa.s)
10,23 0,00100161
9,71 0,00105525
10,15 0,0010095
10,22 0,00100259
10,25 0,00099965
10,30  0,0009948
10,17 0,00100752
10,21 0,00100357
10,23 0,00100161
10 10,27 0,00099771
Promedio 10,174 0,00100738

O© 00 NO Ol WN -

La difusién presentada es un movimiento individual de las moléculas hacia el
fluido en contraste con su solubilidad (Voisin, 2005). Se realiz6 la
determinacion del coeficiente de trasnferencia de masa del microencapsulado

separando los componentes de la ecuacion (3) para calcular primero el nimero
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4.1.7.

adimensional de Reynolds para un flujo sobre una esfera con la ecuacion (5)

para tener un valor igual a 3,12E-02

pvsD

ReD =

()

El siguiente nimero adimensional a calcular para conocer la transferencia de
masa del microencapsulado de levadura a la solucién, es el nimero de Schmid

presente también en la ecuacion (3) el cual viene definido por la expresién (6)

Sc =~ ©)
PDsB
Para esto se definid la difusividad aproximada en el sistema biol6gico mediante
la ecuacion semiempirica de Polson para una temperatura y un peso molecular
dado, en este caso, el peso molecular de la sustancia equivale a la suma de
ambas matrices siendo de 1740 kg/kgmol para maltodextrina DE 10 y de

425000 kg/kgmol para goma arabiga dando un total de 426740 kg/kgmol.

_9.40x10715T

Dap == a7 )

Donde el valor obtenido para difusividad es igual a 3,59428E-11 m?/s, mientras
que para el nimero de Schmid se obtuvo un valor de 5,51995E+12, a lo cual
se reemplazé los valores calculados en la ecuacidn (3) para obtener un nimero
de Sherwood (Sh) de 299,21 el cual se acerca al limite del nimero conforme el
diametro de la particula se reduce en tamafio. Esto indica la difusividad de la
masa del microencapsulado a través de la simulacion de las condiciones del

intestino.

Prueba de disolucion del microencapsulado

Para contrastar el coeficiente de trasferencia de masa se realizé una prueba de
disolucién al microencapsulado con proporcion 60:40 de matriz polimérica-
levadura que corresponde a USP 2 a una velocidad de 60 RPM y probando 3

concentraciones de microencapsulado (tabla 6).

XLIV



Tabla 6
Prueba de disolucion para microencapsulado

Volumen de Concentracién de Tiempo de

K2HPO4 (ml)  microencapsulados (g) disolucién
(min)

500 2 65

500 3 105

500 5 213

Tras la evaluacidn de disolucion se logré observar que, para una concentracion
de dos gramos de microencapsulado se da una disolucidn total en un tiempo de
65 minutos. EI mismo resultado pero con una diferencia de 40 minutos se noto
para la concentracion de 3 g en la solucion.

Para la concentracion de 5 g en la solucién se ve un tiempo mayor, de
213 minutos y que a su vez, presenta aglomeraciones en la superficie y en la

profundidad del recipiente lo que indica una saturacién completa de la solucion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Se defini6 la mejor matriz polimérica para el proceso de microencapsulacion
de Saccharomyces cerevisiae siendo esta la matriz formada por la
combinacién de Maltodextrina DE 10 y goma ardbiga en igual peso en
proporcion matriz-levadura 60:40.

e Mediante un escaneo por microscopia electronica de barrido (SEM) se observo
la morfologia y el tamafio de las particulas, siendo la forma mas lisa y esférica
aquella observada para la matriz polimérica formada por la combinacién de
Maltodextrina DE 10 y goma arabiga en proporcién matriz-levadura 60:40.

e La mayor poblacién de microencapsulado viable recuperado se mira por la
herramienta de microscopia electronica de barrido en la matriz polimérica
formada por la combinacion de Maltodextrina DE 10 y goma arabiga en
proporcion matriz-levadura 60:40.

e Se determind la concentracion adecuada de microencapsulado capaz de

disolverse en el tracto intestinal siendo ésta 3 gramos.

5.2. Recomendaciones

e Se recomienda probar una modificacion en los pardmetros de
microencapsulacion para la temperatura de ingreso tanto como la de salida.

e Se recomienda realizar la microencapsulacion en otras escalas como piloto o
banco.

e Se recomienda realizar la microencapsulacion en otra variedad de
microorganismo probiotico.

e Se recomienda modificar genéticamente un microorganismo 'y
microencapsularlo con las condiciones plantadas en este trabajo de
investigacion.

e Se recomienda probar el microorganismo genéticamente modificado

microencapsulado en una fermentacién para probar su efectividad.
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ANEXOS

SEM HV: 5.0 kV WD: 32.84 mm
View field: 16.9 pm Det: SE 5pm
SEM MAG: 8.21 kx | Date(m/dly): 02/14/19

Figura 8: Imagen SEM de
microencapsulado en proporcién 60:40
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Figura 10: Imagen SEM de
microencapsulado en proporcion 60:40
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SEM HV: 5.0 kV WD: 32.84 mm VEGA3 TESCAN

View field: 28.3 pm Det: SE 5pm
SEM MAG: 4.89 kx | Date(m/dly): 02/14/19
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Figura 9: Imagen SEM de
microencapsulado en proporcion 60:40

SEM HV: 5.0 kV WD: 32.84 mm
View field: 14.2 pm Det: SE 2pm
SEM MAG: 9.73 kx | Date(m/dly): 02/114/19
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Figura  11: Imagen SEM de
microencapsulado en proporcion 60:40
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Figura 12: Imagen SEM de Figura 13: Imagen SEM de
microencapsulado en proporcion 70:30 microencapsulado en proporcion 70:30

SEM HV: 5.0 kV WD: 32.91 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 32.91 mm VEGA3 TESCAN
View field: 30.2 pm Det: SE 5pm View field: 30.2 pm Det: SE 5pm
SEM MAG: 4.58 kx | Date(m/dly): 02/14/19 Laboratorio Materiales UTA SEM MAG: 4.58 kx | Date(mi/dly): 02/14/19 Laboratorio Materiales UTA

Figura 14: Imagen SEM de microencapsulado en Figura 15: Imagen SEM de microencapsulado en
proporcién 60:40 con medidas proporcién 60:40
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Figura 16: Imagen SEM de microencapsulado en Figura 17: Imagen SEM de microencapsulado en
proporcién 60:40 conmedidas proporcion 70:30 con medidas
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