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Resumen

El propésito de esta trabajo fue disenar una emulsion multiple W1/O//W2
(agua en aceite en agua) que cumpliera con dos funciones principales: ser un
sistema de entrega compatible con un yogur, y brindar protecciéon a una mezcla
probidtica encapsulada en el mismo de Lactobacillus helveticus vy
Bifidobacterium longum bajo condiciones simuladas del tracto gastrointestinal
(TGI por sus siglas en inglés). Esto con el fin de comprobar si la emulsion
multiple obtenida podria brindar la proteccién adecuada a los probidticos en el
ambiente gastrointestinal bajo condiciones controladas in vitro. La metodologia
del trabajo se basé en dos ejes rectores: el disefio de la emulsion desde lo
interno hacia lo externo midiendo la estabilidad de la misma y la
compatibilidad con un yogur mediante la medicién de ciertas variables como la
fuerza de gel, pH y textura, tanto de la emulsién como de varios tipos de

yogures.

Para la formacién de la emulsion multiple se empleb el método de dos etapas:
En la primera se formé una emulsiéon W1/O usando un agente gelificante, para
obtener una pelicula viscoelastica, y aceite de linaza a concentraciones fijas y,
como variables de estudio la velocidad de homogenizacién y la concentracion de
emulsionantes. Se utiliz6 un diseno factorial donde se midié como variable de
respuesta el % de precipitado después de centrifugar las muestras,
identificando que para una velocidad de 9000 rpm y una concentraciéon de 12%
p/p de emulsionantes se obtenia la emulsiéon simple con mejor estabilidad. Para
la segunda etapa, se determin6 a qué proporciéon y rango de pH se obtendrian
complejos solubles proteina-polisacarido (WPI-HMP), utilizando como variable
de respuesta la turbidez de las dispersiones, posterior a esto, se utilizé6 un
disefio de superficie de respuesta y como variables de estudio la concentracion
del complejo soluble (WPI:HMP) y la concentraciéon de emulsionante (Panodan).
La variable de respuesta fue el porcentaje de precipitado obtenido después de

centrifugar las muestras. El resultado 6ptimo para obtener una emulsién
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multiple mas estable fue para la concentracién de 7.82 % de complejo y 0.79 %
de emulsionante. Una vez que se obtuvo la emulsién maultiple con mejor
estabilidad, se procedié a la evaluacion de la compatibilidad con el yogur, donde
se midieron como variables de respuesta el indice de consistencia (k) y el indice
de comportamiento (n) para los sistemas en el equilibrio, siguiendo el modelo
de la potencia. Del analisis de resultados se encontrd, que existieron diferencias
significativas entre los sistemas: emulsiéon, yogur, emulsiéon + probidticos,
emulsién + yogur y emulsién + yogur + probidticos. Los resultados obtenidos
mostraron que la emulsiéon multiple fue compatible con el yogur y que ademas,
el yogur le brindé estabilidad a la emulsién al no haber cambios significativos
en el indice de consistencia (&), es decir, sin mostrar cambios en la textura del

sistema yogur + emulsion y el sistema yogur + emulsion + probidticos.

La simulacion del TGI se basé en el consenso de un protocolo aceptado
internacionalmente y algunas estudios de emulsiones simuladas bajo
condiciones in vitro para un modelo estatico. De forma general los resultados de
esta simulacion muestran que la emulsion multiple propuesta aportd
proteccion a los probidticos; ya que en un experimento donde se empleé yogur
que contenia probidticos sin encapsular no hubo supervivencia y en el
experimento realizado con los probidticos encapsulados en la emulsion se
contabilizaron 5.6x106 UFC/mL (concentraciones recomendadas para que los
probidticos puedan tener efectos benéficos en el huésped) después de la
simulacién bajo condiciones del TGI. Con lo anterior podria aseverarse que la
emulsion multiple es adecuada para proteger a los probidticos contra el
ambiente del TGI in vitro y posiblemente pueda funcionar de igual manera
para las condiciones in vivo. No obstante, este estudio es una primera
aproximacion por lo que sera importante realizar estudios futuros para tener
mayor conocimiento sobre efectos particulares de cada tipo de enzima y los
distintos componentes de cada fluido simulado del tracto gastrointestinal, asi

como, el uso de modelos dinamicos para la simulacion in vitro.
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1 Las emulsiones como sistemas de entrega.

1.1.1 Sistemas de entrega

Diversos estudios han alertado de la importancia de suministrar
ingredientes funcionales en sitios especificos del tracto gastrointestinal que
permitan reducir el riesgo de enfermedades asociadas a la alimentacion
(Jiménez, 2013; McClements et al., 2010). Al dia de hoy, se han logrado
1mportantes avances en la encapsulaciéon de compuestos bioactivos dentro de
sistemas de entrega de grado alimenticio que permitan la liberaciéon de los
mismos (McClements, 2015). De forma general, el proceso consta de dos fases;
1) el disefio del sistema de entrega con materiales de soporte que permitan
controlar la liberacién y absorcion de los componentes bioactivos o funcionales
en lugares especificos del TGI (McClements et al., 2010) y i1) la encapsulacion
de componentes bioactivos dentro de los materiales de soporte del sistema de
entrega (Chavarri et al., 2012). Sin embargo, el consumo de nutrientes que
mejoren la salud y bienestar de los consumidores, constituye un reto para
asegurar que dichos componentes conserven sus funciones bioactivas durante
su paso por el TGI y que los componentes encapsulados se liberen en el sitio

deseado.

1.1.2 Caracteristicas de los sistemas de entrega de componentes

bioactivos

Los sistemas de entrega requieren de caracteristicas especiales tanto
funcionales como técnicas para asegurar su incorporacion en los alimentos y la
proteccion y liberaciéon de los componentes encapsulados a través del TGI.
Algunas de las caracteristicas funcionales de gran importancia son: la
capacidad de carga, la eficiencia de carga , el mecanismo de entrega, la
proteccion contra la degradacién quimica y la biodisponibilidad (McClements et
al, 2007; 2010). Y algunas caracteristicas técnicas que deberan cumplir son: ser

de grado alimenticio, compatibilidad con la matriz del alimento, resistencia a

10



[y T
UNIVERSIDAD
IBEROAMERICANA

CIUDAD DE MEXICO ®

las distintas etapas de procesamiento del alimento y de produccién econémica.

(McClements et al., 2007; 2010).

1.1.3 Procesos fisicoquimicos y fisiolégicos en el TGI

Los sistemas de entrega experimentan cambios importantes en sus
propiedades fisicoquimicas (ej., tamano de particula, estructura, carga,
composicion, etc.) a medida que interactian con las condiciones del medio
como pH, fuerza i6nica, actividad enzimatica, temperatura, entre otros, propios

de cada sitio del TGI. (McClements, 2015).

Con el fin de ilustrar el proceso en la Figura 1 se presenta un esquema del TGI.
La boca es la primera parte del TGI donde interactian los sistemas de entrega,
pudiéndose presentar la ruptura de la matriz del sistema de entrega debido a
los movimientos mecanicos y por el contacto con la lengua, paladar, dientes,
paredes bucales y garganta. Ahi, los sistemas de entrega se mezclan con la
saliva equilibrandose hasta alcanzar la temperatura corporal (~ 37° C)

(McClements, 2015).

El alimento que contiene el sistema de entrega (bolo alimenticio) se traga y
pasa por el eséfago por movimientos peristalticos, donde una vez procesado
llega al estomago (Guerra et al.,, 2012, McClements, 2015). Ahi puede
experimentar varios cambios en sus propiedades debido a los fluidos gastricos y
al pH acido entre 1 y 3. Las propiedades de los sistemas de entrega también
pueden ser alteradas por las enzimas digestivas excretadas en el estomago,

como las lipasas y proteasas (McClements, 2015).

En el estomago comunmente se da la ruptura de las particulas formadas y
pueden presentarse interacciones moleculares; al final, se da un vaciado
selectivo de particulas pequenas (quimo) a través del esfinter pilérico hacia el

intestino delgado (McClements, 2015); mientras que las moléculas mas grandes

11
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se mantienen en el estomago, por un mecanismo de retropulsién, para seguir

siendo degradadas (Guerra et al., 2012).

El intestino delgado esta constituido por tres regiones principales : el duodeno
(seccion corta donde se descargan las secreciones del pancreas y el higado), y
las secciones largas tales como; el yeyuno y el ileon, donde se da la mayor
absorcion de los compuestos bioactivos debido a las enzimas digestivas, sales
biliares, carbonatos y otras sales (Guerra et al., 2012; McClements, 2015). En el
intestino delgado ocurre un incremento en el pH debido a los fluidos presentes

que se mezclan con el material proveniente del estomago.

Todos los componentes que forman parte de la estructura del sistema de
entrega que sean dificiles de digerir podran llegar hasta el colon. En el colon se
encuentra una poblacion altamente diversa de bacterias denominada
microbiota (Marchesi et al., 2015) que genera varias enzimas digestivas que
pueden romper y absorber diversos componentes de los alimentos; como por
ejemplo, las fibras dietéticas a partir de las cuales se pueden producir acidos
grasos de cadena corta y otros productos (McClements, 2015). En el colon
también se da la absorcion de agua y electrolitos, la reabsorcion de sales
biliares, y la formacién, almacenamiento y eliminacién de las heces (Guerra et

al., 2012).

12
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Figura 1 Esquema de los sitios y condiciones del TGI. (Adaptaciéon de
McClements et al., 2010; San Roman et al., 2011 y Flynn G. (Digestive

system with liver 2011).
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1.1.4 El uso de emulsiones multiples

Las emulsiones mdultiples, particularmente agua en aceite en agua
W1/O/W3 (por sus siglas en inglés) forman parte de los sistemas de entrega mas
utilizados para la encapsulacién, protecciéon y liberacion de componentes
bioactivos en la industria de alimentos (Ozer et al., 2000; Shima et al., 2006;
2009; Fechner et al., 2007; Muschiolik, 2007; Bonnet et al., 2009; Pimentel et
al., 2009; Murillo et al., 2011; Pérez et al., 2011; Kosegarten et al., 2012; Leal et
al., 2012; McClements, 2012; Hernandez et al., 2013; Jiménez, 2013 y 2013-A;
Hattrem et al., 2014; McClements, 2015). Este tipo de emulsiones W1/O/Wg2
ofrecen ventajas sobre las emulsiones convencionales de aceite en agua O/W
(por sus siglas en inglés), debido a la capacidad de atrapar componentes
funcionales inmiscibles en alguna de las fases del sistema y, brindando mejoras
en la proteccion contra la degradaciéon, las condiciones de procesamiento y el
control de la liberacién, (Ozer et al., 2000; Leal et al., 2007; McClements et al.,
2007; Muschiolik, 2007; Murillo et al., 2011; Pérez et al., 2011; Leal et al., 2012;
McClements, 2012; Hernandez et al., 2013; Jiménez, 2013). Aunque se ha
reportado que las emulsiones multiples presentan inconvenientes tales como la
dificil preparaciéon, susceptibilidad a la descomposicion durante el
almacenamiento y el componente bioactivo puede filtrarse con el tiempo
(McClements, 2015), pueden utilizarse para obtener productos bajos en calorias
y reducidos en grasa, enmascarar sabores, prevenir la oxidacion de
componentes, mejorar las propiedades sensoriales de los alimentos, modular la
velocidad de liberacién de algiin componente, proteger los ingredientes labiles
durante la digestion y en la elaboraciéon de peliculas y recubrimientos
comestibles (Muschiolik, 2007; Pérez et al., 2011; Kosegarten et al., 2012;
Jiménez, 2013 y 2013-A).

La estabilidad de un sistema de entrega puede ser considerada en dos niveles:
la estabilidad del propio sistema y la estabilidad cuando se incorpora a una
matriz alimentaria (Jiménez, 2013). Por lo anterior, una emulsién multiple

debe ser estable por lo menos la vida de anaquel del alimento y ser compatible
14
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con las propiedades sensoriales de la matriz del mismo. Actualmente, se
requiere de un mayor conocimiento de los efectos de la adiciéon de una emulsion
multiple sobre las distintas propiedades de una matriz alimentaria (Jiménez,
2013). Su aplicacién mas general ha sido encapsular compuestos bioactivos en
la fase acuosa interna y medir la liberaciéon del componente (Shima et al., 2006;
2009; Bonnet et al., 2009; Pimentel et al., 2009; Murillo et al., 2011; Chavarri
et al.,, 2012; Jiménez, 2013; Rodriguez et al, 2014;). Sin embargo, en afos
recientes, se han hecho estudios para medir la estabilidad de las emulsiones
multiples como sistemas de entrega en alimentos lacteos (Lobato et al., 2008), y
alimentos lacteos probidticos que cada vez son mas reclamados por la poblacion

(Rodriguez et al., 2014).

1.1.5 Aspectos tecnoldégicos en la elaboracion de emulsiones

multiples

Las emulsiones multiples W1/O/W> consisten en pequenas gotas de agua
contenidas dentro de gotas de aceite mas grandes, las cuales se encuentran
dispersas en una fase acuosa continua (Leal et al, 2007; McClements et al.,
2007; Muschiolik, 2007; Bonnet et al., 2009; Murillo et al., 2011; Leal et al.,
2012; Igbal et al., 2013; Hattrem et al., 2014; Schuch et al., 2014, Oppermann
et al., 2015). Los principales mecanismos de inestabilidad que presentan este
tipo de emulsiones son: (1) Coalescencia de la gota exterior; (2) coalescencia de
las gotas interiores; (3) coalescencia de la gota exterior y de las gotas interiores
y (4) hinchamiento o encogimiento de las gotas internas, lo que provoca la

liberacién del componente encapsulado (Kosegarten et al., 2012).

El método de emulsificaciéon de dos etapas es el mas usado actualmente en la
elaboracion de emulsiones multiples W1/O/W3 cinéticamente estables; consiste
en una primera etapa donde se forma una emulsion simple Wi/O, y una
segunda donde la emulsién simple se utiliza como fase dispersa de una segunda
emulsificaciéon donde la fase continua es agua (McClements et al., 2007,
Kosegarten et al., 2012; Hernandez et al., 2013; Jiménez, 2013; Sahu et al.,

15
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2013). En las interfaces presentes se requiere de agentes tensoactivos o
emulsionantes que ayuden a formar y estabilizar la emulsion. En la
elaboracion de emulsiones multiples generalmente se utilizan dos tipos de
emulsionantes y se debe tener en cuenta su naturaleza lipéfila o hidrofila
(Kosegarten et al., 2012; McClements, 2012; Tapan et al., 2012; Leal et al.,
2012; Sahu et al., 2013).

Sin embargo, se ha demostrado que el uso de componentes poliméricos en la
fase acuosa externa mejora la estabilidad de la emulsion, debido no sélo a sus
propiedades de superficie, sino también a las contribuciones de repulsién
estérica (Rodriguez et al., 2004). Asi, se ha intensificado el uso de los complejos
electrostaticos proteina-polisacarido que forman una membrana polimérica
alrededor de los glébulos, porque combinan la propiedad de una proteina
hidréfoba que se une firmemente a las gotas de aceite y un polisacarido
hidroéfilo que se solvata en la fase acuosa externa, brindando mayor resistencia
a las emulsiones contra el estrés del ambiente como el pH, la fuerza idnica, la
temperatura, etc., ademas de ayudar a controlar la liberacién del componente
bioactivo encapsulado (Muschiolik, 2007; Fechner et al., 2007; Murillo et al.,
2011; Pérez et al., 2011; Kosegarten et al., 2012; Hernandez et al., 2013).

En los ultimos afos, para mejorar la estabilidad a largo plazo de las emulsiones
multiples, se ha propuesto la incorporacion de un agente espesante o gelificante
en la fase acuosa interna; el aumento de la viscosidad de la fase interna puede
incrementar la capacidad de resistencia al cambio (la estabilidad) de las
emulsiones, sobre todo durante el procesamiento y las condiciones del
ambiente; (Rodriguez et al., 2004; McClements, 2012; Pérez et al., 2014,
Oppermann et al., 2015) ya que se puede formar un recubrimiento interfacial
alrededor de los glébulos internos de agua que puede evitar cambios en el
tamano de particula y controlar la “hinchazén” o el “encogimiento” osmético de

los glébulos (Igbal et al., 2013).
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Un agente muy utilizado por su capacidad estabilizante, espesante y
gelificante es la pectina que es un polisacarido rico en acido galacturénico
(Lootens et al., 2003; Dobies et al., 2005; Willats et al., 2006; Fraeye et al.,
2010; 2010-A; Sundar et al., 2012). Especificamente, la pectina de bajo metoxilo
puede formar geles en presencia de cationes divalentes (como el calcio),
induciendo la asociacién de cadena-cadena mediante enlaces i6nicos entre los
iones calcio y los grupos carboxilo libres (Thakur et al., 1997; Braccini et al.,
2001; Narayanan et al., 2002; Dobies et al., 2005; Willats et al., 2006; Fraeye et
al., 2010; 2010-A; Basak et al., 2014). La estructuracién del gel responde a un
modelo conocido como “caja de huevo”; Léase: Grant et al. (1973); Thakur et al.
(1997); Braccini et al. (2001); Narayanan et al. (2002); Fraeye et al. (2010);
(2010-A); Sundar et al. (2012) y Basak et al. (2014).

Ademas, existen otros parametros importantes para lograr la estabilidad de la
emulsiéon, como el método de preparacion (velocidad de homogenizacién y
tiempo de homogenizacion), la fraccion de volumen de la fase dispersa y la

naturaleza de los componentes bioactivos atrapados (Bonnet et al., 2009).

En resumen, una emulsiéon multiple debera ser compatible con la matriz del
alimento al cual va a ser incorporada y mantener su estabilidad para conservar
encapsulado al componente bioactivo. Esto con el fin de brindar protecciéon bajo
condiciones gastrointestinales y liberar adecuadamente al componente
bioactivo en el sitio requerido. Lo anterior es posible estudiarlo con el empleo

de modelos digestivos in vitro.
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1.2 El1 TGI humano, la microbiota y los probiéticos.

1.2.1 Aspectos importantes en la simulaciéon del TGI humano

La digestiéon es uno de los procesos mas complejos del cuerpo humano
mediante el cual los alimentos son digeridos para obtener los nutrientes
esenciales para el crecimiento, mantenimiento celular, y obtenciéon de energia
(Guerra et al.,, 2012). Durante el proceso de digestiéon las particulas
alimentarias sufren transformaciones mecanicas y enzimaticas, para disminuir
tamafno, romper estructuras, hidrolizar moléculas, transportar y absorber
nutrientes. Estudiar el proceso digestivo humano ha sido técnicamente
complejo y costoso (McClements et al., 2010-A; Guerra et al., 2012); la
simulacion de los diferentes sitios de accion es arduo (boca, estomago, intestino
delgado e intestino grueso), debido a los movimientos mecanicos (como el
masticado, vaciado gastrico y los movimientos peristalticos) y a las distintas
composiciones de los fluidos de cada sitio (tipos de enzimas, pH, fuerza i6nica,
etc.) (Oomen et al., 2003; Kong et al., 2008; McConnell et al., 2008; McClements
et al.,, 2010-A; Hur et al.,, 2011; Guerra et al., 2012; Juarez et al., 2013;
Minekus et al., 2014).

Se han disefio distintos modelos para simular el sistema digestivo, los modelos
in vitro difieren unos de otros en: el nimero y tipo de etapas que incluyen en la
simulacién, la composicién del fluido digestivo que se emplea en cada etapa y
los movimientos mecanicos y los flujos de los fluidos (Hur et al., 2011). Los
modelos in vitro se pueden dividir en estaticos y dindmicos, y ambos se
subdividen en monocompartamentales o multicompartamentales dependiendo
de la cantidad de sitios de accion que simulan. La diferencia reside en que los
modelos estaticos no reproducen los procesos dinamicos de la digestiéon como el
vaciado gastrico, los cambios continuos de pH o las tasas de flujo de secrecién
(Kong et al., 2008; Guerra et al.,, 2012) y mantienen las concentraciones
constantes de las enzimas, fuerza idnica y sales biliares en cada compartimento
(Minekus et al., 2014); mientras que los modelos dinamicos reproducen la

temperatura, cambios de pH en los compartimentos, el vaciado gastrico, la
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adiciéon de componentes, etc., mediante el empleo de valvulas y bombas;
ademas de que son controlados por computadora (Guerra et al., 2012). Sin
embargo, los modelos estaticos son los mas comunes y los mas reportados en la

literatura (Guerra et al., 2012; Minekus et al., 2014).

En afos recientes varios cientificos sumaron conocimientos para llegar a un
consenso sobre las condiciones de la digestion humana para un modelo in vitro.
El grupo “COST Action INFOGEST”, una red de cientificos especializados en el
campo de la digestion humana; trabajé en la elaboracién de un protocolo para
estandarizar las condiciones de simulacion. Asi, se logr6 el desarrollo de un
modelo estatico con condiciones de digestion armonizadas facil de configurar.
Con este modelo se pretende que una amplia comunidad de investigadores
pueda hacer comparaciones entre los resultados de estudios, proponer mejoras

y obtener informaciéon nueva (Minekus et al., 2014; Egger et al., 2016).

Del estudio de Minekus y colaboradores (2014) se obtuvo un protocolo para un
modelo estatico; donde se estandarizaron los tiempos de residencia, los valores
de pH, fuerza iénica y tipos de sales, ademas de los tipos y concentracién de
enzimas para cada sitio del TGI. Cabe mencionar que para el protocolo no se
toma en cuenta el intestino grueso; en la mayoria de los modelos in vitro es
omitido este sitio porque la mayor absorcién de nutrientes se da principalmente
en el intestino delgado (Oomen et al., 2003; Hur et al.,, 2011). Aun asi, se
cuenta con un protocolo para estudiar la digestion de matrices alimentarias en
condiciones especificas y poder predecir la bioaccesibilidad in vivo de los
componentes especificos de dichas matrices; ademas que este protocolo, como
sus autores mencionan “sera probado y validado por diferentes grupos de
investigacion para una variedad de aplicaciones para determinar su uso y
limitaciones” (Minekus et al., 2014), y en consecuencia, hacer mejoras y nuevos

aportes.
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1.2.2 Microbiota y microbioma

Los seres humanos viven en una “asociaciéon de coevoluciéon” con una
enorme cantidad de microorganismos que residen en las superficies de sus
cuerpos, tanto internas como las expuestas (Wang et al., 2014), denominada en
su conjunto como microbiota (Icaza, 2012; Wang et al., 2014; Marchesi et al.,
2015). El término fue empleado por primera vez por Lederberg y McCray en el
2001. Debido a dicha coevolucién, estos microorganismos han formado una
simbiosis a largo plazo en lugar de un parasitismo a corto plazo con los
huéspedes humanos, cabe mencionar que la mayoria de la microbiota puede
definirse como simbiontes o patobiontes dependiendo s1 son mutualistas que
promueven la salud u oportunistas que inducen patologias en el huésped
(Wang et al., 2014). La microbiota comienza a colonizar el cuerpo humano
inmediatamente después del nacimiento y, la composiciéon de cada individuo se
establecera durante los primeros anos de vida (Bercik et al., 2012) siendo
afectada por distintos factores como la genética, la edad, la via de
administracién, la transferencia materna, la dieta, las condiciones del
ambiente, el uso de antibidticos, infecciones gastrointestinales, el estrés, etc.

(Bercik et al., 2012; Foster et al., 2013; Wang et al., 2014).

Existen distintos conceptos sobre la microbiota, que ayudan a hacer inferencias
y predicciones, asi como proporcionan un marco para el disefio de
experimentos. Foxman et al., (2008) proponen cuatro conceptos: (1) La
microbiota es considerada como una sola unidad que interactiia con el anfitrion
y el ambiente externo, un é6rgano de células multiples; (2) la microbiota consta
de taxones multiples, pero es considerada como una sola unidad en sus
interacciones con el anfitriéon; (3) la microbiota es un conjunto de taxones
multiples, que cada uno puede interactuar con el anfitrién y el medio ambiente
de forma independiente y (4) la microbiota es como una comunidad ecoldgica
dinamica que consiste de taxones maultiples, cada uno potencialmente

interactuando con los otros, el anfitrién, y el medio ambiente.
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En el TGI humano se encuentran alrededor de 100 billones de bacterias que
son esenciales para la salud del huésped, tan sélo en el intestino se albergan un
aproximado de 10!4-1015, esto es 10-100 veces mas bacterias que células
eucariotas en el cuerpo humano (Foster et al., 2013). Hay varios tipos de
bacterias en el TGI, con un maximo aproximado de 1000 especies. Las dos
familias mas prominentes son los Firmicutes y Bacteroidetes, que representan
al menos el 70% de la microbiota, ademas se encuentran Proteobacterias,
Actinobacterias, Fusobacterias, y Verrucomicrobias, pero en proporciones
menores. (Foster et al., 2013). Recientemente, la obesidad y el sindrome
metabdlico se han asociado con un perfil especifico de la microbiota en el
Intestino, con una disminucién de la proporciéon Bacteroidetes/Firmicutes

(Icaza, 2012; Million et al., 2012).

La microbiota intestinal tiene un rol muy importante que incluso influye en el
cerebro para tener una homeostasis normal y saludable (Foster et al., 2013). El
cerebro y el intestino estan comunicados por un sistema bidireccional conocido
como eje intestino-cerebro, compuesto por las vias neurales tales como: el
sistema nervioso central, el sistema nervioso autonomo (sistema nervioso
entérico y el vago), el sistema inmune, los nervios simpaticos y de la columna
vertebral y las vias humorales (Bercik et al., 2012; Foster et al.,, 2013).
Cualquier alteracion del TGI, del sistema nervioso central, del sistema nervioso
autonomo o del sistema inmunolégico en el huésped pueden dar lugar a
modificaciones en: (1) El almacenamiento de grasa y el balance energético; (2)
la funcién de la barrera del TGI; (3) inflamacién de bajo grado general, tanto
del TGI como sistémica; (4) aumento de la reactividad al estrés y (5) aumento

de escenarios de depresién y ansiedad. (Foster et al., 2013).

Debido al papel tan importante que tiene la microbiota en el cuerpo humano, se
ha intensificado la obtencion del metagenoma de la misma Asi, se obtendra un
mayor conocimiento de la microbioma. (Marchesi et al., 2015). Se considera que
la microbioma del TGI tiene cuatro funciones principales: (1) Defender al
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huésped contra la colonizacién de patégenos mediante la competencia de
nutrientes y la produccién de sustancias antimicrobiales; (2) el fortalecimiento
de la barrera epitelial e inducciéon de la inmunoglobulina A secretora (IgA); (3)
facilita la absorcién de nutrientes a partir de compuestos no digeribles como las
fibras y (4) la maduracion y funcionabilidad del sistema inmune del huésped.
(Wang et al.,, 2014). Asi, el perfil de la microbioma de cada individuo
determinara las diferencias en cuanto al riesgo a desarrollar enfermedades, la
respuesta inmune a las mismas y el tipo de tratamientos a emplear para su

cura (Foster et al., 2013).

1.2.3 Los beneficios de los probioéticos en el huésped

En la actualidad el uso de los probidticos se ha enfocado en la prevencién
y la terapia de diversos padecimientos; siendo estas bacterias la “fuerza
1mpulsora” en el desarrollo de alimentos funcionales, en especial en una amplia
variedad de productos lacteos fermentados como el yogur (de Vos et al., 2010;
Burgarin et al., 2011). Sin embargo, no es sencillo lograr la supervivencia de
estos probidticos a largo plazo en dichos alimentos. La supervivencia esta
influenciada por muchos factores como los cambios de pH en el producto, la
toxicidad de oxigeno durante el procesamiento y almacenamiento, asi como la
falta de una fuente de nitrégeno debido a la ausencia de proteinas funcionales,

etc. (de Vos et al., 2010).

Algunos beneficios que se conocen de los probidticos son: (1) Modulan la
autoinmunidad del sistema nervioso central; (2) reducen los niveles de
colesterol; (3) mejoran la intolerancia a la lactosa; (4) estimulan la absorciéon de
calcio y vitaminas; (5) pueden aliviar trastornos neuropsiquiatricos a través de
mecanismos hormonales y neuroquimicos, transmitir efectos ansioliticos en
varios tipos de trastornos, ademas que han mostrado propiedades
anticancerigenas, etc. (Chavarri et al., 2012; Song et al., 2012; Wang et al.,
2014). Cabe mencionar que entre los trastornos de la conducta alimentaria que

conducen al sobreconsumo de alimentos, la depresion y la ansiedad son factores
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1mportantes; al respecto, se ha encontrado que el consumo en la dieta de una
mezcla probidtica que consiste de Lactobacillus helveticus y Bifidobacterium
longum puede mitigar la angustia psicologica (Messaoudi et al., 2011), evitar la
ansiedad y generar un efecto benéfico sobre la depresion post-infarto del
miocardio (Arseneault-Bréard et al., 2012); ademas podrian proteger contra
enfermedades relacionadas con el estrés y contribuir al bienestar mental de
sujetos con niveles bajos del mismo. (Messaoudi et al., 2011 A). Para generar
beneficios en el huésped los probidticos deben ser consumidos en cantidades
adecuadas (Burgain et al., 2011; Chavarri et al., 2012; Song et al., 2012; Ozyurt
et al.,, 2014; Wang et al., 2014); ademas tienen que llegar viables al sitio de
accion del TGI.

1.2.4 Consideraciones finales

En la actualidad, se ha intensificado el uso de sistemas de entrega para
aumentar la sobrevivencia de los probidticos, que mediante el entrampamiento
o encapsulacién les brindan la proteccién contra las condiciones adversas del
TGI (Pimentel et al., 2009; de Vos et al., 2010; Burgain et al., 2011; Chavarri et
al., 2012; McClements, 2015). En el presente estudio se pretende disenar una
emulsion maultiple Wi1/O/Wz como sistema de entrega que contenga los
probidticos (Lactobacillus helveticus y Bifidobacterium longum), de los cuales
ya han sido mencionados sus posibles beneficios. Debido al incremento en el
consumo de alimentos lacteos probidticos (Rodriguez et al., 2014), la emulsién
multiple sera anadida a un yogur (matriz alimentaria) por lo que debera ser
compatible con el mismo, sin afectar sus propiedades de textura. Por lo que es
importante evaluar el efecto que ejerza la emulsiéon en las propiedades del

yogur.

En estudios recientes, los sistemas de entrega se han sometido a una serie de
tratamientos que simulan una ubicacién especifica del TGl humano. Estos
tratamientos implican generalmente mezclar el sistema de entrega con un
fluido cuya composicién, condiciones de mezclado y temperatura simulan la
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parte del TGI; para después medir la liberaciéon de los componentes bioactivos

del sistema (McClements et al., 2010; Hur et al., 2011). Por lo que el sistema
yogur-emulsion presentado aqui sera sometido a condiciones gastrointestinales,

teniendo como base el protocolo INFOGEST (Minekus et al.,, 2014), para

después evaluar la supervivencia de los probidticos.
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Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivos Generales.

* Disenar una emulsiéon multiple agua-en-aceite-en-agua W1/O/W2 portadora
de dos probidticos (Lactobacillus helveticus y Bifidobacterium longum),
compatible con un yogur.

* Evaluar la sobrevivencia de los probidticos atrapados en la emulsién
multiple adicionada al yogur, en condiciones gastrointestinales simuladas.

2.2 Objetivos Particulares.

* Estimar el efecto de la formaciéon de una pelicula viscoelastica en la fase
dispersa, sobre la estabilidad de la emulsion primaria agua en aceite W1/O.

* Identificar el tiempo en alcanzar la fase logaritmica de crecimiento de los
probidticos, Lactobacillus helveticus y Bifidobacterium longum, a partir del
desarrollo de las curvas de crecimiento.

* Determinar las proporciones de WPI-Pectina de alto metoxilo y el pH
adecuado para obtener un complejo soluble y evaluar su efecto en la
estabilidad de la emulsién multiple W1/O/Wa.

e KEvaluar la sobrevivencia de la mezcla de probidticos (Lactobacillus
helveticus y Bifidobacterium longum) entrampados en la emulsion multiple

bajo condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.

e Estimar el efecto de la adiciéon de la emulsion multiple W1/O/W32 en las
propiedades de textura del yogur.
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Capitulo 3. Metodologia

3.1 Formacion de gel de pectina de bajo metoxilo en la fase acuosa
interna de la emulsion primaria
Se elaboraron geles de pectina de bajo metoxilo (marca CPKelco,
Dinamarca) y cloruro de calcio (Cloruro de calcio anhidro A.C.S. Marca Meyer,
México) de acuerdo a lo propuesto por Dobies et al. (2005) con algunas
modificaciones, las concentraciones de los componentes se muestran en el
cuadro 1. Los componentes se pesaron y se colocaron por separado en
recipientes con agua destilada. La pectina se agité por un minimo de 4 horas
hasta su dispersiéon y se dejé reposar por la noche para su completa
hidrataciéon en refrigeracion a 6 +/- 2° C, la solucién con cloruro de calcio se
refriger6 a la misma temperatura. Posteriormente, la dispersién con pectina se
vertié en la solucién de cloruro de calcio y se mezclaron lentamente hasta la

formacion del gel.

Cuadro 1. Concentracion de pectina y cloruro de calcio para la formaciéon de

los geles.
Muestra Pectina (% p/p) [] CaCl: (mM)
1 1 3.5
2 1 4.5
3 1 5.5
4 1 6.5
5 1 7.5

3.2 Medicion del porcentaje de sinéresis de gel
Se formaron geles para cada una de las concentraciones del cuadro 1, los
geles se colocaron en recipientes y se dejaron reposar por un periodo de 24
horas a una temperatura de 6 +/- 2° C. Posteriormente se separé el agua que

habia liberado cada gel en probetas graduadas. Y se midié el volumen de agua
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liberada para asi obtener el porcentaje de sinéresis de cada tipo de gel. La

prueba se hizo por duplicado.

3.3 Medicion de la dureza de gel
Se formaron geles para cada concentracion de gel segin el cuadro 1y se
les realizé una prueba de compresién con una geometria cilindrica de 36 mm de
diametro en un Analizador de Textura (TA.TXplus, Marca Stable Micro
Systems, Inglaterra). Del analisis se obtuvo el dato de dureza de cada gel.

(estas pruebas se realizaron por duplicado).

3.4 Elaboracion de la emulsion primaria agua en aceite
Se elaboraron emulsiones simples agua en aceite (W1/0O) con 70% en peso
de fase continua y una fraccién masica de fase dispersa de 30%, es decir, una
phi (¢1) de 0.3. La fase dispersa (acuosa interna) estaba compuesta de un gel de
pectina y iones calcio y la fase continua (oleosa) estaba compuesta de aceite
extra virgen de linaza (Marca Inés, Guadalajara, México) y una mezcla de dos
emulsionantes, Poliglicerol polirricinoleato (PGPR ®, marca Danisco, México) y

ésteres de acido acetil tartatico (Panodan ®, marca Danisco, México).

La fase acuosa tenia una concentraciéon de 3.5 mM de iones calcio y se elaboré
de acuerdo al punto 3.1 de la metodologia. Para la fase oleosa se mezclaron el
aceite y los dos emulsionantes, éstos se encontraban en una proporcién de 4:1,
PGPR:Panodan respectivamente (Rodriguez et al., 2004; Lobato et al., 2008;
Pimentel et al., 2009; Rodriguez et al., 2014), y se dejaron por la noche en

refrigeracion a 7 +/- 2° C para su completa disoluciéon en el aceite.

Se hizo un diseno factorial 23 (con réplicas) para evaluar los efectos de la
velocidad de agitacién y la concentracion de emulsionantes (fijandose 10% p/p
como valor medio segin Murillo et al. (2011) y Hernandez et al. (2013)) sobre la
estabilidad de la emulsion como se muestra en el cuadro 2. Las fases se

homogenizaron en un homogeneizador Ultraturrax T-25 digital (con util de
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dispersion G18, marca IKA, Alemania), la fase continua se coloc6 en un bano de
hielo para evitar el aumento de la temperatura mientras la fase dispersa se
anadia poco a poco a una velocidad de homogenizacién de 5400 rpm; una vez
que se anadi6 toda la fase dispersa a la continua se homogenizé a la velocidad

segun cuadro 2 para cada muestra por, un periodo de 12 minutos.

Cuadro 2 Velocidades de homogenizacion y (% p/p) de emulsionantes para la

formacién de la emulsiéon simple.

Muestra Velocidad de Emulsionantes (% p/p)

(con repeticion) homogenizacion (rpm)

1 7000 8
2 8000 8
3 9000 8
4 7000 10
5 8000 10
6 9000 10
7 7000 12
8 8000 12
9 9000 12

3.5 Elaboracion de los complejos solubles WPI-HMP.

Se elaboraron complejos de aislado de proteina de suero de leche (Marca
Hillmar, E.U.A.; WPI por sus siglas en inglés) y pectina de alto metoxilo
(Marca CPKelco, Dinamarca; HMP por sus siglas en inglés) siguiendo
metodologia de Hernandez et al. (2013). Las proporciones y las cantidades de
los complejos se muestran en el cuadro 3. Se disolvié cada uno de los
componentes por separado en agua destilada por un minimo de 4 horas y se
dejaron toda la noche en refrigeracion a 6 +/- 2° C para su completa
hidratacién. Se mezclaron la proteina y el polisacarido segiin cada proporcion.
Cada una de las muestras se dividié en 21 partes iguales a las cuales se les

ajusto6 el pH de 2 hasta 6 con intervalos de 0.2 respectivamente, para observar
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a que rango de pH se tiene la formacién de complejos solubles; para lo que se
hicieron diluciones 1:10 de cada muestra y se midié la transmitancia en un
espectrofotometro UV-VIS a 400nm (Agilent Technologies Cary 8454, Alemania
y celda rectangular cell UV 10mm 3.5 ml, Alemania) , para después calcular la
turbidez con la formula siguiente: Turbidez (T) = 1/L Ln I/I;, donde T es la
turbidez (cm), L es la longitud éptica (1 cm), I, es la intensidad de la luz
incidente (100) y por ultimo I; es la intensidad de luz transmitida (% T)

(Hernandez et al., 2013).

Cuadro 3 Proporciones de Aislado de proteina de suero de leche (WPI) y
Pectina de alto metoxilo (HMP) y (% p/p) de sélidos, para la formacién de

complejos
Muestra  Proporcion Solidos
WPI-HMP WPIL:HMP (% p/p)
1 2:1 1.5
2 3:1 2
3 4:1 2.5
4 5:1 3
5 6:1 3.5

3.6 Potencial Z.

Se determindé la movilidad electroforética para el aislado de suero de
proteina (WPI) y la pectina de alto metoxilo (HMP) a una proporciéon 4:1
(WPI:HMP). Cada una de las moléculas se disolvié por separado en agua
desionizada y se dej6 toda la noche para su completa hidratacion. Cada
muestra se dividié en nueve partes iguales a las cuales se les ajust6 el pH de 2
hasta 6 con intervalos de 0.5, respectivamente. La medicién de la movilidad
electroforética se realiz6 en un Zetasiser Nano (Malvern, Reino Unido). La

medicién se hizo por triplicado.
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3.7 Elaboracion de la emulsion multiple.

Se elaboraron emulsiones multiples mediante el método de dos etapas
(Rodriguez et al., 2004; Lobato et al., 2008; Pimentel et al., 2009; Murillo et al.,
2011; Pérez et al., 2011; Hernandez et al., 2013; Rodriguez et al., 2014). En una
primera etapa se elabor6 una emulsion simple agua en aceite W1/O como se
describe en el punto 3.4 de la metodologia, con una concentraciéon de
emulsionantes de 12% p/p a una velocidad de homogenizaciéon de 9000 rpm y
por un tiempo de 12 minutos. En una segunda etapa, 20% p/p de emulsién
primaria W1/O se homogeniz6 en la fase acuosa externa Ws, a una velocidad de
8000 rpm durante 10 minutos. Para la fase acuosa externa el WPI se
desnaturalizé a 80° C por 20 minutos (Wagoner et al., 2016), y después se
mezcl6 con la HMP y un emulsionante (Panodan 205K Danisco Mexicana, S. A.
de C. V.); posteriormente se ajusté el pH a 4.3. Las concentraciones de complejo
soluble (WPI/HMP) y emulsionante se muestran en cuadro 4. Con lo anterior,
se realiz6 un disefio central compuesto en dos bloques para obtener una
superficie de respuesta del efecto de la concentracién de un complejo soluble
(WPL:HMP) y la concentraciéon del emulsionante, sobre la estabilidad de la

emulsiéon multiple.
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Cuadro 4 Concentraciones (% p/p) de complejo soluble (WPI:HMP) (1:4) y

emulsionante (ésteres de acido acetil tartarico) (Panodan 205K), para la
elaboracién de la emulsiéon multiple (W1/O/Wz)

Muestra Complejo WPI:HMP Panodan 205K

(% p/p) (% p/p)

1 5 1.5
2 7 1

3 5 1.5
4 7 2

5 3 1

6 3 2

7 5 1.5
8 5 2.21
9 7.83 1.5
10 5 1.5
11 5 1.5
12 2.17 1.5
13 5 0.79
14 5 1.5

3.8 Curvas de crecimiento de probiéticos

3.8.1 Curva de crecimiento Bifidobacterium longum

Se prepar6 un inéculo del microorganismo en tubo de ensaye con 10 mL
de medio MRS y se coloc6 en camara de anaerobiosis (Marca BD GasPAck,
E.U.A)) y se dejo toda la noche en incubadora a 37 °C. Al dia siguiente se vertié
el inéculo en un matraz con 70 mL de medio MRS y se incubd a 37 °C y cada
dos horas se determiné la absorbancia a 600 nm y se hizo el conteo de
microorganismos en un microscopio (Marca Zeiss, Alemania) utilizando la

camara de Neubauer, para poder construir la curva de crecimiento.

31



[y T
UNIVERSIDAD
IBEROAMERICANA

CIUDAD DE MEXICO ®

3.8.2 Curva de crecimiento Lactobacillus helveticus

Se prepar6 un inéculo del microorganismo en tubo de ensaye con 10 mL
de medio MRS y se dejo6 toda la noche en incubadora a 37° C. Posteriormente se
vertid el inéculo en un matraz con 70 mL de medio MRS el cual se almacen6 en
incubadora a 37° C y cada tres horas se midi6 la absorbancia a 600 nm y se hizo
el conteo de microorganismos en un microscopio (Marca Zeiss, Alemania)
utilizando la camara de Neubauer, para poder construir la curva de

crecimiento.

3.9 Medicion de la viscosidad aparente de diferentes tipos de yogur

y emulsion multiple
Se midi6 la viscosidad aparente de distintos tipos de yogur y la emulsion
multiple en un viscosimetro rotatorio (Brookfield RVT, E. U. A.). Cada muestra
se colocd en un vaso de precipitados de 300 mL, donde se puso un volumen de
muestra de 250 mL a una temperatura de 7 +/- 1 ° C y después se sumergié la
aguja del viscosimetro, se hizo girar el viscosimetro por un tiempo de 60 s y

después se tomo¢ la lectura respectiva. La medicion se hizo por duplicado.

3.10 Encapsulacion de probioticos

Se prepararon los inéculos de cada uno de los microorganismos en tubos
de ensaye con 10 mL de medio MRS y se dejaron toda la noche en
incubadora a 37° C. (B. longum se coloc6 en camara de anaerobiosis). Al dia
siguiente se vertieron por separado cada uno de los inéculos en matraces
con 70 mL de medio MRS. Se midié la absorbancia de los cultivos a 600nm
al momento en que el crecimiento estaba en fase logaritmica segin curvas
de crecimiento. Para obtener una pastilla de los microorganismos cada uno
de los cultivos se vaci6 en tubos Falcon y se centrifugaron a 2800 rpm por 20
minutos, cada una de las pastillas se resuspendi6 en solucién salina estéril.
Se coloc6 1 mL de cada suspensiéon de microorganismos en la solucién de

pectina antes de formar el gel para la emulsién simple.
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3.11 Caracterizacion reolégica de emulsion maultiple, yogur y
emulsion multiple con yogur
Se realizé la caracterizacion reoldgica de la emulsiéon multiple, el yogur y
la emulsion multiple con yogur. La emulsion multiple y el yogur se mezclaron
en una proporcion 1:4 en un Caframo digital a 80 rpm por 4 minutos y el yogur
utilizado fue un yogur batido natural sin azicar (marca Alpura). La
caracterizacion se hizo en un viscosimetro rotacional (Marca Haake, modelo RT
20 Rotovisco, con un instrumento Z20, E. U. A.) con las combinaciones como se
muestran en cuadro 5. Se realizaron cuatro segmentos (ascenso,
mantenimiento, descenso y segundo ascenso) a una temperatura de 7° C,
empleando una velocidad de cizalla de 0 a 400 1/s durante 120 segundos en
cada segmento. La caracterizacion se hizo al dia 1, dia 7, dia 14 y dia 21 de

preparacion, y se hizo por duplicado.

Cuadro 5 Caracterizacion reolégica de muestras en un viscosimetro rotacional

Haake
Muestra Combinacion
1 Emulsién multiple
2 Yogur
3 Emulsion multiple + yogur
4 Emulsién + probidticos

Emulsién multiple + yogur +

probidticos
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3.12 Simulacion gastrointestinal in vitro del sistema emulsion

multiple-yogur

Se realiz6 la simulacién gastrointestinal in vitro empleando un modelo
estatico para la emulsion multiple, el yogur y la emulsiéon multiple-yogur;
siguiendo la metodologia de Versantvoort et al. (2005), Hur et al. (2009) y Lee
et al. (2016), con el método modificado (ver cuadro 6). La simulaciéon se hizo con

fluidos que sélo contenian sales y con fluidos que contenian salen y enzimas.

Cuadro 6 Metodologia de digestion in vitro.

Sitio Boca Estomago Intestino delgado
23 mL de paso 2
5 mL 11 mL de paso 1 +
Volumenes )
) muestra + 12 mL de jugo
muestra y fluido .
+ 12 mL jugo duodenal
simulado ) .
6 mL saliva gastrico +
5 mL de jugo biliar
Tiempo de )
o 5 minutos 2 horas 2 horas
agitacion
Temperatura 37°C 37°C 37°C

Los jugos gastrointestinales para la digestion in vitro, se elaboraron siguiendo
metodologia de Rotard et al. (1995), Oomen et al. (2003), Versantvoort et al.
(2005), Hur et al. (2009), Minekus et al. (2014) y Lee et al. (2016), con algunas
modificaciones, una vez preparados se les ajusté el pH. Los componentes de la
saliva, el jugo gastrico, el judo duodenal y el biliar se pueden observar en el
cuadro 7. (Sales: cloruro de potasio, fosfato biacido de potasio, cloruro de
magnesio, carbonato de amonio, marca J. T. Baker; carbonato de sodio, marca
Reasol; cloruro de calcio, marca Analytyca y cloruro de calcio anhidro, marca
Mallinckrodt. Componentes organicos: acido trico, U2625, Sigma; glucosamina-
D-hidroclorida, G4875, Sigma; albumina sérica bovina, A7906, Sigma-Aldrich;

extracto de sales biliares de cerdo, G1816, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
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Enzimas: a-amilasa de Aspergillus oryzae, A6211, Sigma; mucina de estomago

de cerdo tipo II, M2378, Sigma; pepsina de mucosa gastrica de cerdo, P7012,

Sigma; pancreatina de pancreas de cerdo, P3292-100G, Sigma; y lipasa de

pancreas de cerdo tipo II, L3126, Sigma. )

Cuadro 7 Componentes de jugos gastrointestinales de digestion in vitro.

Boca Estomago Intestino delgado
Saliva Jugo gastrico Jugo duodenal Jugo biliar
KClI (0.5 mol/L) 15.1 mL 6.9 mL 6.8 mL 6.8 mL
KH2PO4 (0.5
3.7 mL 0.9 mL 0.8 mL 0.8 mL
mol/L)
NaHCOs (1
6.8 mL 12.5 mL 42.5 mL 42.5 mL
mol/L)
Componentes NaCl (2 mol/L) 11.8 mL 9.6 mL 9.6 mL
inorgénicos MgCl2(H20)s
0.5 mL 0.4 mL 1.1 mL 1.1 mL
(0.15 mol/L)
(NH4)2COs3
0.06 mL 0.5 mL
(0.5 mol/L)
CaCl(H20):
2.5 mL 0.25 mLL 2.5 mL 2.5 mL
(0.3 mol/L)
HCI ( mol/L) 0.09 mL 1.3 mL 0.7 mL 0.7 mL
Fuerza i6nica ~40 ~84 ~136 ~136
acido arico 15 mg
Componentes glucosamina
10 mL
organicos hidrocloroide
BSA lg lg 1.8¢g
sales biliares 30¢g
a-amilasa 145 mg
mucina 50 mg 3g
Enzimas pepsina lg
pancreatina 3g
lipasa 05¢g
pH 6.8+0.2 3.0+0.2 7.0+£0.2 7.0+£0.2
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3.13 Conteo de probioticos en placa después de digestion in vitro

La emulsiéon multiple, el yogur y la emulsiéon multiple con yogur fueron
centrifugados a 13500 rpm por 25 minutos a 10 °C (centrifuga 5402 Eppendorf)
una vez terminada la simulaciéon, bajo estas condiciones se produjo el
rompimiento de los globulos de la emulsién; esto se comprobé mediante
observacion al microscopio. Posteriormente se suspendié el centrifugado en 1
mL de solucion salina. El nimero de células vivas fue determinado por el
método de conteo en placa, utilizando medio MRS, las muestras fueron
incubadas a 37 °C por 48 horas (Pimentel et al, 2009; Sandoval et al., 2010;
Eslami et al., 2016).
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Capitulo 4. Resultados y discusion de resultados

4.1 Efecto de la concentracion de iones Calcio en la formacion de
geles de pectina de bajo metoxilo.

Se formaron distintos geles de pectina de bajo metoxilo variando la
concentracion de cloruro de calcio y se realizé una inspeccién visual de los
mismos, siguiendo el criterio de Garnier et al. (1993) y Dobies et al. (2005),
para observar las diferencias en los estados fisicos. Para las concentraciones de
cloruro de calcio 6.5y 7.5 mM se obtuvieron geles con sinéresis como se puede

apreciar en la figura 2.

35%
30%
25%
20%
15%

M 05 Sinéresis
10%

0%
3.5 4.5 5.5 6.5 7.5
[]CaCl2 (mM)

9% Sinéresis

-5%

Figura 2 Porcentaje de sinéresis de geles de pectina y iones calcio. Las barras

de error representan la desviacién estandar.

Para las concentraciones de cloruro de calcio de 4.5 y 5.5 mM se observaron
geles homogéneos y para la concentraciéon de 3.5 mM, se observdé un pregel
(debido a la deformacion del “menisco” cuando el recipiente que contenia el gel

se coloco el posicion horizontal (Garnier et al., 1993).

En la figura 3 se presenta la dureza de los distintos tipos de geles. Se observd

que los geles con concentraciones de cloruro de calcio de 4.5 y 5.5 mM fueron los
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que presentaron mayor dureza; esto pudiera atribuirse a una formacion
homogénea de la red; mientras que la dureza fue menor para los geles con
concentraciones de 6.5 y 7.5 mM, pudiéndose deber al aumento de la
concentracion de iones calcio que incrementan los enlaces intramoleculares
entre las cadenas poliméricas, conduciendo a la contraccién o agregaciéon de las
mismas, dandose la exclusién del agua, presentando sinéresis (Cardoso et al.,
2003; Braccini et al., 2011). El gel con una concentracion de cloruro de calcio de
3.5 mM aunque no presentd sinéresis, su dureza fue similar a la de los geles
con 6.5y 7.5 mM; la concentracion de calcio de 3.5 mM fue la idénea para tener
un gel adecuado para encapsular a los probidticos y que no altere de manera

significativa las propiedades sensoriales del yogur.

120.000 -
100.000 -
80.000 -

60.000 -

B Dureza
40.000 -
20.000 -
0.000 T T T :
3.5 4.5 5.5 6.5 7.5

[]CaCl2 (mM)

Dureza (g)

Figura 3 Dureza de geles de pectina y iones calcio. Las barras de error

representan la desviacion estandar.

Ademas, se midi6 la dureza de distintos tipos de yogur, (véase figura 4). Se
pudo observar que el yogur que presenta menor dureza es el tipo bebible,
seguido del yogur tipo batido; el yogur tipo griego presenta la mayor dureza,
este valor de dureza del yogur griego se encuentra cercano al valor de los geles

de pectina con concentracion de iones calcio de 3.5, 6.5y 7.5 mM.
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Figura 4 Dureza de varios tipos de yogur. Las barras de error representan la

desviacién estandar.

4.2 Efecto de la velocidad de agitacion y concentracion de
emulsionantes en la estabilidad de la emulsion simple.

En este experimento se midié como variable de respuesta el porcentaje
de precipitado obtenido después de centrifugar las muestras, se consider6 que
la emulsion fue mas estable cuando el porcentaje de precipitado fue menor. Los
datos se procesaron en un programa estadistico (Minitab17). En la figura 5
puede observarse un plano de contorno del porcentaje de precipitado en funcion
de la velocidad de homogenizacion y la concentraciéon de emulsionantes; en la
zona en la que el color azul es mas intenso, es donde se puede obtener el menor
porcentaje de precipitado, mientras que en la zona donde el verde es mas
intenso, se pueden obtener porcentajes de precipitado mas altos. Los valores de
12% p/p de emulsionantes y 9000 rpm de velocidad de homogenizacion fueron
los 1doneos para obtener el minimo de porcentaje de precipitado, después de

realizar una optimizacién en el mismo programa.
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%
precipitado
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[ 1 emulsionantes

8000
V emulsificacién

Figura 5 Superficie de contorno del % de precipitado vs velocidad de

emulsificacién (homogenizacién) y concentraciéon de emulsionantes

4.3 Formaciéon de complejos solubles.

En la figura 6 se presenta la turbidez en funciéon del pH para cada una
de las proporciones de WPI/HMP, éstas presentaron perfiles de interaccion con
tendencias similares, donde se observaron 4 regiones de interacciéon: Una
region (I) con valores de pH < 2.4 donde se dio la incompatibilidad (separacion)
de las moléculas dandose el aumento de la turbidez. Una region (II) con la
turbidez minima donde se dio la formacién de complejos insolubles
(coacervados) a valores de pH entre 2.4 y 3.8 aproximadamente; para las
proporciones 2:1 y 3:1 esta regién de interaccion fue mas corta. Una region (I1I)
en forma de meseta donde se dio la turbidez maxima, presentandose la mayor
formacién de complejos solubles a valores de pH aproximados entre 4 y 4.8; la
meseta se encontro desplazada a la izquierda para las proporciones de 2:1 y 3:1
y también fue mas corta. Y finalmente, una regiéon (IV) a valores de pH > 5
donde la turbidez disminuyé porque se presentd la cosolubilidad de ambas

moléculas (Hernandez et al., 2013).
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Figura 6 Turbidez en funcién al pH para distintas proporciones de WPI/HMP

Un ejemplo de las regiones descritas corresponden a las imagenes presentadas
en la figura 7 para la proporcion 4:1 WPI:HMP. En la region II (intervalo de pH
de 2.4 a 3.8) se observa precipitado en los tubos debido a la formaciéon de
complejos insolubles; en la region III (intervalo de pH 4.0 a 4.6) se observa la
maxima turbidez debido a la maxima formacion de complejos solubles, y en las
regiones I (intervalo de pH de 2.4 a 2.0) y IV (intervalo de pH de 4.8 a 6.0) se
observa menos turbidez debido a la cosolubilidad de ambas moléculas
(Hernandez et al., 2013). Las imagenes de la figura 7 corresponden a la
proporcion 4:1 de WPI:HMP, ésta se seleccioné para la formulacion de la
emulsion multiple ya que a la mitad de su meseta de interacciéon se encuentra

el valor de pH = 4.3 (promedio de pH de distintos tipos de yogur, figura 8).
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3.2

Figura 7 Imagenes de turbidez en funcién al pH para WPI:HMP (4:1)
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Figura 8 Valores promedio de pH de distintos tipos de yogur

Adicional a la medicién de la turbidez donde se observaron las regiones de
interacciéon para la formacién de complejos de WPI-HMP, en la figura 9 se
pueden apreciar los valores de potencial Z para ambas moléculas. La
interaccion de éstas se debe principalmente a las fuerzas electrostaticas;
cuando el pH se encuentra entre 2.4-3.8 aproximadamente, se favorece la
formacion de complejos insolubles ya que se tiene una relaciéon cuasi
equidistante entre las cargas positivas de la proteina y las cargas negativas del
polisacarido dandose una alta interaccion que equilibra las cargas netas
alcanzando la minima solubilidad; por otro lado, la formacién de complejos
solubles se dio a valores de pH entre 4-4.8 aproximadamente, entre el punto
1soeléctrico de la proteina (=4.5); ligeramente debajo de éste donde las cargas
positivas de la proteina son menores en comparacion a las cargas negativas del
polisacarido pero con suficientes interacciones para formar complejos solubles;
y por arriba del punto isoeléctrico donde ambas moléculas presentan una carga
neta negativa pero dandose la interaccién del polisacarido con regiones
positivas que quedan cargadas en la superficie de la proteina formando

también complejos solubles (Hernandez et al., 2013).
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Figura 9 Potencial Z respecto al pH para WPI y HMP. Las barras de error

representan la desviacién estandar.

4.4 Efecto de la concentracion de complejo soluble y emulsionante
en la estabilidad de la emulsién multiple.

En el experimento se midié como variable de respuesta el porcentaje de
volumen de separacion después de 21 dias y se consider6é que la emulsiéon fue
mas estable cuando el volumen de separacion fue menor. Los datos se
procesaron en un programa estadistico (Minitabl7). En la figura 10 puede
observarse un plano de superficie de respuesta del porcentaje de volumen de
separacion en funcion del (% p/p) de complejo y el (% p/p) de emulsionante; la
superficie donde se tiene el menor volumen de precipitado es cuando la
concentracion de complejo soluble es mayor de 8% p/p de complejo y la de
emulsionante, menor a 1% p/p. Adicional al plano de superficie de respuesta se
puede observar en la figura 11 un plano de contorno, en la zona en la que el
color azul es mas intenso, que corresponde al menor porcentaje de volumen de
separacion, mientras que en la zona donde el verde es mas intenso, implica que

el volumen de separacion fue mayor. Los niveles de 7.82 % p/p de complejo y

44



[y -

vy

UNIVERSIDAD
IBEROAMERICANA

CIUDAD DE MEXICO ®

0.79 % p/p emulsionante fueron seleccionados para obtener el minimo de
volumen de separacion, después de realizar una optimizaciéon con ayuda de

Minitab.

% Vol separacién 5

% pfp complejo

Figura 10 Superficie de respuesta de % Volumen de separacién contra (% p/p)
de complejo y (% p/p) de emulsionante
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Figura 11 Superficie de contorno de % Volumen de separaciéon contra (% p/p)

de complejo y (% p/p) de emulsionante
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4.5 Curvas de crecimiento de probiéticos.

Para identificar el tiempo en donde se alcanza la fase logaritmica de
crecimiento, se obtuvieron las curvas para Bifidobacterium longum 'y
Lactobacillus helveticus, (figuras 12 y 13 respectivamente). Se puede observar
que la fase exponencial de B. longum comienza a las 2 h y termina a las 8 h y

para L. helveticus comienza a las 3 horas y termina a las 12 horas.

Ln UDO

Horas

Figura 12 Curva crecimiento Bifidobacterium longum con desviacion estandar
2.5
2 : I -
1.5 *
1 -
0.5

Ln UDO

2.5
Horas

Figura 13 Curva crecimiento Lactobacillus helveticus con desviacién estandar
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4.6 Medicion de la viscosidad aparente de varios tipos de yogur y de
emulsion multiple
Se determiné la viscosidad aparente de varios tipos de yogur y de la
emulsion multiple. En la figura 14 se muestran los valores para el yogur griego,
los batidos (natural y natural light) y la emulsion; el yogur griego presenta el
valor mas alto de viscosidad, seguido de los yogures batidos, mientras que la
emulsion tiene la menor viscosidad. Por otro lado, en la figura 15 se muestra la
viscosidad de los yogures bebibles (natural y natural light) y la emulsion,
notese que se presentan dos graficas distintas porque los parametros de
medicion difieren en el tipo de aguja empleada en el viscosimetro, en esta
figura se puede observar que el valor para la emulsién se encuentra entre los
de viscosidad de ambos yogures, por debajo del light y mayor al valor de
viscosidad del bebible natural. De los tipos de yogur caracterizados se
selecciond el yogur batido natural para usarse en el sistema yogur-emulsion
multiple, aunque el yogur batido presenté un valor de viscosidad alto en
comparacion a la viscosidad de la emulsién; por otro lado, no cuenta con la
adicion de estabilizantes y edulcorantes, de los cuales queria descartarse el

efecto sobre la estabilidad del sistema.

30000.00

25000.00
20000.00 B iscosidad
15000.00 RVT
7 +f- 20C
10000.00 Aguja 08
20rpm
5000.00 605
0.00 =

Griego Batido Batido Emulsion
light

Viscosidad aparente (cp)

Tipo yogur

Figura 14 Viscosidad aparente de varios tipos de yogur y emulsién multiple.

Las barras de error representan la desviacién estandar.
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Figura 15 Viscosidad aparente de varios tipos de yogur y emulsiéon multiple.

Las barras de error representan la desviacion estandar.

4.7 Caracterizacion reologica de sistemas: emulsion multiple, yogur

y emulsion multiple con yogur
Se obtuvieron curvas de flujo para los sistemas yogur, emulsién multiple,
emulsiéon multiple + probidticos, emulsiéon multiple + yogur y emulsion multiple
+ probidticos + yogur. En la figura 16 se puede apreciar la curva de flujo del
yogur con sus 4 segmentos respectivos, en el ultimo segmento se puede
corroborar que el sistema alcanz6 el equilibrio. Se determiné el comportamiento
reolégico en el equilibrio y se utilizé el modelo de Oswald de Waele o ley de la
potencia: t = ky”, donde 1 es el esfuerzo de cizalla, y la velocidad de cizalla, k el
indice de consistencia y n el indice de comportamiento. En el cuadro 8 se
pueden apreciar los valores promedio de los parametros reoldgicos (k y n) para

todos los sistemas en cada dia de medicidn.
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Figura 16 Curva de flujo del sistema yogur Y

Cuadro 8 Indice de consistencia (k) e indice de comportamiento (n)
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Mantenimiento

@ Equilibrio

Dia1l Dia 7 Dia 14 Dia 21
Sistema k n k n k n k n
Y* 2.7130 0.4843 3.1896 0.46445 3.3657 0.4614 3.1309 0.4597
EM 1.2728 0.6816 1.0630 0.6887 1.07569 0.6889 0.5126  0.7335
EM+P 1.7515 0.6523  1.3561 0.6259  0.4360 0.7979  0.0210 0.7356
EM+Y 1.8435 05496 1.9731 05363 1.8445 05471 1.7643  0.5494
EM+P+Y 1.9448 05470 1.9754 0.5435 2.0547 05389 1.8753  0.5466

* yogur (Y), emulsiéon multiple (EM), probidticos (P).

Se realizé6 un analisis de varianza unidireccional para cada sistema del efecto

de los dias de almacenamiento sobre el indice de consistencia (k) y se

compararon las medias por método de Tukey con una confianza de 95%. Lo

anterior se procesé en un programa estadistico (minitab17). Los resultados se

muestran en los cuadros 9, 10, 11, 12 y 13.
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Cuadro 9 Efecto de los dias de almacenamiento en indice de consistencia (k)

para el sistema yogur

Dia N Media
14 2 3.37a
7 2 3.19a
21 2 3.13a
1 2 2.714

Comparacion de medias 0=0.05%

Cuadro 10 Efecto de los dias de almacenamiento en indice de consistencia (k)

para el sistema emulsién multiple

Dia N Media
1 2 1.27,
14 2 1.08ap
7 2 1.06a1
21 2 0.51y

Comparacion de medias 0=0.05%

Cuadro 11 Efecto de los dias de almacenamiento en indice de consistencia (k)

para el sistema emulsiéon multiple + probidticos

Dia N Media
1 2 1.754
7 2 1.364
14 2 0.44y

21 2 0.21y

Comparacion de medias 0=0.05%
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Cuadro 12 Efecto de los dias de almacenamiento en indice de consistencia (k)

para el sistema emulsién multiple + yogur

Dia N Media
7 2 1.97,
14 2 1.84,
1 2 1.84,
21 2 1.76a

Comparacion de medias 0=0.05%

Cuadro 13 Efecto de los dias de almacenamiento en indice de consistencia (k)

para el sistema emulsién multiple + probidticos + yogur

Dia N Media
14 2 2.06,
7 2 1.98.
1 2 1.95,
21 2 1.88a

Comparacion de medias 0=0.05%

De las comparaciones de medias se puede observar que existi6 un cambio
significativo en el indice de consistencia (k) tanto para la emulsién multiple
como para la emulsién multiple + probidticos, cuadro 10 y 11; en el caso de la
emulsién, ésta presenté una disminucion significativa en el indice de
consistencia a partir del dia 14 de almacenamiento mientras que para la
emulsion + probidticos, la disminucién se presentdé a partir del dia 7. Podria
decirse que la emulsiéon multiple y la emulsion multiple + probidticos segun el
cambio en el indice de consistencia (k), presentaron inestabilidad
aproximadamente a partir del dia 14 y dia 7, respectivamente. Sin embargo, los
sistemas que tienen yogur, en este caso el yogur solo, la emulsién + yogur y la
emulsion + probidticos + yogur, no presentaron cambios significativos en el
indice de consistencia; los sistemas se mantuvieron estables a los 21 dias de

almacenamiento. Lo anterior, podria atribuirse a la estructura de gel débil del
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yogur, la cual podria brindarle estabilidad a la emulsién multiple con y sin
probidticos. Con estos resultados podria afirmarse que el sistema yogur-
emulsion multiple fue compatible y no existieron cambios significativos en los
parametros reoldgicos durante los 21 dias de almacenamiento y por lo tanto, no
hubo cambios en la textura del sistema, lo cual permite suponer que seria

imperceptible un cambio en la textura del producto para los consumidores.

4.8 Simulacion gastrointestinal in vitro

En la figura 17 se observan micrografias de la emulsiéon multiple después
de la simulaciéon gastrointestinal. Se puede observar la coalescencia y el
aumento de tamano de las gotas de la emulsion para fluidos con sales y fluidos
con sales mas enzimas y bilis, lo cual podria atribuirse a los cambios de pH y la
fuerza i6nica de los fluidos. Ademas, se observa rotura de las gotas y
componentes libres en mayor medida para la emulsion que fue sometida a
fluidos con sales y otros componentes, el rompimiento de las gotas supone un
efecto importante de la actividad enzimatica y las sales biliares sobre la
estabilidad de las mismas. En la figura 18 se muestran imagenes de la
simulacién gastrointestinal de la emulsion después de cada sitio del TGI, para

fluidos que contenian enzimas y sales biliares.
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I1

ITI

Figura 17 Micrografias de emulsion multiple (resolucién 100x). I) Antes de
simulacion gastrointestinal . IT) Final simulacion gastrointestinal para fluidos
con sales. III) Final simulacion gastrointestinal para fluidos con sales y

enzimas.
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ESTOMAGO INTESTINO DELGADO
™ "{‘J
Vi

Figura 18 Imagenes de simulacién gastrointestinal de emulsion multiple al

término de cada sitio del TGI con adicién de enzimas y sales biliares.

Al final de la fase gastrica simulada se observa separacion de fases, presentado
cremado de los globulos de la emulsion; debido tal vez al pH bajo y las
interacciones moleculares que se presentan en esta fase. Al final de la fase
simulada del intestino delgado se observa una capa de sobrenadante de aceite,
lo cual corrobora las micrografias del final de la simulaciéon donde se presentd

rompimiento de algunos globulos de la emulsién y material liberado.

Al 1inicio y final de la simulacién in vitro se realiz6 conteo de unidades
formadoras de colonia UFC para el yogur, la emulsion y el yogur + emulsion.
El la figura 19 se presentan las UFC/ mL al inicio de cada sistema y después de
la digestion. Se puede observar que en el yogur no hubo supervivencia de los
microorganismos, mientras que en la emulsion y el yogur + emulsion si la hay;
la presencia de UFC en el yogur + emulsion después de la digestiéon simulada
puede atribuirse a los probidticos que estaban encapsulados en la emulsion; por

lo que podria decirse que la mezcla probidtica sobrevivié a las condiciones
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simuladas del TGI debido a la protecciéon de la emulsiéon multiple. La cantidad
de microorganismos supervivientes fue de 5.6X10¢ para la emulsiéon y de
3.0X10¢ para el yogur + emulsién, cantidades recomendadas para que los

probidticos pudieran tener efectos benéficos en el huésped.

20 A

[uny
93]
1

M [nicial

Log UFC/mL

H Final

Yogur Emulsion Emulsién + Yogur

Sistema

Figura 19 Grafica del logaritmo de unidades formadoras de colonia
UFC/mL para el yogur, emulsién y emulsion con yogur antes y después

de simulaciéon del TGI.
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Capitulo 5. Conclusiones

A partir de los resultados de esta experimentacion se determiné que:

Un gel con una concentraciéon de 1% p/p de pectina de bajo metoxilo y una
concentracion de cloruro de calcio de 3.5 mM es el adecuado para formar la fase

acuosa Wi de la emulsién simple.

Se estim6 que con un porcentaje de 12% p/p de emulsionantes PGPR vy
Panodan, en una proporcion de 4:1, con una velocidad de homogenizacién de
9000 rpm, por un tiempo de 12 minutos y con una fraccién masica de 0.3 de gel,
se produce la emulsiéon simple W1/O mas estable.

Se determiné que a valores de pH entre 4 y 4.6 se tenia la maxima formacién
de complejos solubles para una proporcién 4:1 de WPI:HMP.

La emulsion maultiple con mayor estabilidad se estimé con un porcentaje de
7.82 % p/p de complejo WPI/HMP y 0.79 % p/p de Panodan, preparada a una
velocidad de homogenizaciéon de 8000 rpm por un tiempo de 10 minutos y con
una fracciéon masica de 0.2 de emulsién simple.

Se identificé que la fase de crecimiento exponencial de Lactobacillus helveticus
comenzé a las 3 horas y terminé a las 12 horas. Mientras que para
Bifidobacterium longum comenz6 a las 2 horas y terminé a las 8 horas.

Se disené una emulsién multiple agua-en-aceite-en-agua compatible con un
yogur. Donde el yogur le proporcioné estabilidad a la emulsion al no mostrar
cambios significativos en su indice de consistencia durante 21 dias.

Los probidticos encapsulados en la emulsiéon multiple W1/O/W2 sobrevivieron a
las condiciones gastrointestinales in vitro y en cantidades adecuadas para
proporcionar efectos benéficos en el huésped. Comprobando que la emulsién
multiple brindé la proteccién adecuada a los probidticos contra las condiciones
simuladas del TGI.
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Glosario

Ansiolitico: que actia sobre el sistema nervioso y reduce los sintomas de
ansiedad.

Barrera epitelial: Una funcion central de los epitelios es formar barreras que
separen los compartimentos tisulares dentro de organismos complejos. Estas
barreras también separan el medio interno del ambiente externo y son, por lo
tanto, un componente esencial de la defensa del huésped.

Bioaccesibilidad: fraccion del componente ingerido liberado de la matriz
alimenticia y disponible para absorcién intestinal (normalmente basado en
procedimientos in vitro).

Biodisponibilidad: fraccion del componente ingerido disponible para su
utilizacién en funciones fisioldgicas normales (determinado mediante ensayos
1n vivo).

Capacidad de carga: es la medida de la masa del componente encapsulado
por unidad de masa de material de soporte.

Compuesto biactivo: son compuestos esenciales y no esenciales (por ejemplo,
vitaminas o polifenoles) que se producen en la naturaleza, son parte de la
cadena alimentaria y pueden tener un efecto sobre la salud humana.
Eficiencia de carga: es una medida de la capacidad del sistema para retener
el componente encapsulado en el tiempo.

Eficiencia de entrega: es la cantidad de componente encapsulado que se
libera del sistema en el sitio de accion.

Eje intestino-cerebro: sistema de comunicacion bidireccional entre el sistema
gastrointestinal y el sistema nervioso central.

Emulsion multiple W1/O/Wa:: consisten en pequenias gotas de agua contenidas
dentro de gotas de aceite mas grandes, las cuales se encuentran dispersas en
una fase acuosa continua.

Emulsionante: molécula anfifilicas que se localiza en la linea de contacto

entre las fases reduciendo la tensidén interfacial.
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Fraccion de fase dispersa: La fracciéon de la fase dispersa se conoce con la
letra griega ¢ y puede expresarse como fracciéon volumétrica o fraccion masica.
Es la relacion entre el volumen o masa de la fase dispersa que se anade al
volumen o masa total de la emulsion.

Grado alimentico (GRAS): "GRAS" es un acréonimo de la frase Generally
Recognized As Safe. En virtud de las secciones 201 y 409 de la Ley Federal de
Alimentos, Medicamentos y Cosméticos, cualquier sustancia que se agregue
intencionalmente a los alimentos es un aditivo alimentario sujeto a revisiéon y
aprobacion previa a la FDA.

Homeostasis: Mantenimiento de condiciones casi constantes en el entorno
interno del cuerpo humano.

Inmunoglobulina A secretora: La inmunoglobulina A (IgA), constituye
aproximadamente 15% de las inmunoglobulinas séricas y predomina en su
forma secretora(IgAs) en la saliva, lagrimas, sudor, secreciones bronquiales e
intestinales, leche humana y calostro. El principal papel de la inmunoglobulina
A secretora es contribuir a la inmunidad de las mucosas y se postula que inhibe
la adherencia de microorganismos a las células de éstas, participan en la
neutralizacién de virus y son capaces de combinarse con antigenos de los
alimentos evitando su absorcién hacia el torrente sanguineo, reduciendo la
incidencia de reacciones alérgicas.

Mecanismo de entrega: Proceso mediante el cual el sistema de entrega
liberara el componente encapsulado en determinado sitio del tracto
gastrointestinal.

Metagenoma: se define como la colecciéon de genomas y genes de los miembros
de la microbiota.

Microbioma: se refiere a la totalidad del habitat del cuerpo humano,
incluyendo los microorganismos, sus genomas y las condiciones ambientales
que los rodean, es decir, los factores bidticos y abidticos de los ambientes del

cuerpo humano.
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Microbiota: se refiere a la totalidad de microorganismos presentes en un
ambiente o habitat particular. De manera especifica en el ser humano se define
como la cantidad de microorganismos que residen en las superficies de su
cuerpo, tanto internas como las expuestas.

Modelos dinamicos: generalmente son controlados por computadora y
reproducen la temperatura, los cambios de pH en los compartimentos, la
adicion de enzimas y sales biliares. Los modelos dinamicos incluyen
parametros especificos, como la velocidad de vaciado del estomago o el tiempo
de transito gastrointestinal.

Modelos estaticos: se caracterizan porque no reproducen los procesos
dinamicos que ocurren durante la digestion humana, tales como el vaciado
gastrico o cambios continuos en el pH y las tasas de flujo de secrecion. Estos
modelos estaticos son los sistemas digestivos mas utilizados.

Modelo de caja de huevo: La pectina forma geles cuando las estructuras de
homogalacturanos se entrecruzan mediante enlaces para formar una red
continua tridimensional en la que el agua y diversos solutos quedan atrapados
Especificamente, la pectina de bajo metoxilo puede formar geles en presencia
de cationes divalentes, induciendo la asociacion de cadena-cadena mediante
enlaces ionicos entre los iones calcio y los grupos hidroxilo libres. La formacion
de estas zonas de unién puede ser explicado por el modelo de “caja de huevo”,
en el cual se da una doble conformacion helicoidal entre dos cadenas de acido
poligalacturonico, dandose primeramente la formacién de dimeros con el catién
en el centro y posteriormente la agregacion de estos dimeros Aun asi se ha
sugerido la existencia de una conformacién helicoidal triple, que en el caso de la
pectina, la asociaciéon mas favorable para la formacion de geles se describe
mejor por una “caja de huevo desplazada” ya que una cadena se encuentra
ligeramente desplazada con respecto a la otra, y las cajas se estabilizan por
fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas.
Aun asi, el modelo de “caja de huevo” propuesto originalmente por Grant y

colaboradores en 1973 es ampliamente aceptado para los geles de pectina.
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Pectina: La pectina es un polisacarido rico en acido galacturoénico, el principal
uso se basa en su capacidad como agente estabilizante, espesante y gelificante.
En la actualidad se reconocen tres estructuras pécticas basicas en la pectina: el
homogalacturano que es un polimero de cadena lineal que consiste en residuos
de acido D-galacturénico unidos por enlaces a-(1,4); el ramnogalacturonano I
que consiste en la repeticién del disacarido formado por una unidad de acido D-
galacturénico y otra de ramnosa, a la cual se encuentran unidos
principalmente arabinano y galactano y, el ramnogalacturano II que consiste
en una cadena principal de aproximadamente nueve homogalacturanos , con
complejas cadenas laterales, que contienen hasta once diferentes
monosacaricos, que estan unidos a los residuos de acido galacturoénico.
Prebiotico: Los prebidticos se han caracterizado como un grupo de
carbohidratos que resiste la digestion y la absorciéon en el intestino delgado.
Afectan de manera beneficiosa al huésped ya que son fermentados por la
microbiota intestinal en el intestino grueso; estimulando el crecimiento y la
actividad de la misma.

Probiotico: Se definen como microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del
huésped.

Proteccion contra la degradacion quimica: el sistema de entrega debera
brindar la proteccion necesaria al componente encapsulado contra los
mecanismos de degradacion quimica que se producen durante el
almacenamiento.

Proteina de aislado de suero de leche: el suero de leche se obtiene de la
industria de quesos. El aislado de proteina de suero de leche WPI (por sus
siglas en inglés) consiste en una mezcla de proteinas globulares que incluye
principalmente: B-lactoglobulina, a-lactoalbunima, albumina sérica bovina e
inmunoglobulina.

Sales biliares: son detergentes esteroidales biosintetizados a partir del
colesterol en el higado y almacenados en la vesicula biliar. Las sales biliares no

tienen grupos bien definidos de cola y cabeza, pero presentan una polaridad
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planar. Los acidos biliares comprenden dos unidades de unién, un esqueleto de
esteroide rigido con una cara hidréfoba y una cara hidréfila a la que esta unida
una cola alifatica flexible. La bilis se secreta a través del conducto biliar en el
intestino bajo la influencia de una serie de mecanismos de control relacionados
con las hormonas gastrointestinales. Juegan un papel crucial en la digestion y
absorciéon de nutrientes y también sirven como un medio para la excrecién de
varios productos de desecho de la sangre.

Repulsion estérica: se debe a las cadenas flexibles que contienen ciertas
moléculas, ya que dichas cadenas sobresalen en la fase continua. Dos
mecanismos pueden distinguirse. Primero, si la superficie de otra particula se
acerca, las cadenas quedan restringidas en las conformaciones que pueden
asumir, lo que implica pérdida de entropia, por lo tanto se da el aumento de la
energia libre, y se produce repulsion. Este efecto de restricciéon de volumen
puede ser muy grande, pero s6lo puede tener importancia si las superficies
tienen una densidad de cadenas muy baja. Esto es porque las capas peludas
comienzan a solaparse conforme las particulas se acercan y entonces un
segundo mecanismo actuara antes de que el primero entre en juego. La
superposiciéon provoca un aumento en la concentracion de cadenas
sobresalientes y con ello se incrementa la presion osmoética; esto provoca
entonces que el agua se mueva a la region de superposicién, lo que da lugar a la
repulsiéon. Sin embargo, esto sélo se cumple si la fase continua es un buen
solvente para las cadenas.

Sindrome metabdlico: El sindrome metabdlico se define como la concurrencia
de factores de riesgo cardiovascular asociados a la obesidad, incluyendo
obesidad abdominal, tolerancia a la glucosa alterada, hipertrigliceridemia,
disminucién del colesterol HDL e hipertension.

Sistema nervioso auténomo (sistema nervioso involuntario): la parte del
sistema nervioso que controla los musculos de los 6rganos internos (como el
corazon) y las glandulas. Una parte del sistema nervioso auténomo ayuda al
cuerpo a descansar, relajarse y digerir los alimentos y otra parte ayuda a una

persona a luchar o tomar acciones en una emergencia.
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Sistema nervioso central: el sistema nervioso tiene dos partes, llamadas el
sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico debido a su ubicacién
en el cuerpo. el sistema nervioso central (SNC) incluye los nervios del cerebro y
la médula espinal. Se encuentra dentro del craneo y canal vertebral de la
columna vertebral, los cuales lo protegen.

Sistema nervioso entérico: un sistema de malla de neuronas que gobierna la
funcién del sistema gastrointestinal.

Vago: un nervio que suministra fibras nerviosas a la faringe (garganta),
laringe (caja vocal), traquea, pulmones, corazon, eséfago y tracto intestinal,
hasta la porcién transversal del colon. El nervio vago también trae informacion
sensorial al cerebro desde el oido, la lengua, la faringe y la laringe. El nervio
vago es el décimo nervio craneal. Se origina en el bulbo raquideo, una parte del

tronco encefalico, y se extiende camino desde el tronco encefalico hasta el colon.
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